CANKIRI KARATEKIN UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTIiTUSU

YUKSEK LiSANS TEZi

IRAKLI HASTALARIN KLINIKTE iZOLE EDILEN COKLU iLACA
DIRENCLI ACINETOBACTER BAUMANNII SUSLARINDA ANTIiBiYOTIiK
DIRENC GENLERININ BELIRLENMESI

Amenah Mohammed Zuhdi Jalal AL-OBEIDA

BiYOLOJi ANABILIM DALI

CANKIRI
2023

Her hakki sakhdir



TEZ ONAYI

Amenah Mohammed Zuhdi Jalal AL-OBEIDAtarafindan hazirlanan “Irakl Hastalarin
Klinikte izole Edilen Coklu ilaca Direncli Acinetobacter baumannii Suslarinda
Antibiyotik Diren¢ Genlerinin Belirlenmesi” adli tez ¢alismas1 09/08/2023 tarihinde
asagidaki jiiri tarafindan oy birligi ile Cankir1 Karatekin Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Damisman  : Dog. Dr. Ozgiir KUZUKIRAN

Es Damisman : Dr. Ogr. Uyesi Jaleel SAMANJE

Jiiri Uyeleri:

Baskan : Prof. Dr. Oguz KUL
Patoloji Anabilim Dali
Kirikkale Universitesi

Uye : Dog. Dr. Ozgiir KUZUKIRAN
Eldivan Saglik Hizmetlert MYO
Cankir1 Karatekin Universitesi

Uye : Dr. Ogr. Uyesi Miige FIRAT

Eldivan Saglik Hizmetleri MYO

Cankir1 Karatekin Universitesi

Yukaridaki sonucu onaylarim

Prof. Dr. Hamit ALYAR

Enstitii Midiirii



ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Cankir1 Karatekin Universitesi Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Sinav Yonetmeligine gore
hazirlamis oldugum “Irakh Hastalarin Klinikte Izole Edilen Coklu flaca Direncli
Acinetobacter baumannii Suslarinda Antibiyotik Diren¢ Genlerinin Belirlenmesi”
konulu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢calisma oldugunu; calismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi, tezin icerdigi yenilik ve sonuglar1 baska bir yerden almadigimi,
tezde kullandigim eserleri usuliine gore kaynak olarak gosterdigimi, tezin Cankiri
Karatekin Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii’'nden baska bir bilim kuruluna akademik
ama¢ ve unvan almak amaciyla vermedigimi ve bu calismanin Cankir1 Karatekin
Universitesi tarafindan kullanilan “Bilimsel Intihal Tespit Programi™yla tarandigini,
“intihal icermedigini” beyan ederim. Caligmamla ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir
durumun saptanmasi halinde ortaya c¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglara razi
oldugumu bildiririm. Cankir1 Karatekin Universitesi Lisansiistii Egitim-Ogretim ve

Smav Yonetmeliginin ilgili maddeleri uyarinca gereginin yapilmasim1 arz ederim

(09/08/2023).

Amenah Mohammed Zuhdi Jalal AL-OBEIDA



OZET

IRAKLI HASTALARIN KLINIKTE IZOLE EDILEN COKLU ILACA
DIRENCLI ACINETOBACTER BAUMANNII SUSLARINDA
ANTIBIYOTIK DIRENC GENLERININ BELIRLENMESI

Amenah Mohammed Zuhdi Jalal AL-OBEIDA

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Ozgiir KUZUKIRAN
Es Danmigsman: Dr. Ogr. Uyesi Jaleel SAMANJE

Acinetobacter baumannii, ticari olarak mevcut birgok antibiyotige karsi ¢oklu ilag
direnci egiliminin yiiksek olmasi nedeniyle yogun bakim {initelerindeki (YBU) hastalar
icin ciddi bir saglik sorunu olarak kabul edilmektedir. Aragtirma i¢in Ekim-Aralik 2022
tarihleri arasinda Erbil sehrinde bulunan iki ayr1 hastaneden toplam 150 6rnek toplandi.
Bakteriyel izolasyon ve tanimlama esas olarak geleneksel yontemler kullanilarak
gerceklestirildi. Otuz iki izolat A. baumannii olarak tanimlandi ve polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) teknigi kullanilarak teyit edildi. A. baumannii izolatlarinin yanik
orneklerinde 16 (%51,6), yara siiriintiilerinde 9 (%29) ve balgam orneklerinde 6
(%19,3) yayginlik gosterdigi tespit edildi. Bu izolatlar, rifampisin (%100), piperasilin,
seftazidim (%93,7), tetrasiklin (%90,3), tigesiklin, amikasin, levofloksasin, gentamisin
ve klaritromisin (%87,1), piperasilin/tazobaktam (%83,9), ampisilin/siilbaktam ve
trimetoprim/ siilfametoksazol (%77,4), meropenem ve imipenem (%74,2) gibi ¢esitli
antibiyotiklere kars1 yiiksek direng oranlari sergiledi. Bununla birlikte, A. baumannii
izolatlar1 polimiksin B’ye hi¢ diren¢ gdstermedi. Izolatlarm %6,25inde coklu ilag
direnci tespit edilirken, %84,37’sinde yaygin ilag direnci gozlemlendi. Tetrasikline
direngli olan A. baumannii izolatlarinin %55’inde tet(A) geni, izolatlarin %85’inde
karbapenem direnci geni (blaOXA-51) bulundu. Ayrica, izolatlarin %65’inde gnr geni
bulundu. Polimiksin B, A. baumannii enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in umut verici bir
alternatif olarak belirlendi.
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IDENTIFICATION OF ANTIBIOTIC RESISTANCE GENES IN MULTI-DRUG
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Acinetobacter baumannii is recognized as a significant healthcare challenge for patients
in intensive care units (ICUs) due to its high propensity for multidrug resistance against
a wide range of commercially available antibiotics. A total of 150 samples were
collected from two distinct hospitals in Erbil city between October and December 2022.
Bacterial isolation and identification were primarily carried out using conventional
methodologies. Thirty-two isolates were identified as A. baumannii, and their
confirmation was achieved using the polymerase chain reaction (PCR) technique. The
prevalence of A. baumannii isolates was as follows: 16 (51.6%) in burn samples, 9
(29%) in wound swabs, and 6 (19.3%) in sputum samples. These isolates exhibited high
resistance rates against various antibiotics, including rifampin (100%), piperacillin,
ceftazidime (93.7%), tetracycline (90.3%), tigecycline, amikacin, levofloxacin,
gentamycin, and clarithromycin  (87.1%), piperacillin/tazobactam (83.9%),
ampicillin/sulbactam, and trimethoprim/ sulfamethoxazole (77.4%), meropenem, and
imipenem (74.2%). However, A. baumannii isolates did not exhibit resistance to
polymyxin B. Multidrug resistance was detected in 6.25% of the isolates, while
extensive drug resistance was observed in 84.37%. Among the A. baumannii isolates
resistant to tetracycline, 55% carried the tet(A) gene, while 85% of the isolates harbored
the carbapenem resistance gene (blaOXA-51). Furthermore, the gnr gene was found in
65% of the isolates. Polymyxin B was identified as a promising alternative for the
treatment of A. baumannii infections.
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1. GIRIS

Acinetobacter baumannii (A. baumannii), laktozu fermente etmeyen, oksidaz negatif, ve
insanlarda firsat¢1 ekstraseliiler patojen olan bir aerobik basildir. Ozellikle hastane
yogun bakim initelerinde (ICU) nosokomiyal enfeksiyonlara neden olmaktadir
(loannou et al. 2020). Bu bakteri 6zellikle yanik iinitelerine ve yogun bakima kabul
edilen hastalarda iiriner sistem enfeksiyonu, bakteremi, sekonder menenjit, yumusak
doku enfeksiyonu, cilt enfeksiyonu, nosokomiyal ve ventilator iliskili pndmoni gibi
cesitli enfeksiyonlara da neden olabilir (Liu et al. 2017). Acinetobacter bakterileri
50’den fazla tiirde tespit edilmistir ve bu cinsin Onemli bir yiizdesi patojenik
olmayanlardir (Harding et al. 2018). Bununla birlikte, Acinetobacter calcoaceticus-
baumannii kompleksi (ACB), filogenetik olarak iliskili organizmalarin bir grubu olarak
tanimlanmis ve hastalik nedenlerinden biri olarak belirlenmistir. A. baumannii, cins
icindeki bakteriyel patojenler arasinda en belirgin ve saldirgan etkendir; ACB
kompleksi tarafindan {iretilen hastaliklar genellikle A. baumannii hastaliklar1 olarak
adlandirilmaktadir (Fitzpatrick et al. 2016).

Son zamanlarda, A. baumannii’nin iki 6nemli insan patojenitesyle iligkilendirildigi
belirtilmistir. Bunlardan ilki kat1 ylizeylerde uzun siire canli kalabilmesi, ikincisi ise
bircok antimikrobiyale, Ozellikle karbapenemlere karsi ¢oklu ila¢ direncine (MDR)
sahip olmasidir. A. baumannii’nin kolonizasyonu, 6zellikle uzun siireli hastane yatisi
veya genis spektrumlu antibiyotik veya kemoterapotik kullanimi olan hastalarda
artmaktadir. A. baumannii, 6zellikle kinolonlar, aminoglikozidler ve genis spektrumlu
B-laktamlar olmak {izere neredeyse yaygin olarak kullanilan tiim antibiyotiklere karsi
direng kazanmistir (Vahhabi et al. 2021). Karbapenemler, A. baumannii’nin tedavisi
icin son secenek olarak kabul edilirken, bu antimikrobiyallere diren¢ kiiresel olarak
hizla artmaktadir (Alqumaizi et al. 2022). A. baumannii suslarinda karbapeneme direng,
karbapenemi hidroliz eden oksasilinazlar ve molekiiler sinif B metallo-beta laktamazlar
olmak {iizere iki tiir beta-laktamazdan kaynaklanabilir. En yaygin beta-laktamazlar
molekiiler sinif D’ye dahil karbapenemi hidroliz eden oksasilinazlardir (Ghaima et al.

2015). Bunlar ¢ekirdek genom i¢inde dogal olarak bulunabilmaktedir. Buna ornek



olarak A. radioresistence’de OXA-23, A. baumannii’de OXA-51 ve Acinetobacter
Iwoffii’de OXA-134 verilebilir (Mitchell and Leonard 2014). A. baumannii’de
karbapenem direnci, porinler araciligiyla hiicre duvarimin diisiik gegirgenligi, eflizyon
pompalarin artmig iiretimi ve PB-laktamazlarin varligi gibi bircok mekanizmanin
birlikte etkisiyle olugsmaktadir (Liu et al. 2017). MDR’nin altinda yatan nedenlerden
biri, etkinliklerinin mikroorganizmalardan digar1 pompalanmasidir. Tetrasiklin direnci
iireten eflizyon pompasini kodlayan cesitli tet gen tiirleri bulunmaktadir. Bunlarin en
yaygin olanlar1 tetA ve tetB genleridir. A. baumannii, ¢esitli mekanizmalar sayesinde
florokinolonlara direnglidir. Bu yollardan biri gnr geninin varlhigidir. Plazmid qnr
genleri olan gnrA, gnrB ve gnrS, intravendz DNA giraz ve topoizomerazi florokinolon
inaktivasyonundan koruyan pentapeptid tekrarlayan aile proteinlerini kodlamaktadir
(Venkataramana et al. 2022).

Bu aragtirmada idrar yollar1 enfeksiyonu, yara ve yanik vakalarindan izole edilen A.
baumannii’de bazi baz1 antibiyotiklere karsi direncinin arastirilmasidir. Bu amagla bla

OXA-51, tetA ve tetB genlerinin varligina bakilmstir.



2.  LITERATUR OZETi

2.1 Acinetobacter Cinsi

Acinetobacter cinsinin taksonomik ge¢misi olduk¢a zorlu oldu; bilimsel caligmalar,
Acinetobacter  cinsinin  Moraxellaceae ailesinin  bir iiyesi oldugunu ve
Gammaproteobacteria alt sinifiyla iliskili oldugunu ortaya koymustur (Imperi et al.
2011).

1992 yilinda yaymlanan bir arastirma, ACB kompleksinin 4 tire ayrildigim
duyurmustur (Gerner-Smidt 1992). Bu genomik tiirler A. calcoaceticus, A. baumannii,
A. pittii ve A. nosocomialis olup, bunlar1 fenotipik olarak ayirt etmek zordur
(Moubareck and Halat 2020).

Acinetobacter cinsinden 5 tiir; A. baumannii, A. pittii, A. nosocomialis, A. seifertti ve A.
dijkshoorniae, insanlar icin patojen olarak tanimlanmustir. Ote yandan cevrede birlikte
var olan patojen olmayan suslar, genellikle topraktan izole edilmektedir (Nemec et al.
2015, Cosgaya et al. 2016).

ACB, bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerdeki hastanede enfeksiyonlarinin yaklagik
%80’ini olusturan en tehlikeli tiir olarak kabul edilmektedir (Bagudo et al. 2020b).

2.2  Acinetobacter Tiirlerinin Genel Ozellikleri

Acinetobacter tiirleri homojen olmayan Gram negatif pleomorfik kokobasillerdir.
Ayrica, MacConkey agarda laktoz fermente etmeyen ve hemolitik olmayan; kanli
agarda bazen hemolitik, dig biikey ve yuvarlak koloniler olusturan, katalaz pozitif ve
oksidaz negatif hareketsiz bakterilerdir (Nguyen and Joshi 2021). Cogu Acinetobacter
spp. biiyiimek i¢in 37°C’lik bir sicakligi tercih ederken, A. baumannii 44°C’de de
gelisebilir (Lahiri et al. 2004, Asif et al. 2018). Bu organizmalar spor veya kamgi

tiretemezler (Peleg et al. 2008). Fimbrialarin polar o&zelliginden dolay1r bazi



Acinetobacter tiirleri, segirme motilitesi olarak bilinen bir ylizey lizerinde siiriinerek
hareket eder (Abdullah and Tarik 2019). Laktoz, galaktoz, glikoz, mannoz, ksiloz ve
rhamnoz, ¢ogu Acinetobacter spp. tarafindan kullanilan sekerlerdir. Simon’in sitrat
testini gegebilirler, ancak sukroz veya Mannitol’den asit {iretemezler. Ayrica bu
organizmalarda eskiilin hidrolizi, nitrat, H2S olusumu, indol ve Voges Proskauer
negatiftir (Sehree et al. 2021).

2.3 Viriilens Faktorleri

Bazi diger Gram negatif bakterilerle karsilastirildiginda A. baumannii’nin yalnizca
birkag virtilans faktorii vardir. Diga akis pompalari, hemolitik faktorler, demir toplama
sistemleri, lipopolisakkaritler ve dis zar proteini A (OmpA), konake¢r bagisiklik
tepkilerine veya epitel hiicrelerine patojenik yapismaya neden olabilen viriilans

faktorleridir (Aliramezani et al. 2019).

2.3.1 Das zar proteinleri

Acinetobacter baumannii’de en yiiksek oranli virulans faktorlerinden biri OmpA’dir
(Hee et al. 2008). Bakteriyel biyofilm iiretimine, Okaryotik hiicre patojenlerine,
antimikrobiyal dirence ve bagisiklik tepkisine aracilik eden bu viriilans faktorii, Gram
negatif bakterilerde dis zar proteinleri (OMP)’nin ana bilesenidir. A. baumannii’nin
neden oldugu nozokomiyal pnémoni ve bakteriyeminin 6liim orani, OmpA’nin asiri
tiretiminden bagimsiz olarak etkilenmaktedir (Sanchez-Encinales et al. 2017). OMP’nin
ozelliklerinden biri, membranda yiiksek stabiliteye sahip olmasi ve son derece zorlu

ortamlara dayanabilmesidir (Rollauer et al. 2015).

OmpA, E. coli’deki OmpF/C gibi diger 6nemli porinlerle karsilastirildiginda A.
baumannii’nin gegirgenligindeki diistise katkida bulunan faktorlerden biridir (Sugawara
and Nikaido 2012). OmpA’nin dis zar vezikiillerinde (OMV) OMP birikimini
etkiledigine inanilmaktadir. Bu muhtemelen ompA mutantlarinda membran

homeostazindaki degisikliklerin sonucunu yansitmaktadir (Moon et al. 2012). OmpA,



diger A. baumannii OMP’lerinde bulunmayan ve DNaz I benzeri konak¢i DNA
bozulmasina neden olan kendi kendini kodlayan niikleer lokalizasyon sinyali

araciligiyla ¢ekirdege de aktarilabilmektedir (Morris et al. 2019).

Ek olarak, OmpA sitotoksik Ozelliklerini ve diger viriilans Ozelliklerini de modiile
etmektedir. Bu ozellikler, faktor H baglanmasi yoluyla tamamlayici aracili alternatif
oldiirmeye kars1 direnci ve akciger epitelyal kolonizasyonu i¢in gerekli olan hiicre dist
matris proteinlerine (fibronektin dahil) artan yapismay1 igermektedir (Smani et al.
2012).

2.3.2 Lipopolisakkarit, lipooligosakkarit ve kapsiil

Kapsiil, lipopolisakkarit (LPS) ve lipoolgiosakkarit (LOS), dis zarin diger elemanlari ile
birlikte sitoplazmada iiretilir ve proteinli mekanizmalar tarafindan dis yapragin hiicresel
zarfina aktarilir. Lipit A ¢apasi, ¢ekirdek oligosakkaritleri ve “O” antijeni, LPS’nin ii¢
farkli elemanidir. LOS ise “O” antijeni yerine genislemis ¢ekirdek oligosakkaritlerine
sahiptir. A. baumannii izolatlar1 yiiksek molekiiler kiitleli polisakkarit kapsiiller (K1)
tiretir ve bu kapsiiller, konak¢min mikrobiyal direncini artiracak bir bagisiklik
tepkisinden kaginmak i¢in bakterileri ortamdaki sert degisikliklerden ayirmak igin

olusturulmustur (Geisinger and Isberg 2015).

2.3.3 Fosfolipazlar

OmpA’nin diger iyi bilinen viriilans faktorlerinden biri, fosfolipaz C ve D gibi iki
enzimi kodlayan fosfolipazlardir (Morris et al. 2019). Iki fosfolipaz C ve ii¢ fosfolipaz
D enzimi kodlanir ve bunlarin tiimii Okaryotik zar bileseni olan fosfatidilkolin
substratina 6zgiidiir (Stahl et al. 2015, Fiester et al. 2016). Ilging bir sekilde, her iki
enzimin bu transkripsiyonel diizenlemesi, insan eritrositlerine karsi hemolitik aktivite
sergileyen ve demir alimini destekleyen demir alim diizenleyicisi ile iligkilidir (Fiester

et al. 2016).



2.3.4 Salgilama sistemleri

Protein salgilama sistemleri, A. baumannii tarafindan kullanilan diger prospektif
virlilent faktorlerini olusturmaktadir. Patojenin tip I, II, IV, V ve VI sekresyon
sistemleri vardir. Acinetobacter tarafindan kodlanan Tip I Salgi Sistemi (T1SS),
proteinleri sitoplazmadan hiicre dis1 ortama salinan ii¢ bilesenli bir sistem olusturur
(Harding et al. 2017). Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda A. baumannii’nin Tip 2
salgilama sistemi araciligiyla efektor lipazlar LipA ve LipH ile proteaz CpaA’yi
salgiladig1 kesfedilmistir (Harding et al. 2016, Tiku 2022).

2.3.5 Disa akis sistemleri

Disa akis pompalari, sitoplazmik zarda bulunan protein tasiyicilardir. Birkagi
enerjilerini adenosin trifosfat hidrolizinden alan ana aktif tasiyicilardir. Bazilari hiicreye
pompalanan H* veya Na* iyonlarinin iirettigi elektrokimyasal potansiyel farkla tasimay1
entegre eden aktif tasima araglaridir (Blanco et al. 2016). Cesitli akis tasiyicilari, protein
dizilerine bagli olarak filogenetik kategoriler kullanilarak kategorize edilir. Milton
grubu, tiim tasiyici proteinler i¢in tek bir siniflandirma yaklagimi olusturmustur (Saier et
al. 2014). Bir diger ¢alisma grubu ise 2020°de prokaryotik canlilarda bes akis tasiyici
ailesinin tanimlandigini gosterdi. A. baumannii aileleri major kolaylastirict st aile, tetA,
tetB, comal, ¢oklu ila¢ ve toksik efflux, AbeM, diren¢ nodiilasyon bdliinmesi (RND),
AdeABC, kiigiik ¢oklu ila¢ direnci (MDR) , ATP baglama kaseti (ABC) ve MacB ile
karakterize edilmektedir (Abdi et al. 2020). Bu sistemlerin ¢ogunun enerji kaynagi
proton hareket giiciine dayanmaktadir. Substrat ihracatin1 belirlemek igin, bu ABC
aileleri ATP hidrolizini kullanmaktadir. Antibiyotik tasiyicilari, antibiyotik doneminin
baskilarina yanit olarak heniiz gelismemistir (Saier and Paulsen 2001). Acinetobacter,
Acel ve AdeABC akis pompalariyda biyositlere ve aminoglikozitlere kars1 direncini
arttrmaktadir (Liu et al. 2018). AdeABC pompasinin in vivo olarak mikrobiyal
uygunlugu etkiledigi gosterilmis olsa da, bilinen akis pompalarinin yayginligi yalnizca
zararli Dbilesiklerin ortadan kaldirilmasiyla ilgilidir. Bu pompa, BM4587 susunda
intraperitoneal yoldan 8 saate kadar hem solunum sistemindeki hem de dalaktaki bakteri

yiiklerini azaltmaktadir (Yoon et al. 2016). Bu sistem Sekil 2.1°de verilmistir.



S:Substratlar

EP: Disa akis pompasi
MFP:Zar fiizyon proteini

OMP:Diss zar proteini | ; Aile
. 8 S OMP

AT Dis zar

A MFP Periplazmik
EP bosluk

5
Plazma
zarl

ATP ATP Sitosol
+Pi

SN AFS s s
SMR MFS MATE ABC tasiyicilar

Sekil 2.1 Coklu ila¢ akis pompalar1 (Y1lmaz and Ozcengiz 2017)

2.3.6 Das zar vezikiilleri

Dis zar vezikiilleri, tiim Gram negatif tiirler tarafindan tretilen, boyutlar1 10 ila 300 nm
arasinda degisen kiiresel partikiil vezikiillerdir (Roier et al. 2016). Bu kapsiillenmis
vezikiiller, sitoplazmik bilesenler, periplazmik proteinler ve OMP igermektedir
(Kulkarni and Jagannadham 2014, Roier et al. 2016). Daha 6nce hiicre zar1 geriliminin
bir sonucu olduguna inanilsa da, biyosentez yolunun kesin mekanizmasina ve spesifik
OMP’ler veya lipidlerle etkilesime ragmen vezikiil olusumunun dogal bir olay oldugu

son zamanlarda kesfedilmistir (McBroom and Kuehn 2007, Roier et al. 2016).

2.4 Acinetobacter baumannii’de Antibiyotik Direnci

Antibiyotige direngli A. baumannii izolatlarinin, 6zellikle de MDR suslarin ortaya
cikmasi, bulasici hastaliklarin tedavilerinin 6niinde 6nemli bir engel olusturmaktadir
(Shamsizadeh et al. 2017). A. baumannii, MDR ile sonuglanabilecek antimikrobiyal
diren¢ genlerini hizla edinemez. Fakat sefalosporinler ve kinolonlar gibi genis

spektrumlu antibiyotiklerin asir1 kullanimi bu siireci hizlandirmaktadir (Imperi et al.
2011).



Bunun yaninda A. baumannii’nin farkli antibiyotik siniflarina kars1 direng 6zellikleri
edinme konusunda oldukga yetenekli oldugu belirtilmektedir. Porinlerde oldugu gibi
genetik mutasyonlar, yeni gen edinimleri, mevcut genlerin diizenlenmis ekspresyonu
veya eksik genler gibi 6nemli faktorler muhtemelen bu soruna katkida bulunmaktadir

(Ghaima et al. 2015).

B-laktamaz tiretimi, porin kaybi, disa akis pompalarinin artan ekspresyonu, antibiyotik
modifiye edici enzimlerin varligi, hedef bolge mutasyonlari, ribozomal mutasyonlar
veya modifikasyonlar, metabolik bypas mekanizmalar1 ve LPS’de bir mutasyon
Acinetobacter spp.’nin Gram-negatif bakterilerinde MDR’nin kazanilmasina katkida

bulunan mekanizmalardan bazilaridir (Poirel et al. 2011).

A. baumannii enfeksiyonlari, B-laktamlarin karbapenem ve sulbaktam alt simniflarinin
yan1 sira aminoglikozitler, florokinolonlar, tetrasiklinler, glisilsiklinler ve polimiksinler
gibi diger siniflarin yardimiyla diizenli olarak tedavi edilmektedir (Nwabor et al. 2021).
Tedavide kullanilan antibiyotikler Sekil 2.2°de verilmistir.

‘ p-laktamlar ‘
Penisilinler Sefalosporinler Karbapenemler
Piperasilin Seftazidin Imipenem
Mezlosilin Seftriakson Meropenem
Tikarsilin Sefefim Doripenem
Ampisilin/siilbaktam
Piperasilin/tazobaktam
Ticarsilin/Klavulanik asit
‘ Aminoglikozitler | | Polimiksinler |
Gentamisin | ’ Tobramisin | ’ Amikasin | | Kolistin ‘ | Polimiksin B |
‘ Kombinasyon Tedavisi ‘ | Florokinolonlar |
Rifampin Imipenem Fosfomisin Siprofloksasin ‘ | Levofloksasin | | Gatifloksasin
Imipenem Kolistin Kolistin

Sekil 2.2 A. baumannii tedavisinde kullanilan antibiyotikler (Sehree et al. 2021)




Ucg farkli tipte antibiyotik diren¢ mekanizmasi tanimlanabilir. Bunlardan ilki membran
gecirgenligini azaltarak veya antibiyotigin hedefe ulasmasini 6nleyen antibiyotik akigini
artirarak diren¢ olusturulmasidir. ikincisinde, patojenler antimikrobiyalin hedefini
mutasyona ugramig gen veya translasyon sonrast modifikasyon yoluyla
koruyabilmektedir. Uciincii mekanizmada ise antibiyotikler hidroliz veya yapisal

degisiklikle dogrudan etkisiz hale getirilebilmektedir (Kyriakidis et al. 2021).

2.4.1 B-laktamlar

B-laktam antibiyotikler, bakterisidal aktiviteye sahip bir grup antibakteriyel madde
olarak tamimlanmaktadir. Bu antibiyotik smifi sefalosporinler, penisilinler,

karbapenemler ve monobaktamlar olmak tizere 4 kategoriye ayrilmaktadir (Sehree et al.

2021).

Tim bu antibiyotiklerin yapisi, d-alanil-d-alanin analogu olarak kabul edilen bir B-
laktam halkasini igermektedir. Penisilin baglayict proteinler buraya baglanir ve bdylece
DD transpeptidazlar ile kovalent baglar olusturarak mikroorganizmalarin hiicre zarinda
yer alan transpeptidasyonunu engeller. B-laktam antimikrobiyallere direng, hidroliz
yoluyla bir inhibitor etki, akista bir artig, akista bir azalma ve antibiyotik hedefinin
korunmasini iceren yukarida belirtilen tim mekanizmalar yoluyla da kazandirilabilir

(Kyriakidis et al. 2021).

Meropenem ve imipenem’i igeren karbapenemler, etkili bir genis spektrumlu antibiyotik
sinifidir. Diinya ¢apinda direngli vakalar tanimlanmasina ragmen karbapenemlerin uzun
stiredir Acinetobacter spp.’nin etken oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde gerekli oldugu
diistiniliyordu. Bu olay, sinirli antibakteriyel sus etkinligine sahip bazi B-laktam
antibiyotiklerin {iretimi {izerinde olumsuz bir etkiye sahipti (Tal-jasper et al. 2016).
Sonug olarak, minosiklin, tigesiklin ve polimiksinler gibi birka¢ B-laktam antibiyotik,
Acinetobacter spp.’e karsi hala etkili olrak tanimlanmaktadir (Doi et al. 2015).



2.4.2 Aminoglikozitler

Bu antibiyotikler, bakteriyel ribozomal 30S alt birimine ve 16S ribozomal RNA’nin
(16S rRNA) bir bolgesine tam olarak baglanmaktadir (Krause et al. 2016). Ek olarak,
protein sentezi, baz1 aminoglikozitler tarafindan baslangi¢c adimlarini engelleyerek veya
protraksiyonu dnleyerek etkilenebilir (Wilson 2014). Aminoglikozitlerin, vankomisin ve
metisiline direngli izolatlarin yan1 sira Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus
aureus’u da kapsayan bulasicit hastaliklar1 tedavi etmek igin miikemmel bir se¢im
oldugu diigiiniilmektedir. Buna ragmen Acinetobacter spp.’e karsi etkinliklerinin biraz
azaldig1 belirtilmektedir (Krause et al. 2016).

2.4.3 Tetrasiklinler ve glisinler

Tetrasiklinler sirasiyla 1-3. kusak tetrasiklin, doksisiklin ve tigesiklin’i igeren genis bir
gruptur (Rusu and Buta 2021). Bu antibiyotikler, 30S ribozomal iiniteye baglanarak
protein translasyonunu engellemek icin RNA yapisinda biiyiikk degisikliklere neden
olurlar (Nguyen et al. 2014, Chukwudi 2016). Minosiklin tirevleri (Tigesiklin), MDR
A. baumannii’ye karsi, Oncelikle oral olarak uygulanan, nadiren bulunan bir

antimikrobiyal ajandir (Ozger et al. 2019).

2.4.4 Polimiksinler

Kolistin ve polimiksin B, MDR A. baumannii enfeksiyonlari i¢in etkili olan katyonik
gruplara sahip polipeptit antimikrobiyallerdir (Olaitan et al. 2014). Polimiksinlerin
bakterisidal performansi, A. baumannii’de bir LPS yiikiine dayali etkilesime aracilik
etmektedir. Sonug olarak LPS yapisin1 degistirerek bakterinin dis zarinin biitlinliigiiniin
azalmasina neden olup sitoplazmik zar1 bozmaktadir (Poirel et al. 2011). Kapsiil
iiretimi, OMP ifadesinin degistirilmesi, lipopolisakarit bilesiminin degistirilmesi ve disa
akis sistemlerinin asir1 ifadesi, Gram negatif bakterilerin polimiksin direng

mekanizmalarindaki adimlardan bazilaridir (Mitchell and Leonard 2014).

10



2.45 Florokinolonlar

Florokinolonlar grubuna ait bazi antibiyotikler birinci kinolonlarin temel yapisinin
sentetik tiirevleridir (Gadgul et al. 2010). Bakteriyel hiicreler, florokinolonlar1 bakteri
hiicrelerindeki gézeneklerden girip DNA ile baglandiginda, DNA’nin parcalanmasi, ¢ift
sarmalli DNA’nin bozulmasi ve kromozomun par¢alanmasi gibi bazi kritik olaylarin

sonucu olarak 6liirler (Dahdouh, 2017).

Levofloksasin, pazufloksasin ve siprofloksasin hastanelerde yaygin olarak kullanilan
florokinolonlardir. Bununla birlikte, A. baumannii’nin florokinolonlara karsi direng
degisiklikleri son yillarda giderek daha ciddi hale gelmistir. A. baumannii’nin
florokinolonlara direnci, kinolon direncini belirleyen bolgelerdeki mutasyonlar, degisen
dis zar protein ekspresyonu ve ilag disa atim pompast asir1 ekspresyonundan

kaynaklanmaktadir (Sun et al. 2015).

2.4.6 Folik asit sentezi inhibitorleri

Folik asit sentezi, dihidrofolat yolunu engelleyen bakterisidal antibiyotik
trimetoprim/siilfametoksazol tarafindan inhibe edilir (Goldberg and Bishara 2012).
Trimetoprim/siilfametoksazol bakteriyel enfeksiyonlarin c¢ogunu iyilestirmek igin
kullanilan etkili bir antimikrobiyal ajan olarak kabul edilmektedir. Ancak bu tedavi,
geleneksel olarak A. baumanni”yi tedavi edecek bir antibiyotik olarak

tanimlanmamugstir (Karageorgopoulos and Falagas 2008).

2.4.7 Kombinasyon tedavileri

A. baumannii i¢in bagka bir tedavi yaklasimi da kombinasyon tedavisidir. Antibiyotik
direnci gelisimini azaltmak amaciyla sinerjik etkilere sahip antibiyotikler
kullanilmaktadir (Fishbain and Peleg 2010, Durante-Mangoni et al. 2014). Rifampin,
bakteriyel RNA polimerazin aktif bolgesine baglanabilen ve transkripsiyon baslangicini

Onleyebilen antibiyotiklerden biri olmasina ragmen, bu ilacin A. baumannii igin
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monoterapide olarak kullanilmasi onerilmemektedir (Viehman et al. 2014, Sehree et al.
2021). Bununla birlikte, rifampin kolistin, siilbaktam veya imipenem ile kombine
edildiginde sinerjistik etkiler agisindan A. baumannii’ye karsi umut verici sonuglar

alindig1 gosterilmistir (Pachon-Ibanez et al. 2010, Laishram et al. 2017).

Yapilan bir ¢alismada trimetoprim/siilfametoksazol’ii kolistin ile kombine ederken
benzer sonuglar bildirilmistir. Calismada karbapenem direngli A. baumannii’ler i¢in 24
saat i¢inde gergeklesen hizli oliim gosterilmistir (Nepka et al. 2016). Ek olarak,
fosfomisin ve siilbaktam ile kombinasyon halinde kolistin, karbapenem direngli suslara
veya yiiksek oranda ilaca direngli (XDR) A. baumannii’ye kars1 aditif veya sinerjistik
etkiler gostermistir (Leelasupasri et al. 2018). Patojenik bakterileri tedavi etmek igin
birden fazla ilacin kullanimina iliskin ortaya c¢ikan yararli sonuglara ragmen, klinik
arastirmacilarin antibakteriyel ajan kombinasyonunun belirli durumlar1 tedavi etme

yeteneklerini nasil etkiledigini netlestirmesi gerekmektedir (Kheshti et al. 2019).

2.5 A.baumannii’yi Tammlamak i¢in Geleneksel Yontemler

Biyokimyasal testlere ve mikroskobik gorsellestirmeye dayali yontemler gesitli tibbi
arastirma merkezlerinde rutin yontemler olarak kabul edilmistir. Ancak, bu siirecler
zaman alicidir ve tipik olarak birkag saatten birkac gline kadar stirmektedir (Martiny et
al. 2012). Ayrica bakteri tiirlerini kesin olarak ayirt edilebilecek gerekli morfolojik
ozelliklerden yoksundur. Bu nedenle, cins veya sus seviyesinde tanimlama igin
kiimelerin olusumuna izin veren mikroorganizmalarin metabolizmasina veya enzimatik
prosediirlerine bakmak i¢in ¢esitli teknikler gelistirilmistir (Romeua et al. 2010).
Tekrarlanan prosediirlerin ¢ogu zaman alict olarak smiflandirilirken, yar1 otomasyon
teknikleri 6nemli miktarda biyolojik malzeme gerektirmektedir. Bu kritik gereksinimler,

bakteri teshisi i¢in ger¢ek zorluklardir (Ravea et al. 2019).

Analitik Profil Indeksi (API) 20E giic iireyen, enterik olmayan ve Gram negatif basilleri
saptamak icin kullanilan birka¢ biyokimyasal testi birlestiren standartlastirilmis bir
sistemdir (Bagudo et al. 2020).
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Bu teknik, bakteri suslarini karsilastirmak ve makul 6l¢iide dogru bir sekilde belirlemek
icin klinik laboratuvarda kullanilmaktadir. Bununla birlikte, 44°C’de A. baumannii
bliyiimesini ayirt etmek i¢in biyokimyasal analizler gibi destekleyici teknikler
gerekmektedir (Sadiq and Sehlawi 2014). Bu sistem, A. baumannii’yi yaklasik %99
dogrulukla tanimlamak i¢in Gram negatif bakterilere yonelik BioMérieux karti ile
saglanmaktadir. Ilging bir sekilde, birka¢ yayinlanmis makale, bu teknigin ¢evreden

bakteri tiirlerinin tanimlanmasi i¢in kullanildigini bildirmistir (Ravea et al. 2019).

2.6 A. baumannii’nin Molekiiler Teshisi

2.6.1 16S rRNA geni

Bakteri ve arkea igeren tiim prokaryotik hiicreler, 30S ribozomal alt biriminin rRNA
molekiiliinii kodlayan 16S rRNA genini igerir. En biiyiik ribozom 508 alt birimi, iki alt
birimden olugmaktadir: 23S rRNA ve 5S rRNA (Fukuda et al. 2016).

16S rRNA geni, baz1 6nemli nedenlerden dolay1 bakteriyel enfeksiyonu ve taksonomiyi
tanimlamak i¢in kullanilabilecek en yaygin gen olarak kabul edilmektedir (Janda and
Abbott 2007). 11k sebep, genlerin yaklasik 1500 bp’lik goreceli kithigidir. Ikinci olarak,
16S rRNA gen dizisi, on bdlge (dolayisiyla korunmus bolge) iceren bakteri tiirlerinin
bliyiik cogunlugunda gozlenmistir. Korunmus bolgeler icin kullanilan bazi hazir
primerler bulunmaktadir. Son ilging nokta, halka acik gen veritabanlarindaki biiytik bir
gelismedir. Boylece taksonomik calismalarda bakteri tiirlerini tanimlamak ve

smiflandirmak i¢in 6nemli 6l¢iide kullanilan diziler gézlenmistir (Fukuda et al. 2016).

2.6.2 DblaOXA-51 geni

Bu gen ilk olarak Arjantin’de klinik bir A. baumannii izolatinda kromozom aracili bir
laktamaz olarak kesfedilmistir (Brown et al. 2005). Ek calismalar, OXA-51 enzim
grubunun ¢ok sayida tiyesinin varligini ortaya ¢ikarmistir (Evans and Amyes 2014). A.

baumannii, dogal olarak olusan ve bu tiire 6zgii bir karbapenemaz genine (blaOXA-51-
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like) sahiptir. Dolayisiyla bu gen, organizmalarin tiir diizeyinde tanimlanmasi igin
onemli bir genetik belirte¢ olarak ortaya ¢ikmaktadir (Ramirez et al. 2020). OXA-51
enzimi tlizerine yapilan arastirmaya gore, blaOXA-51 benzeri genler, A. baumannii
kromozomuna Ozgldiir. Bu nedenle Acinetobacter izolatlarindan A. baumannii’yi
tanimlamak i¢in blaOXA-51 benzeri genler bir belirteg olarak kullanilmaktadir (Merkier
and Centrén 2006, Turton et al. 2006).

Ote yandan A. baumannii olmayan iic Acinetobacter izolati, geni A. baumannii’den
tiretilmis bir plazmitten almis olabilecek plazmit aracili blaOXA-51 benzeri genler
nedeniyle yanlis tamimlanmistir (Lee et al. 2012). Birkag blaOXA-51 benzeri genin,
dogru yonlendirildiginde ekspresyonu iyilestiren ve tek basina veya diger
mekanizmalarin ekspresyonu ile birlikte karbapenemlere karsi morfolojik dirence yol
acabilen ISAbAL ile iliskili oldugu kesfedildi (Ramirez et al. 2020). Bununla birlikte,
ekspresyon derecesi, OXA-51 enziminin karbapenem duyarliligini azaltmasinin tek yolu
olmayabilir. OXA-51’¢ kiyasla bir veya daha fazla amino asit ikamesine sahip
varyantlar, gelismis hidrolitik aktiviteye sahiptir (Mitchell and Leonard 2014, June et al.
2016).

2.6.3 tetgenleri

Simdiye kadar en az 40 farkli tetrasiklin direng geni (tet) tanimlanmistir (Roberts 2005).
Tetrasiklin direnci, farmasotik aktif akis, ribozomal savunma veya enzimatik ilag
degisikliginde yer alan tet genleri tarafindan kontrol edilmektedir. tetA, tetB, tetD, tetE
ve tetG genleri Gram negatif bakterilerde kesfedilenler arasindadir. tetK, tetL, tetM, tetO
ve tetS ise oncelikle gram pozitif bakterilerde bulunmaktadir (Hedayatianfard et al.
2014). A. baumanni’nin klinik izolatlari, ana tasiyici kolaylastirici siiper ailesinden
birkag tet akis pompasi elde ederek tetrasiklin direncine neden olmustur (Mak et al.
2009). Tetrasiklin direnci en yaygin olarak tetA ve tetB tarafindan verilmistir. tetA akisi
minosikline veya doksisikline degil tetrasikline diren¢ vermektedir. tetB ise tetrasikline
ve minosikline diren¢ verirken tigesikline vermez (Nguyen et al. 2014). Ek olarak,
tetA’nin A.baumannii’de tigesiklin direnci i¢in ana mekanizma olarak gérev yapan, akis

pompalarinin RND siiper ailesinin AdeABC ve AdelJK fiiyeleri ile simbiyotik olarak
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etkilesime girdigi kesfedilmistir. Tetrasikline direngli A. baumannii izolatlari en az %50
tetB ve %14-46 tetA genleri igermektedir (Foong et al. 2020). Bu 6zelliklerin gogunun

genetik kokleri hala tantmlanamamistir (Agerse and Petersen 2007).

2.6.4 qnr geni

A. baumannii’nin neden oldugu bulasici hastaliklari tedavi etmek igin siklikla kinolonlar
olarak bilinen bir grup antimikrobiyal madde kullanilmaktadir. Pentapeptit tekrar
ailesinden 218 amino asitlik bir gnrA proteinini kodlayan gnrA geni, topoizomeraz Il ve
IV’ii kinolon inhibisyonundan korumaya yardimci olur (Al-Rafyai et al. 2021). Plazmid
aracili kinolon direnci mekanizmasi nedeniyle florokinolon direnci disiiktir. Plazmid
kinolon diren¢ genlerinin tanimlanmasimin ardindan plazmitler veya bakteri

kromozomlari iizerinde ¢ok sayida qnr aleli tanimlanmustir (Salah et al. 2019).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

Ekim-Aralik 2023 tarihleri arasinda, Erbil Sehrindeki Hawler Egitim Hastanesi Genel
Cerrahi Acil Yonetim Merkezi ve Norosirurji Boliimii’ndeki 1-60 yas araligindaki erkek
ve kadin hastalardan 150 numune toplandi. Toplanan 6rnekler balgam, yanik, kan, beyin
omurilik sivist (BOS) ve idrar gibi farkli kaynaklardan alindi. Yaniklardan ve
yaralardan alinan siiriintiiler, enfeksiyon alanlarindan dikkatli bir sekilde ¢ikarildi ve
kiiltiir i¢in kullanilabilmeleri amaciyla aktarilmadan 6nce ornekleri nemli tutmak i¢in
komiirli Amies tiiplere yerlestirildi. Balgam ve idrar ornekleri agzi sikica kapatilmis
steril kaplara alindi. Yetistirme prosediirii i¢in ek bilgileri kaydetmek {izere laboratuvara
gotiiriilmeden Once tiim Orneklere etiketler verildi. Hastane yonetiminin ve hastalarin

onayina istinaden bu 6rnekler alindi.

Arastirmada kullanilan alet ve ekipman bilgileri Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 Alet ve ekipman bilgileri

No Alet-Ekipman Adi Imalatqi Bilgileri

1 Otoklav Gallenkamp (Ingiltere)
2 Sogutmali santrifiij Hettich (Almanya)

3 Inkubatér Gallenkamp (Ingiltere)
4 Dijital kamera Sony (Japonya)

5 Elektroforez Biorad (Japonya)

6 Isitmali manyetik karistirict Labcco (Almanya)

7 Laminar kabin Gallenkamp (Ingiltere)
8 Nanodrop spektrofotometre Analytikjena (Almanya)
9 Termal dongiileyici Biometra (Almanya)
10 UV-transilluminator Quantum (Fransa)
11 Vorteks karistirict Griffin (Almanya)
12 VITEK®2 sistemi Biomeriux (Fransa)

Kullanilan besiyerleri Cizelge 3.2’de verilmistir.
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Cizelge 3.2 Kullanilan besiyerleri

No Materyal Imalatc1 Firma Ulke
1 |Kanl agar LabM Birlesik Krallik
2 | Beyin kalp broth Himedia Hindistan
3 |HiCrome agar Himedia Hindistan
4 | Kligler iron agar Biorex Birlesik Krallik
5 |Kovacs ayiraci BioMerieuex Fransa
6 | MacConkey agar LabM Birlesik Krallik
7 | Mueller- Hinton agar LabM Birlesik Krallik
8 [Nutrient agar LabM Birlesik Krallik
9 | Nutrient broth LabM Birlesik Krallik
10 |Simmon citrate agar LabM Birlesik Krallik
11 | Tryptic soy broth Fluka Birlesik Devletler

Arastirmada kullanilan kimyasallara ait bilgiler Cizelge 3.3’te verilmistir.

Cizelge 3.3 Kimyasallara ait bilgiler

No Kimyasal Adi Illgi?lrfgl Ulke
1 Etanol CHEM-Lab Belcika
2 Agaroz Condalab Birlesik Devletler
3 Di-potasyium hidrojen Lab. Research Hindistan
4 Red safe soliisyon Intron Kore
5 6X yiikleme boyasi Intron Kore
6 PCR premiksi Intron Kore
7 Gliserol (%20) BDH Birlesik Krallik
8 Tuzlu su PSI Suudi Arabistan
9 Fosfat buffer soliizyonu (pH 7,2) HIMEDIA Hindistan
10 NaCl SDFCL Hindistan
11 | NaOH Scharlau [Spanya
12 | TBE buffer(10x) Intron Kore
13 | Tris borat EDTA BDH Birlesik Krallik
14 Trisodyum sitrat GCC Hindistan
15 | ZR Fungal/Yeast/Bacterial DNA MiniPrep ZYMO Birlesik Devletler
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Bakteri tanimlamada API 20E (BioMerieux, Fransa), antibiyotik direncinin tespitinde
VITEK®2 (BioMerieux, Fransa) kullanildi. Direng belirlenmesinde kullanilan
antibiyotiklere ait bilgiler Cizelge 3.4’te verilmistir.

Cizelge 3.4 Antibiyotik direnci ¢aligmasinda kullanilan malzemeler

No Antibiotik Konsantrasyon Firma
(ng/L)

1 | Amikasin 30 BioMerieux, France
2 | Ampicillin/siilbaktam 10/10 mg BioMerieux, France
3 Gentamisin 10 BioMerieux, France
4 Levofloksasin 5 BioMerieux, France
S | Piperasilin 100 BioMerieux, France
6 | Piperasilin/ Tazobaktam 100 BioMerieux, France
7 | Rifampin 5 BioMerieux, France
8 | Seftazidim 30 BioMerieux, France
9 | Siprofloksasin 5 BioMerieux, France
10 | Tetrasiklin 30 BioMerieux, France
11 | Tigesiklin 30 BioMerieux, France
12 Trimetoprim/sﬁlfametoksazol 1,25/23,75 BioMerieux, France

DNA ekstraksiyonunda ZR Fungal/Bacterial/Yeast DNA MiniPrep™ (ZYMO, Birlesik
Devletler) kullanildi. PCR’da kullanilan primerler Cizelge 3.5’te verilmistir.

Cizelge 3.5 Konvansiyonel PCR primerleri

Gen Primer Sekans (5°- 3?) Amplikon size Kaynak
F TTGTACACACCGCCCGTC
16S rRNA 1250 Khalil et al. 2014
R TTCGCCTTTCCCTCACGGTA ( )
F TAATGCTTTGATCGGCCTTG
blaOXA-51 R TGGATTGCAACTTICATCTTGG 353 (Hou and Yang 2015)
totA F GCTACATCCTGCTTGCCTTC 210 (Salvador-Membreve
R CATAGATCGCCGTGAAGAGG and Rivera 2021)
F CCTTATCATGCCAGTCTTGC (Abdi-Hachesoo et
tetB 206
R ACTGCCGTTTTTTCGCC al. 2014)
F ATTTCTCACGCCAGGATTTG
gnr 516 (Gay et al. 2006)
R GATCGGCAAAGGTTAGGTCA
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3.2 Sterilizasyon

Ortam ve soliisyonlart sterilize etmek ve 1sitmanin etkilemedigi nemi uzaklastirmak i¢in
121°C’de 15 dk siireyle 15 bar/in? basing altinda otoklav ekipmani kullanildi (Atlas et
al. 1995).

3.3 Besi Yerlerinin Hazirlanmasi

3.3.1 HiCrome agar

Bu besiyeri, MDR Acinetobacter spp.’yi saptamak i¢in tretici firma talimatlatina gére
hazirlandi1 (Gordon and Wareham 2009).

3.3.2 Kanh agar

Kanli agar tiretici firmanin talimatlarina gore hazirlandi. Ortam daha sonra 121°C’de 15
pound/ing? basing altinda 15 dakika otoklavda inkiibe edildi. Daha sonra 50°C’ye
sogutuldu. Ardindan her 95 ml ortam i¢in uygun kosullar altinda alinan 5 ml steril insan
kani ilave edildi. Daha sonra steril petri kaplarina yerlestirilmek {izere homojen olmasi
igin iyice karistirildi. Son olarak A. baumannii izolasyonunda ve hemolizin iireten
izolatlarin tanimlanmasinda kullanilmak {izere 37°C’ye sogutulup ve oda sicakliginda

katilagmaya birakild1 (Harley and Prescott 2002).

3.3.3 Ure agar

Filtreyle sterilize edilmis {ire soliisyonu, 2 g iirenin 5 ml distile i¢inde ¢Oziilmesiyle
hazirlandi. Daha sonra steril cam tiiplere dokiilmek iizere 95 ml lire agar bazina aseptik
olarak eklendi. Son olarak 37°C’ye kadar sogutulmus ve {iireaz ireten izolatlarin
tanimlanmasinda kullanilmak {izere oda sicaklifinda slant formda katilasmaya

birakilmistir (Farhan et al. 2019).
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3.3.4 Ayrraglarin hazirlanmasi

Katalaz ayiract hazirlanmasi1 9 ml distile suya 1 ml %30 H20; eklenerek gerceklestirildi.
Konsantre ¢ozeltinin %3’iinii elde etmek i¢in, daha sonra kullanilana kadar bir amber

kapta sakland1 (Harley and Prescott 2002).

Oksidaz aymract i¢in 0,1 g N-N-N-N-tetrametil parafernal diamin dihidrokloriir
soliisyonu 10 ml distile su i¢inde ¢ozdiiriildii. Izolatlarmn bir oksidaz enzimi iiretme

yetenegini incelemek igin kullanildi (Maza et al. 2004).

Kovac’s ayiracini hazirlamak igin, 10 g P-dimetil amino benzaldehit 150 ml izoamil
alkol i¢inde ¢oziilerek 50 ml konsantre HCI ile kademeli olarak karistirildi. Daha sonra
buzdolabinda saklanarak indol iiretiminin tespiti i¢in kullanilmadan once hafifge

calkaland1 (Dasgupta et al. 2015).

Metil kirmizis1 ayiract hazirlamak i¢in 0,1 g metil kirmizis1 300 ml etanol iginde
¢oziildii. Ardindan 200 ml distile su ilave edildi. Bu reaktif, bakteriyel glikoz
fermantasyonunu tespit etmek i¢in kullanildi (Dasgupta et al. 2015).

Voges-Proskauer (VP) 1 numarali ayiract %40’lik KOH soliisyonudur. Bunu
hazirlamak i¢in 40 g KOH 100 ml’ye tamamlanan distile su i¢inde ¢6zdiiriildii. Voges-
Proskauer (VP) 2 numarali ayiract ise 5 g oa-naftoliin 100 ml saf etanol icinde
¢oziilmesiyle hazirlandi. Bu c¢oOzeltiler, bakterilerin aseton olusturma yetenegini

belirlemek i¢in kullanildi (Noskin et al. 1996).

3.3.5 Tampon cozeltilerin hazirlanmasi

NaCl ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 2,9 g NaCl 100 ml distile su i¢inde ¢ozdiiriildii (Thottoli
and Unni 2013).
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Fosfat tamponu i¢in 4 ml KoHPO4 (0,2 mol/L), 16 ml KH2PO4 (0,2 mol/L) ve 50 ml
NaCl (0,5 mol/L) iizerine 30 ml distile su eklenerek 50 ml’ye tamamlandi.

Trisodyum sitratin %1°lik soliisyonunu hazirlamak i¢in 1 g NazCeHsO7. 2H,O 10 ml
distile su ile ¢6zdiiriip 100 ml’ye tamamlandi (Thottoli and Unni 2013).

Triborik EDTA stok soliisyonu i¢in 27 g Tris (hidroksimetil) amino-metan, 14 g borik
asit ve 1,8 g EDTA 500 ml distile su i¢inde ¢ozdiiriildii. Bu stok soliisyondan 50 ml
almip distile su ile 500 ml’ye tamamlanarak tris borat EDTA c¢alisma soliisyonu

hazirlandi.

3.4 Acinetobacter baumannii’nin izolasyonu ve Tanimlanmasi

Acinetobacter spp. HiCrome segici besiyeri kullanilarak tanimland: (Ghaima et al.
2015). izolatlara Gram boyama ve biyokimyasal testler (katalaz, oksidaz, sitrat kullanim
testi, Kligler’in demir ortaminda tepki) uygulandi; 44°C’de tamamlayici biiyiime ve API
20E kiti (Hassan and Khider 2019) ile dogrulandi.

Ayrica bakteri izolatlarini tanimlamak i¢in VITEK® 2 tanimlama sistemi lreticinin
onerileri dogrultusunda, ID-GNB Kkartlar1 ile kullanildi (Bagudo et al. 2020). Klinik
Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii’'ne (CLSI) gore Acinetobacter baumannii ATCC

19606 referans sus olarak kullanildi.

3.4.1 Morfolojik tan

Koloni sekli, dokusu, pigmenti ve marjlari dahil olmak {izere besi yerindeki kolonilerin
morfolojik ozelliklerine dayanarak, mikrobiyal izolatlar tanimlandi. HiCrome,
MacConkey ve kanli agarlarin tiimii, ayirici tan1 amaciyla kullanildi (Ghaima et al.
2015).
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3.4.2 Mikroskopik tam

Tim A. baumannii izolatlari, Gram boyamanin ardindan immersiyon yagi kullanilarak
151k mikroskobunda incelendi. Bakteri hiicrelerinin boyut ve renkleri degerlendirildi

(Ahmad and Mohammad 2020).

3.4.3 Laktoz fermentasyonu

Gram negatif bakteri tiirlerinin laktoz fermantasyonu i¢in MacConkey agar {izerine
inokulasyon yapild:. Inkiibatdrde 24 saat 37°C’de bekletildikten sonra renk degisimine
bakildi. Besi yerinin rengi notr ortamda kirmiz1 asidikte pembe ve alkalide ise sariya
donmektedir. Laktoz fermantasyonunda asit olusumu nedeniyle pembe kolonilerin

ortaya ¢ikmasina neden olur.

3.4.4 44°C’de iireme

Bu test, A. baumannii’nin ayni sicaklikta iiremeyen diger Acinetobacter spp.’den ayirt
edilmesi icin kullanildi. Tiim izolatlar, Nutrient agar besiyerinde siirme yontemi ile
incelendi ve ardindan 44°C’de 24 saat inkiibe edilerek bakterilerin bu sicaklikta agar

tizerinde iireme kabiliyeti incelendi.

3.5 API 20E

API 20E gii¢ iireyen, enterik olmayan ve Gram negatif basilleri tanimlamak i¢in ¢ok
sayida biyokimyasal testi entegre eden standart bir sistemdir (Bagudo et al. 2020).
Prosediir, kuyucuklarin 24 saat siireyle 0,5 McFarland bakteri siispansiyonu ile inokiile

edilmesi ve ardindan 24 saat siireyle 37°C’de inkiibe edilmesiyle gerceklestirildi.

Ardindan reaktifler VP1, VP2, TDA ve indol kullanilarak test tamamland1 (Ghaima et

al. 2015). Bunu takiben, test sonuglarmin degerlendirilmesiyle bir kod numarasi
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(0204042) olustu. Bu say1 test programinda degerlendirildi. API 20E, geleneksel
testlerle karsilastirildiginda %92 dogruluk ortaya koydu.

3.6 VITEK®2 Sistemi

VITEK® 2, sistem tanimlama kart1 kullanilarak izole edilen siispansiyon halindeki Gram
negatif bakterilerin soliisyonlarda ve besiyerinde biyokimyasal yol o6zelliklerine gore
tanimlamaya yoOnelik otomatik bir cihazdir (Bagudo et al. 2020). Gram negatif ¢ubuklar
icin hem se¢ici hem de diferansiyel MacConkey agar besiyeri bakteriyel izolatlari
astlamak i¢in kullanildi ve daha sonra 24 saat 37°C’de inkiibe edildi (Ghaima et al.
2015, Avyarlar et al. 2020). Numuneler, spektrumda optik yogunluga (0,55 ila 0,63)
sahip homojen bir askida tutma ¢ozeltisine tek bir izolat biiylimesinin daldirilmasi ve bir
DensiCHEKTM VITEK® 2 Kaliper ile 6lciildii (Ravea et al. 2019, Sehree et al. 2021).
VITEK® 2 sistemi, A. baumannii’yi yaklasitk %99 giivenilirlikle tanimlayan bir
BioM¢érieux Gram negatif kart iceriyordu (Abdullah and Tarig 2019).

3.7 Antibiyotik Duyarhhk Calismasi

A. baumannii’nin duyarlilik profilini incelemek i¢in, amikasin, ampisilin/siilbaktam,
gentamisin, levofloksasin, piperasilin, piperasilin/tazobaktam, rifampin, seftazidim,
siprofloksasin, tetrasiklin, tigesiklin ve trimetoprim/siilfametoksazol olmak iizere 12
antibiyotik kullanildi. 32 izolattan olusan bir A. baumannii siispansiyonu ile iiretilen
ATCC 19606°den 1-2 farkli koloni secilerek 1,5 x 108 CFU/ml’ye esit olan 0,5
McFarland bulanikliginda siispansiyon hazirlandi. Bakteriyel siispansiyonun bir kismi
dikkatli bir sekilde aktarildi ve steril pamuk kullanilarak Muller Hinton agar besiyerine
esit sekilde dagitildi. Antimikrobiyal diskler iizerine yerlestirildi ve agar ile temasi
saglamak icin steril masa ile sikica bastirildi. Daha sonra petriler ters cevrilerek gece
boyunca 37°C’de inkiibe edildi. Disklerle ilgili olusturulan inhibisyon bdlgeleri, CLSI

2021 uyarinca bir metrik cetvel kullanilarak mm cinsinden 6lgiildii (Ek 3).
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A. baumannii izolatlarinin fenotipleri MDR, XDR ve tiim antimikrobiyal
kategorilerdeki tiim ajanlara direngli (PDR) olarak degerlendirildi (Tafreshi et al. 2019).

3.8 Molekiiler Analizler

3.8.1 DNA ekstraksiyonu

DNA parcalama tamponuna B-merkaptoetanol kullanilarak pozitif kontrol olarak ATCC
19606 kullanilan bir referans sus ile 31 A. baumannii izolatindan genomik DNA
ekstrakte edildi. Bu prosediiriin adimlar1 ZR Fungal/Yeast/Bacterial DNA MiniPrep
kilavuzunda verildigi gibi yapildi.

3.8.2 DNA konsantrasyonu ve safliginin hesaplanmasi

izole edilmis DNA’nmn konsantrasyonu, bir nanodrop spektrofotometre kullanilarak
belirlendi. Cihaz1 kalibre etmek icin bos ¢ozelti olarak 4 pL miktarinda bir eliisyon
tamponu kullanildi. Bundan sonra, bir nanodamlaya 4 nLL. DNA yerlestirildi. Ardindan
DNA safligin1 degerlendirmek icin 260 ve 280 nm’de optik yogunluk absorpsiyonlari
kullanilarak numune konsantrasyonu hesaplandi (ng/L) (Sambrook and Russell 2001).
260 nm’deki optik yogunluk degerinin 280’dekine boliinmesiyle elde edilen sonucun ~
1,8 ¢ikmast DNA saflig1 i¢in standart olarak kabul edilmektedir (Raso and Biassoni
2020).

3.8.3 Primerlerin hazirlanmasi

16S rRNA primeri hazirlamak i¢in liyofilize 100 pmol/puL F primere 320 pL ddH20 ve
liyofilize 100 pmol/ uL R primere 300 pL. ddH2O ilave edildi. Ardindan her primerden
100 uM stok g¢ozeltiler iiretmek i¢in karanlik alanda oda sicakliginda 10 dk beklendi.
Her bir primerin stok soliisyonundan 10 pL karistirildi ve ddH20’dan 180 pL eklenerek
hacmi 200 pL’ye tamamlandi. Boylece 10 umol primer konsantrasyonunda galisma
stogu olarak elde edildi. Her iki ¢6zelti de -20°C’de dondurucuda saklandi.
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Yiz pmol/puL’lik blaOXA-51, tetA, tetB ve gnrA primerlerinden 10 uM’lik stok
hazirlamak i¢in kilavuzunda belirtilen miktarda molekiiler saflikta su ilave edilerek
karanlikta oda sicakliginda 10 dk beklendi. Ardindan 10 pL’lik her bir stok 90 uL

niikleazsiz su ile karistirildi ve kullanilana kadar -20°C’de dondurucuda saklandi.

Hazir PCR premiksi Maxime PCR PreMix kit (iTaq) kullanildi. PCR reaksiyonu i¢in

kullanilan malzeme ve miktarlar1 Cizelge 3.6’da verilmistir.

Cizelge 3.6 PCR reaksiyonunda kullanilan kimyasallar ve miktarlar

Materyal Hacim (uL)
Maxime PCR [ i-Taq DNA Polimeraz 5U/ul
PreMix kit (iTaq) DNTPs 2,5mM
Reaksiyon tamponu (10X) 1X
Jel yiikleme tamponu 1X
PCR reaksiyonu Tagq PCR PreMix 5
DNA templates (50 ng/uL) 1,5
Forward primer (10 pM) 1
Reverse primer (10 pM) 1
Niikleaz free distile su 16,5
Toplam 25

Uygun bir termal dongiilenmesinin saglanmasi igin denemeler yapildi. Bunun

sonucunda 16S rRNA i¢in Cizelge 3.7’de verilen program uygulandi.

Cizelge 3.7 16S rRNA PCR reaksiyonunda kullanilan termal dongii programi

Asama Adimlar Sicaklik (°C) Zaman Dongii

1 Ik denatiirasyon 94 3dk 1
I DNA denatilirasyonu 94 45s

2 1 Primer baglanmasi 63 45s 35
i Uzama 72 1dk

3 Son uzatma 72 7 dk 1

Diger genlerin PCR reaksiyonlarinda primer baglanmast i¢in gerekli sicakliklar

blaOXA-51 igin 57°C; tetA igin 55°C; tetB i¢in 61°C; gnrA i¢in 53°C idi.
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3.8.4 Jel elektroforezin hazirlanmasi

Once %2’lik agaroz jel hazirlandi. Bunun igin 100 mL 0,5x TBE tamponu icine 1,5 g
agaroz ilave edildi. Cozelti, tamamen ¢Oziinmesi i¢in bir mikrodalga 1siticiya konularak
kaynama derecesine ulagsmak icin yavasga 1sitildi. Ardindan karisim 45-50°C’°de
sogumaya birakildi. Agaroz jellerde niikleik asidi saptamak i¢in geleneksel etidyum
bromiir (EtBr) lekesi yerine bir niikleik asit boyama soliisyonu (20000x) kullanildi.
Elektroforez tepsisinin kenarlar1 tamamen kapatildi, ardindan tepsiye uygun bir tarak
yerlestirildi. Agaroz yavas yavas tepsiye dokiildii. Agaroz, kat1 ve daha tutarli olmasi
icin oda sicakliginda 15-30 dk bekletildi. Tepsinin plastik contast ¢ikarilarak tepsi
elektroforez tankina yerlestirildi ve ardindan tarak ¢ikarildi. Elektroforez tanki TBE
tamponu ile dolduruldu ve jel bu tamponun altina yerlestirildi. Her numuneden 3 uL’lik
hacim kuyucuklara yiiklenen 3 uL tampon boya ile iyice karistirildi. PCR {irlinliniin
boyutuna gore Ladder (3ul) i¢in ilk veya son kuyu kullanildi. Hem katot hem de anot
elektrotlari, {initenin kenarlarma ayr1 ayr1 baglandi. Jel, 5 volt/cm?’de 1,5 saat siireyle

calistirild1 ve jelin goriintiileri, bir UV transilliiminator araciligiyla ¢ekildi.

3.9 istatistik Analiz

Veriler Statistical Package for Social Sciences (SPSS) program versiyon 18 (SPSS, Inc.,
Chicago, IL) kullanilarak analiz edilerek P degeri hesaplandi ve p< 0,05 anlamli fark
olarak kabul edildi. Elde edilen yiizdeler arasindaki anlamlilig1 6l¢mek i¢in Ki-kare testi
ve Fisher kesin olasilig1 (F.E.P) (Bryman and Cramer 2012) kullanildz.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Tlzolasyon Bulgular

Tim ornekler ICU servisinde yatan 1-60 yas aras1 erkek ve kadin hastalardan toplandi.
Toplanan toplam 150 drnekten 29’unda iireme olmadi. Ureme olan 121 6rnege Gram
boyama yapildi. Izolatlarm 27’si Gram pozitif ve 93 Gram negatifti. Gram negatif
izolatlar, HiCrome agar ve geleneksel biyokimyasal testler kullanilarak cins ve tiirlerin
belirlendigi MacConkey agarda pasajlandi. API 20E ve VITEK®2 sistemleri ile yapilan
caligmalar sonunda Gram negatif bakterilerin 31’inin (%33,33) A. baumannii oldugu
tespit edildi. Ureyen diger Gram negatif bakterilerin tiir ve sayilar1 Cizelge 4.1°de

verilmigtir.

Cizelge 4.1 Gram negatif izolatlarda tiir ve dagilim

Bakteri Tiirii Izolat Sayisi Dagilim (%)
Pseudomonas aeruginosa 34 36,55
Acinetobacter baumannii 31 33,33
Escherichia coli 12 12,9
Burkholderia cepacia 7 7,52
Klebsiellea pneumonia 5 5,37
Enterobacter faecalis 3 3,22
Proteus mirabilis 1 1,00
Total 93 100

Genel olarak, A. baumannii izolatlart hem kanli hem de MacConkey agarda morfolojik
olarak ayirt edildi. Kanli agarda beyazdan griye kadar degisen renklerde, kiiclik ve
disbiikey ve non-hemolitik koloniler seklinde goriildii. MacConkey besiyerinde ise
laktozu fermente etmedikleri i¢in 2-3 mm ¢apinda, diizgiin kiiresel sekilli uguk sar1

renkli koloniler olarak gelistiler (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1 A. baumannii kolonileri (A): Kanli Agar, (B): MacConkey Agar

Ayrica A. baumannii HiCrome agar besiyeri kullanilarak 37°C’de 24-48 saat i¢inde
dogru ve hizli bir sekilde izole edilmistir. Tiim izolatlar, halelerle g¢evrili agik mor
koloniler gelistirdi. A.baumannii izolatlan ATCC 19606 standart izolat1 ile
karsilastirildi ve karsilastirma orani Sekil 4.2°de gosterildigi gibi %100 idi.

iZOLAT ATTC 19906

Sekil 4.2 HiCrome agardaki A. baumannii izolat1 ve ATTC19906 susu tiremesi

Bir 151k mikroskobuyla incelenen Gram boyali izolatlarda Sekil 4.3’te gosterildigi gibi
tek veya cift diplokok olarak diizenlenmis Gram negatif polimorfik kokobasil koloniler

tespit edildi.
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Sekil 4.3 A. baumannii’lerin 151k mikroskobundaki goriintiisii

4.2 Biyokimyasal Test Bulgulari

Oksidaz ve katalaz testleri A. baumannii nin tanimlanmasinin ilk asamasinda uygulandi.

Sonug her ikisi i¢in de negatifti.

Geleneksel biyokimyasal testler, A. baumannii’yi saptamada hala yetersiz kaldig1 i¢in
(Ghaima et al. 2015) diger tiirlerden ayirmak ve daha kesin bulgular elde etmek i¢in
API 20E ve VITEK®2 sistemleri kullanildi.

API 20E diger geleneksel yontemlerin aksine, A. baumannii’yi kesin olarak tanimlamak
ve daha hassas sonuglar bulmak i¢in yararlanilmigtir. Sonugta API 20E indeksindeki A.
baumannii referans koduyla karsilastirma yapildi (EK 1). Mevcut ¢alismada sonuglar
APl 20E sistemi kullanilarak dogrulanmistir. Elde edilen sonuglar diger calisma

sonuglariyla uyumluydu (Bagudo et al. 2020).

A. baumannii izolatlarinin kimligini dogrulamak i¢in, Ek 2’de belirtildigi gibi
VITEK®2 tanimlama sistemi testleri yapilmistir. Bu ¢alismada kullanilan VITEK®2
yontemine gore, izolatlarin 31’inin (%33,33) gram-negatif bakteri A. baumannii’ye ait
oldugu kabul edildi ve ilging bir kesinlik oran1 (%99) gosterildi (Sehree et al. 2021).
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Otur bir izolattan sadece 20’si DNA ekstraksiyonuna tabi tutulmus ve A. baumannii
bandinin tespiti i¢in Nanodrop spektrofotometre ile jel elektroforezi kullanilarak
saflagtirmaya gidilmistir. Sonuglar standart A. baumannii ATCC 19606 susu ile
karsilastirilmistir (Sekil 4.5).

4.3 Klinik Bulgular

A. baumannii’nin prevalansi yaniklarda %51,6; yaralarda %29,0 ve balgamda %19,3
olarak bulundu. Serebrospinal sivi, kan ve idrarda bu etkene rastlanmadi. Sonuglar

Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2 A. baumannii izole edilen vakalar

izolat Kaynag Izolat Sayisi (%)
Yanik 16 51,6
Yara 9 29,1
Balgam 6 19,3

Mevcut bulgular, Irak’ta yiiriitillen ve yaniklarda tespit edilen A. baumannii’nin en
yuksek yiizdesinin yaniklarda %36,6; yaralarda %34,1 ve balgamda %14,6 oldugunu
bulan bir bagka ¢alismayla uyumluydu (Sehree et al. 2021).

Hem biyotik hem de abiyotik yiizeylerde giiglii bir sekilde hayatta kalma yetenegine
sahip olan A. baumannii’nin diger klinik kaynaklara gore yanik ve yaralarda daha
yiiksek bulunma nedenlerinden birinin yanik ve yaralarin hastane ortaminda
kontaminasyona karsi hassasiyetleri oldugu degerlendirilmektedir (Maslova et al.
2021).

Izolatlarin yasa goére dagilimi Cizelge 4.3’te verilmistir. Buna gére 13 vaka ile en
yiiksek sayida izolasyon 23-32 yas araligindadir. Bunu sirasiyla 6’sar vaka ile 13-22 ve
33-40, 3’er vaka ile de 1-12 ve 41-60 yas aralig1 takip etmistir.
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Cizelge 4.3 Izolatlarin yas gruplar ve vaka tiiriine gore dagilimi

Yas Vaka tiirii Toplam
gruplari Yanik | Yara | Balgam
1-12 3 0 0 3
13-22 2 2 2 6
23-32 6 4 3 13
33-40 2 3 1 6
41-60 3 0 0 3
Toplam 16 9 6 31

Izolatlarm 16’s1 erkeklerden 15’i ise kadinlardan alman &rneklere aitti. Sonugta
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. Kadin ve erkek izolatlarindaki vaka

dagilimlar Cizelge 4.4’te verilmistir.

Cizelge 4.4 Vakalara gore kadin ve erkek hastalarda izolat dagilim1

Cinsiyet Vaka tiirii Toplam
Yanik | Yara | Balgam

Erkek 8 3 5 16

Kadin 8 6 1 15

Toplam 16 9 6 31

4.4  Antibiyotik Duyarhh Bulgular:

A. baumannii izolatlarin kullanilan antibiyotiklerin ¢oguna karsi direngli oldugu
goriildi. Bununla birlikte, izolatlarin higbiri polimiksin B’ye karsi direng gostermedi.
Ote yandan izolatlarda %100 ile en fazla diren¢ rifampine karsiydr. Diger
antibiyotiklere karsi diren¢ oranlar1 yiiksekten alcaga dogru sirasiyla %93,7 ile
piperasilin ve seftazidim, %90,3 ile tetrasiklin, %87,1 ile tigesiklin, amikasin,
levofloksasin, gentamisin ve Kklaritromisin, %83,9 ile piperasilin/tazobaktam, %77,4 ile
ampisilin/stilbaktam ve trimetoprim/siilfametoksazol, %74,2 ile meropenem ve

imipenem seklindeydi.

Izolatlardaki duyarlihigmn en yiiksek oldugu antibiyotik %93,5 ile polimiksin B idi.
Gentamisin  (%2,9), sefazidim (%3,12), piperasilin (%6,5) ampisilin/siilbaktam,

31



piperasilin/tazobaktam ve tigesiklin (%9,7) disindaki antibiyotiklere karsit duyarlilik
%12,9 olarak tespit edildi. Antibiyotik duyarlilik bilgileri Cizelge 4.5°te verilmistir.

Cizelge 4.5 A. baumannii izolatlarinin antibiyotik duyarlilig

Simf

Antibiyotik

Duyarhlik Testi

%

Rifampisin

Rifampin

100

Sefalosporin

Sefazidim

93,7

3,12

3,12

Penicillin

Piperasilin

935

6,5

Piperasilin/Tazo
baktam

83.9

6,5

9,7

Ampisilin/
siilbaktam

77,4

12,9

9,7

Tetrasiklin ve
Glisinler

Tigesiklin

87.1

3,2

9.7

Kinolonlar

Levofloksasin

87,1

12,9

Siprofloksasin

87,1

12,9

Aminoglikozidler

Gentamisin

87,1

2.9

Amikasin

87,1

12,9

Siilfonamidler

Trimetoprim/
siilfametoksazol

77,4

9.7

12,9

Makrolitler

Klaritromisin

78,1

12,9

Karbapenemler

Meropenem

74,2

12,9

12,9

Imipenem

74,2

12,9

12,9

Polimiksinler

Polymiksin B

6,5

N=VN—=DN—=DN—=|DN—=|DN—=|DN—=DN—=DTDN—DN=—=DDN—|DDON—|DDON=—|TDWNV—|DW0NM—|0

N N N N N N N N N N N N N w w
QONOB-lkm-lk-bm\lo_b-lkw_b-bo\l-lko\l-I>O\IhO\IwH\lwhwamNOOHHOOONZ

93,5
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Duyarlilik testinin mevcut sonuglari Irak’taki diger ¢alismalarla karsilastirildi ve dnceki
caligmalara gore direng oranmin arttigi belirlendi (Ghaima et al. 2015, Sehree et al.
2021, Ismail et al. 2022). Diger arastirmalarda antibiyotige direngli izolatlarin
cogunlugunun ampisilin-sulbaktam (%70,9), tigesiklin (%70,3), seftriakson (%93),
gentamisin (%86) ve rifampine (%96,8) kars1 oldugunu gostermistir (Biglari et al. 2013,
Aliakbarzade et al. 2014).

Bu nedenle polymxin’in MDR A. baumannii izolatlarinin tedavisi i¢in en etkili
alternatif oldugu diistinilmektedir. Bu benzersiz sonuglar, polymxin’in iki mekanizma
ile hareket edebilme etkisiyle agiklanabilir: ilk olarak, pozitif yiiklii oldugundan, Gram
negatif bakterilerin dig zarinin elektropozitif LPS polipeptitleri ile etkilesime girer.
Pozitif yiiklii Ca*? ve Mg*?’nin (dis hiicre zarindaki LPS’lerin dengeleyicileri) yerini
alirlar. Bu da hiicre zar1 homeostazinin kaybina yol agar. Bu fenomen, zarin ozmoz
siirecindeki bir kusur nedeniyle hiicre 6liimiine neden olur. Ikinci olarak,
polimiksinlerin giiclii antiendotoksin aktiviteye sahip olduklart ve A lipitlerine
baglanabildikleri kaydedilmistir. LPS molekiillerinin bir kismu tarafindan nétralize
edilir. Ne yazik ki, septik soktan kaginma mekanizmasi bilinmemektedir. Plazma
endotoksininin LPS baglayici protein tarafindan aninda baglandigi ve kompleksin hizla

hiicre yiizeyi CD14’¢ baglandig diistiniilmektedir (Garg et al. 2017).

Tim A. baumannii izolatlarimi MDR, XDR, non-MDR ve PDR olarak dort smifa
ayirmak i¢in antimikrobiyal duyarlilik testi kullanildi. Bu kategorilerin yiizdesi sirastyla
%6,25; %84,37; %9,37 ve %0 olarak hesaplanmistir (Sekil 4.4). Hassan ve Khider
(2019) yaptiklar1 calismada, Erbil sehrindeki hastalardan 6rnekler almis ve izolatlarda
MDR, XDR ve non-MDR oranlarin1 %18.,2; %51,34 ve %29,73 olarak bulmuslardir
(Hassan and Khider 2019). MDR oranlari mevcut ¢alismada daha diisiik iken XDR

oranlarinin %50’den fazla yiikseldigi goriilmiistir.
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Sekil 4.4 A. baumannii izolatlarinda antibiyotik diren¢ modeli

4.5 Jel Elektroforez Bulgular

A. baumannii i¢in 16S rRNA’ya gore tiir dogrulamasi yapildi. Jel elektroforez sonuglari
Sekil 4.5°te verilmistir.

SN0 0BT 213

1250bp PCR product

L 14 15556 S a7e a8t 19/870

Sekil 4.5 A. baumannii izolatlarinin jel elektroforez sonuglari

Tiir dogrulamasi yapilan drneklerde blaOXA-51 geni igin jel elektroforezi yapilmistir.

Sonuglar Sekil 4.6’da verilmistir.

34



3" 4 BIE6RTERE R ONT001 12- 13

353bp PCR product

L 14 15 16 17 18 19 20

Sekil 4.6 blaOXA-51 geni elektroforez sonuglari

Disa akis pompasini kodlayan ve tetrasikline direng faktorleri olan tetA ve tetB genlerini
tanimlamak icin yapilan jel elektroforez calismasi sonuglari Sekil 4.7°de verilmistir.

Analize alinan izolatlarin hi¢birinde tetA genine rastlanmamistir.

tet B

8 910 111213 L1:2 34 5 6 7 8 9 10:11 1213

206 bp PCR product
/I\
/ [\
el

L 14 15 161718 19 20 15 161718 19 20

Sekil 4.7 tetA ve tetB jel elektroforez sonuclari

Arastirmamiza gore, tetrasikline direngli izolatlar, tetA geni olmasa da tetB geninin

(%55) onemli bir prevalansina sahipti. Mevcut ¢alisma, A. baumannii izolatlarinin
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%61,7’sinde tetB determinantlarini gésteren son arastirmalarla oldukga tutarlidir. Ancak
tetA, izolatlarin higbirinde tanimlanmadi (Beheshti et al. 2020). Bazi izolatlarda ise bu
iki genin de bulunmamasi diger genetik faktorlerin de bu bakterilerin bazilarinda
tetrasiklin direnci tiretimine katkida bulunabilecegini diisiindiirmektedir (Chen et al.

2009, Ardehali et al. 2019).

A. baumannii enfeksiyonlarindan izole edilen suslarda kinolon direncinden sorumlu
olan plazmid aracili kinolon direnci genlerinin goriilme siklig1 son yillarda yiikselmistir.
A. baumannii suslarinda kinolon direncinin tespiti i¢in PCR ile gnrA geni varligi
arastirilmis ve izolatlardaki varlig1 %65 olarak tespit edilmistir. Bu sonucun, % 52,6 ve
% 66,27 olarak tespit edilen diger 2 ¢aligmanin sonuglarina yakin oldugu belirlenmigtir

(Mohammed et al. 2021). Jel elektroforez sonuglar1 Sekil 4.8’de verilmistir.

2803 HARS IR GRS O OF L B 20 T3

516 bp PCR product

L 14 15 16 17 18 19 20

Sekil 4.8 gnrA geni jel elektroforez sonucu
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5.  SONUC VE ONERILER

Ekim-Aralik 2023 tarihleri arasinda, Erbil Sehrindeki Hawler Egitim Hastanesi Genel
Cerrahi Acil Yonetim Merkezi ve Norosirurji Boliimii’ndeki 1-60 yas araligindaki farkli
klinik vakalardan toplanan balgam, yanik ve yara Orneklerinde A. baumannii
arastirilmistir. Bakteri izolatlarmin API 20E ve VITEK®2 ile yapilan tanimlanmasi
sonucu tespit edilen suslarda antibiyotik direncliligine bakilmis ve polimiksin B
disindaki tim antibiyotiklere karsi degisen oranlarda direng tespit edilmistir. Tim
izolatlarin rifampine karsi1 direncli oldugu gériilmiistiir. Izolatlarin yaklasik % 85°i 1-2

antibiyotik grubu digindaki tiim antibiyotiklere kars1 direngli ¢ikmistir.

Kinolon direnci i¢in incelenen qnrA geni ve tiir tanimlanmasi i¢in kullanilan 16S rRNA
ve blaOXA-51 genlerinin iyi sonuglar verdigi teyit edilmistir. Fakat izolatlardaki
tetrasiklin direncine ragmen tetA geni higbirinde tespit edilememis, tetB geni ise bir
kisminda belirlenmistir. Bu nedenle tetrasiklin direnci i¢in farkli genlere de bakilmasi

gerektigi diisiniilmektedir.

Antibiyotik direncinin bu kadar yiiksek c¢ikmasi nedeniyle tedavide Oncelikle
antibiyogram yapilmasi ve kombinasyon seceneklerinin degerlendirilmesinin daha etkin
vie tedavi saglayacagi degerlendirilmektedir. Ayrica diger p-laktamaz kodlayan

genlerinde incelenmesi tedavi segeneklerinin belirlenmesinde faydali olacaktir.
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