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OZET

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

ACINETOBACTER BAUMANNII IZOLATLARINDA EFFLUX POMPASI
VE QUORUM SENSING GENLERININ ARASTIRILMASI

Acinetobacter baumannii 6zellikle yogun bakim {initelerinde (YBU) ve immiin sistemi
baskilanmig hastalarda olmak iizere ciddi hastane infeksiyonlarina neden olabilmektedir. Uzun siire
yogun bakim iinitesinde kalma, antibiyotik kullanimi1 ve mekanik ventilatére bagli kalma, damar igi
kateterizasyon, idrar sondasi, endotrakeal tiip, trakeostomi, enteral beslenme ve birimde infekte veya
kolonize hasta yogunlugunun fazla olmasi infeksiyon i¢in baslica risk faktorleridir. Ventilatorle iliskili
pnomoni, bakteriyemi/sepsis, yumusak doku infeksiyonlari, iiriner sistem infeksiyonlari, nozokomiyal
menenjit, peritonit, osteomiyelit, sinovit ve konjunktivit gibi birgok infeksiyona neden olurlar.

Acinetobacter baumannii tiirleri hem antibiyotiklere kars: yiliksek oranda direng gelistirebilme
hem de hastane ortaminda uzun siire canli kalabilme 6zellikleri nedeniyle hastalar1 kolaylikla kolonize
edebilmekte ve hastane personeli aracilifiyla ve solunum cihazlar1 gibi ekipmanlarla diger hastalara
yayilarak epidemilere neden olabilmektedirler. Antimikrobiyal direng profilleri hastaneden hastaneye,
hatta ayni hastanenin farkli klinikleri arasinda bile degisiklik gosterebilmektedir. Bu nedenle her
hastanede A. baumannii Suslarinin duyarlilik seviyelerini diizenli olarak izlenmeli ve tedavi protokolleri
bu dogrultuda giincellenmelidir.

Bir bakterinin patogenezi igin gerekli olan sartlardan biri, yeni ¢evreye uyum saglamak ve
¢evreden gelen uyaranlari algilayarak yanit gelistirmektir. Bakteri bircok farkli mekanizma ile pH,
ozmolarite, besin kaynagi ve popilasyon yogunlugu gibi ¢evresel sartlardaki degisiklikleri
algiladiginda, metabolizmasinda birtakim degisiklikler yaparak yeni sartlara kendini adapte etmeye
calisir. “Minimum popiilasyon birimini algilama” olarak ifade edilen “Ouorum Sensing (QS)”
mekanizmasi, bakterinin etrafindaki popiilasyon yogunlugunu saptamasina yarayan bir sistem olup,
bakteri bu bilgiyi bir¢ok genin regiilasyonunu kontrol etmekte kullanir. Acinetobacter izolatlarinda, QS
sistemi sinyal molekiillerinin N-agil homoserin lakton (NAHL) yapisinda oldugu saptanmistir. Bu
sistemin, Acinetobacter gibi firsat¢i patojenlerde g¢esitli viriilans faktorlerinin otoindiiksiyonunda temel
mekanizma olabilecegi disiiniilmektedir. A. baumannii’nin QS genlerini (abal ve abaR) horizontal
olarak Halothiobacillus neapolitanus’tan kazandig bildirilmekte ve bu sistemin, bakterinin biyofilm
olusturmasinda katkida bulundugu ifade edilmektedir.

Acinetobacter tiirlerinde bulunan 6zel antibiyotik ajanlar icin spesifik efluks pompalarina ek
olarak Gram negatif bakterilerde kromozomal olarak kodlanan ¢oklu ilag efluks sistemi tanimlanmustir.
Antimikrobiyal ajanlarin etkilerinin azaltilmasina ya da etkisizlestirilmesine neden olan temel efluks
sistemleri; major kolaylastirict siiper ailesi, direng-nodiilasyon-boliinme ailesi, ATP-baglayic1 kaset
ailesi, kiigiik ¢oklu ilag direng ailesi ve goklu ilag ve toksik madde ekstriizyon ailesi seklinde ifade
edilmistir. Klinik diren¢ s6z konusu oldugunda bu temel efluks sistemleri arasinda direng nodiilasyon
boliinme ailesi 6ne ¢ikmaktadir. A. baumannii’de direng nodiilasyon boéliinme ailesine ait adeABC
efluks sistemi tanimlanmig ve aminoglikozidlere direngteki rolii ve kloramfenikol, florokinolonlar,
trimetoprim ve sefotaksime azalmig duyarlilikla iligkisi agik¢a ortaya konmustur. Ayrica adeA, adeB ve
adeC genlerinin siklikla bulundugu; adeS ve adeR genleri ile de birliktelik Acinetobacter izolatlarinda
diren¢ nodiilasyon boliinme ailesine ait efluks sistemi olan adeDE de saptanmistir. adeE genindeki
aktivasyonun amikasin, seftazidim, kloramfenikol, siprofloksasin, eritromisin, etidium bromiir,
meropenem, rifampisin ve tetrasikline azalmis duyarlilik ile iliskili oldugu ifade edilmistir.

Bu ¢alismada hastanemizde kan kiiltiiriinde iireyen hastane kaynakli A. baumannii tiirlerinde
diren¢ nodiilasyon boéliinme ailesine ait Efflux Pompasi genleri (adeABC) ve bakterinin biyofilm
olusturmasinda katkida bulundugu diistiniilen (luxI, luxR) Quorum Sensing genlerinin varlig
arastirilacaktir.

Anahtar Kelimeler: Acinetobacter baumannii, Efflux Pompa, Quorum Sensing



SUMMARY

REPUBLIC of TURKEY
SELCUK UNIVERSITY
HEALTH SCIENCES INSTITUTE

INVESTIGATION OF EFFLUX PUMP AND QUORUM SENSING GENES IN
ACINETOBACTER BAUMANNII ISOLATES

Acinetobacter baumannii can cause serious hospital infections, especially in
immunocompromised patients or intensive care units (ICUs). Main risk factors for infection are long
stay in the intensive care unit, antibiotic usage, adherence to mechanical ventilator, intravenous
catheterization, urinary catheter, endotracheal tube, tracheostomy, enteral nutrition and high density of
infected or colonized patients. They cause many infection such as ventilator-associated pneumonia,
bacteremia/sepsis, soft tissue infections, urinary system infections, nosocomial meningitis, peritonitis,
osteomyelitis, synovitis and conjunctivitis.

A. baumannii species can easily colonize patients due to their high resistance to antibiotics and
their long-term viability in the hospital environment. They can cause epidemics by spreading to other
patients through hospital staff and equipment such as respiratory equipment. Antimicrobial resistance
profiles can vary from hospital to hospital, even between different clinics of the same hospital.
Therefore, susceptibility patterns of A. baumannii strains should be monitored regularly in every
hospital and treatment protocols should be updated accordingly.

One of the conditions required for the pathogenesis of a bacterium is to adapt to the new
environment and to develop responses by perceiving stimulants from the environment. When bacteria
detect changes in environmental conditions such as pH, osmolarity, food source and population density
with many different mechanisms, it tries to adapt itself to new conditions by making some changes in
its metabolism. The Quorum Sensing (QS)" mechanism, which is referred to as "sensing the minimum
population unit", is a system for determining the population density around the bacteria and the bacteria
uses this information to control the regulation of many genes. Acinetobacter izolatlarinda, QS sistemi
sinyal molekiillerinin N-a¢il homoserin lakton (NAHL) yapisinda oldugu saptanmustir. It is thought that
this system may be the main mechanism for auto-induction of various virulence factors in opportunistic
pathogens such as Acinetobacter. It is reported that A. baumannii acquired QS genes (abal and abaR)
horizontally from Halothiobacillus neapolitanus and this system contribute to the biofilm formation of
the bacteria.

In addition to specific efflux pumps found in Acinetobacter species, a chromosomally encoded
multiple drug efflux system in Gram negative bacteria has been identified. Efflux systems that cause
the effects of antimicrobial agents to be reduced or inactivated; Major facilitating superfamily was
expressed as resistance-nodulation-cleavage family, ATP-binding cassette family, small multi-drug
resistance family and multi-drug and toxic substance extrusion family. When it comes to clinical
resistance, the resistance nodulation division family stands out among these basic efflux systems. In A.
baumannii, the adeABC efflux system of the resistance nodulation cleavage family has been defined
and its role in resistance to aminoglycosides and its relationship with reduced sensitivity to
chloramphenicol, fluoroquinolones, trimethoprim and cefotaxime. In addition, adeA, adeB and adeC
genes are frequently found; Along with the adeS and adeR genes, resistance in the Acinetobacter isolates
was determined as adede, the efflux system of the nodulation cleavage family. Activation in the adeE
gene has been reported to be associated with reduced susceptibility to amikacin, ceftazidime,
chloramphenicol, ciprofloxacin, erythromycin, etidium bromide, meropenem, rifampicin and
tetracycline.

In this study, the presence of the Efflux Pump genes (adeABC) belonging to the resistance
nodulation cleavage family and the Quorum Sensing genes (luxl, luxR) that are thought to contribute to
the biofilm formation of the bacteria will be investigated.

Keywords: Acinetobacter baumannii, Efflux Pump, Quorum Sensing
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1. GIRIS VE AMAC

Bu calismada Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi‘nin farkli
boliimlerinden Ocak 2019'dan Haziran 2021°‘e kadar gecen siire boyunca hastane
laboratuvarina gelen kan kiiltiirii ekimlerinden izole edilen, farkli yas gruplarindan

olusan 53 hastadan Acinetobacter baumannii izolatlar1 toplanmistir.

Bu c¢alismada hastanemizde kan kiiltiiriinde iireyen hastane kaynakl
Acinetobacter baumannii tiirlerinde direng nodiilasyon boliinme ailesine ait Efflux
Pompasi genleri (adeABC) ve bakterinin biyofilm (bap geni) olusturmasinda katkida

bulundugu diisiiniilen (luxI, luxR) Quorum Sensing genlerinin varlig aragtirtlacaktir.
GIRIS

Acinetobacter baumannii, Gammaproteobacteria siifindan gram negatif
bakteri cinsidir (Blanchard ve ark 2014). A. baumannii tiim gevresel yiizeylerden
izole edilmektedir. Insanda A. baumannii genel olarak kasik ve parmak aralar1 gibi
nemli bolgelerde bulunurken ayni zamanda cildin bakteriyel mikrobiyotasinin bir
pargasini olusturmaktadir. Saglikli yetiskinlerin %40'indan fazlasinda deri ve mukoz
membranlarda kolonizasyon olusturmaktadir. Bu oran hastane calisanlar1 arasinda

daha da yiiksek gozlemlenmektedir (Manchanda ve ark 2010).

Acinetobacter spp. enfeksiyonlarinin iligskisinde birgok risk faktorii etkendir;
hastanede kalis siiresi, yogun bakim {initesiyle temas, hastanin immiin sisteminin
zayifligi, mekanik ventilasyon, antimikrobiyal ajanlarla etkilesimi, mevcut cerrahi alet
ekipmanlarin sterilizasyonu, kullanilan dezenfektanlarin oranlart ve gesitleri gibi
bir¢ok faktor etkili olabilmektedir. Genel ¢evre kirliligi, ortam kosullari, personellerin
bilingli hijyen kurallarina uymasi faktorlerde eklenebilir. Bu baglamda, solunum
bakim ekipmanlarinda, yara bakim prosediirlerinde ve bazi hasta bakim iiriinlerinde

enfeksiyon vakalari tespit edilmistir (Maragakis ve Perl 2008).

A. baumannii ¢esitli yiizeylerde biyofilm olusturma, kuruluga ve
dezenfektanlara direngli olma 6zellikleri nedeniyle 6zellikle yogun bakim tinitelerinde
(YBU) ventilatorle iligkili pnomoniye (VIP) sebep olan ve hastane salginlarindan
siklikla izole edilen mortalitesi yiiksek onemli bir nozokomiyal patojendir (Almasaudi

2018). Ventilatorle iligkili pndmoni (VIP), sepsis, endokardit, menenjit, {iriner sistem



enfeksiyonu, kan dolagim ve yumusak doku enfeksiyonlari gibi ciddi hastane kaynakli
olusan enfeksiyonlarin etkenidirler (Ozdem ve ark 2011). Bu bakteri, ¢esitli kosullarda
uzun siire hayatta kalmasin1 ve hastanelerdeki ylizeylerde ve materyallerde kolonize
olmasini, insan rezervuarlari veya cansiz elementler yoluyla hastalar arasinda
transferini saglamasi nedeniyle klinik olarak Onemli patojenler arasinda yerini
almaktadir. Ayrica bu organizma cesitli antibiyotik tiirlerine karsi direng gosterir (Taitt
ve ark 2014) . A. baumannii suslari ile enfeksiyonun en 6nemli yonii, tamamen bilinen
antibiyotiklere kars1 direng gdstermeleridir, bu da kiiresel saglik hizmetleri camiasinin
acilen harekete gecmesi gerektiginin isaretidir. Yiiksek antibiyotik direng orani
nedeniyle bu patojen hastane ortaminda uzun siire hayatta kalabilmekte ve hastane

ortaminda yayilabilmektedir (Peleg ve ark 2008).

A. baumannii, hastane veya hastane kaynakli hastaliklara neden oldugu igin
kiiresel bir tehdit unsurudur. Coklu ilaca direngli suslarin artmasi ve yiiksek morbidite
ve mortalite nedeniyle A. baumannii, Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO) ilaca direncli
bakteri ve antimikrobiyal diren¢ aragtirma oncelik listesinde yer almaktadir (Blanco

ve ark 2018).

Coklu ilaca direngli bakterileri tedavi etmek, hastanede yatan hastalarin
bakiminda klinisyenin pratiginde en biiyiik Oncelik olarak kalmistir. A. baumannii,
saglik hizmetleriyle iliskili enfeksiyonlarda giderek daha 6nemli ve ciddi bir tiir olarak
belirlenmistir (Fishbain ve Peleg 2010). Coklu ilag direnci ii¢ veya daha fazla
antibiyotik kategorisinde en az bir ajana direng olarak tanimlanmaktadir. MDR ’multi
drug resistance’ terimi bir ya da iki antibiyotik disinda tiim antibiyotiklere direng

olarak kabul edilmektedir (Magiorakos ve ark 2012).

Gelismis tilkelerin son 20 yilina bakildiginda, ¢oklu antibiyotik direncine sahip
gram negatif basillerin olusturdugu nazokomiyal enfeksiyonlar son donemlerin baslica
sorunu haline gelmistir (Chastre 2003). Acinetobacter spp. genellikle yogun bakim
iinitelerinde (YBU) hastane enfeksiyonlarinda en sik karsilasilan bakteri tiirii
olmasinda bakterinin diren¢ genlerinin yatay olarak kazanilmasi ve MDR ortaya
¢ikmasi ana faktorlerdir. Son zamanlarda disa akis sistemleri i¢in kromozomal
genlerin gelistirilmis ekspresyonunun MDR'de 6nemli bir rol oynadigi goriilmiistiir

(Coyne ve ark 2011).



Coklu ilaca direngli suslarin yiikseligi diinya ¢apinda hastane hastalari i¢in
biiyiik bir tehdit haline gelen bu patojen i¢in tedavi segeneklerini sinirlamistir (Lin ve
Lan 2014).

Tip alaninda giincel gelismelerle uygulanan yontemler ile nozokomiyal
enfeksiyona bagli olarak uygulanan antibiyotik ila¢ tedavi segeneklerine karsi olusan
direng oranlart ¢esitlilik gostermektedir. Bu durum hastaliklar ile ilgili tedavi
se¢imiyle birlikte miicadele yontemlerinde de sorunlara neden olmaktadir (Fridkin ve

ark 1997).

Molekiiler tiplendirme, A. baumannii enfeksiyonlariin temel
mekanizmalarini belirlemede ve bakteri tiirleri arasindaki iliskiyi ayirteder. Molekiiler
tiplendirme teknikleri giiniimiiz kosullarinda hastanelerde var olan enfeksiyonun
birincil nedenini degerlendirmek ve tanimlamak igin ilk bagvurulan etkili bir

yontemlerdir (Aljindan ve ark 2018).



2. GENEL BILGILER
2.1. Tarihce ve siniflandirma

Acinetobacter spp. 1800’1 yillarda morfolojik 6zellikleriyle dikkat ¢ektikleri
iki bilim insaninin adlar1 alarak ‘Morax-Axenfeld basilleri” olarak literatiire gegmistir
(Bergogne-Berezin ve Towner 1996). 1911 yilinda Beijerinck tarafindan ilk defa
topraktan izole edilen bu mikroorganizma, Micrococcus calcoaceticus olarak

isimlendirilmistir (Peleg ve ark 2008).

Acinetobacter sozciigiiniin  kokeni Yunanca hareketsiz anlaminda olan
“akinetos” kelimesinden ftretilmistir. 1954 yilinda Acinetobacter tiirleri, Brison ve
Prevot adinda iki bilim insanmi tarafindan Gram negatif, pigmente sahip olmayan,
hareketsiz, sporsuz, kapsiil olusturan, zorunlu aerobik ve nonfermentatif kokobasiller
olarak tanimlanmustir (Brisou ve Prevot 1954). Baumann ve ark. 1968’de yaptigi
incelemelerde Acinetobacter’leri biyokimyasal ve morfolojik 6zelliklerini ayrintili
arastirarak, Acinetobacter cinsi olarak Moraxellaceae ailesi icinde 1971°de “Moraxella
ve lliskili Bakteriler Taksonomi Komitesi” tarafindan resmi olarak onaylanmustir

(Baumann 1968).

Tablo 1. Acinetobacter cinsinin taksonomisi (Bouvet ve Grimont 1987)

Alem: Bacteria

Sube: Proteobacteria

Simif: Gamma Proteobacteria
Takim: Pseudomonadales
Familya: Moraxellaceae

Cins: Acinetobacter

Acinetobacter cinsine ait tiir ¢alismalar1 1986 yilinda Bouvet ve Grimont bilim
insanlari tarafindan yapilmistir ve DNA-DNA hibridizayon yontemiyle Acinetobacter

cinsi i¢inde 12 farkli genomik tiir tanimlanmistir (Bouvet ve Grimont 1987).

1989°da Tjenberg ve Ursing, ardindan Bouvet ve Jeanjean’nin yaptigi
caligmalarla tanimlanip kesfedilen genomik tiir sayis1 artmis (Bouvet ve Jeanjean
1989, Tjernberg ve Ursing 1989) ve giinlimiizde bu sayr 82’ye ulagmistir
(Acinetobacter 2021). Bilimsel olarak en ¢ok karsilasilan genomik tiirler: A.
baumannii, A. calcoaceticus, A. haemolyticus, A. junii, A. johnsonii, A. lwoffii, A.

4



radioresistens’dir. ~ Acinetobacter  calcoaceticus, Acinetobacter baumannii,
Acinetobacter genomik tiir 3 ve Acinetobacter genomik tiir 13 TU, biiyiik bir benzerlik
gostermektedir. Belirtilen dort tiir Oksidasyon-Fermantasyon besiyerlerinde
karbonhidratlar1 fermente edip asit olusturarak, sakkarolitik 6zellikte olup tiir ayrimi

asagidaki gibi yapilmistir (Baumann ve ark 1968).

I- Sakkarolitik Acinetobacter Tiirleri:
A. Hemolitik: A. alcaligenes, A. anitratus, A. haemolyticus
B. Non-hemolitik: A. baumannii, A. calcoaceticus, A. anitratus, A.
calcoaceticus subsp. anitratus
II- Asakkarolitik Acinetobacter Tiirleri:
Non-hemolitik: A. calcoaceticus subsp. lwoffii, A. johnsonii, A.

junii, A. lwoffi

Fenotipik 6zelliklerinin Karsilastirilmasi yapildiginda benzer 6zellik gosteren
bu dort bakteri tiirii ‘Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter baumannii kompleks
(ACB)’ olarak adlandirilmistir (Winn ve Woods 2006). A baumannii klinik 6rneklerde
en sik izole edilen patojen tiir olmak birlikte klinik olarak 6nemli olan diger tiirler A.
Iwoffii, A. haemolyticus, A. johnsonii, genomik tiir 3 ve genomik tir 6° dir. A.
johnsonii, A. lwoffii ve A. radioresistens insan derisinin dogal florasinda yer alan ve

sakkarolitik olarak fermente 6zelligi olmayan Acinetobacter tiirleridir (Winn J 2006).
2.2. insan Enfeksiyonlarinda En Cok Rastlanilan Acinetobacter Tiirleri

Ozellikle ACB kompleksini olusturan bu bakteri tiirleri insanin dogal florasi
yani sira saglik tesislerinde normal kosullarda en sik izole edilen bakterilerdir (Sahl ve
ark 2013). Bu tiirler arasinda A. baumannii MDR ve pan ilag direngli (PDR) izolatlar
ile mortalitesi yiiksek nozokomiyal enfeksiyonlara sebep olurken, klinik salginlarda
en ¢ok goriilen tiir olsa da diger ACB iiyeleri de ciddi hastaliklar olusturmaktadir.
Diinya genelindeki klinik laboratuvarlarda tiir tamimlamasindaki teknolojik
siirlamalar nedeniyle tam ayrim yapilamayarak Acinetobacter spp. hakkinda yapilan
aragtirmalar sinirlidir (Wisplinghoff ve ark 2012).

Acinetobacter lwoffii nonfermentatif, gram negatif, glikoz oksidasyonu negatif
olan aerobik bir basildir. A. johnsonni ve A. Iwoffii olumsuz gevresel sartlarinda

hayatta kalabildikleri gibi domuz pastirmasi, yumurta, pastorize siit ve balik gibi
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dondurulmus gidalarda da bulunabilmektedir. Bu bakteri orofarenks ve derinin normal
florasinda bulunan, hastane enfeksiyonlarinda ve bagisikligi baskilanmis hastalarda
izole edilen patojendir. A. Iwoffii'ye bagli toplum kokenli enfeksiyon vakalar pnémoni,
akut gastroenterit, karaciger apsesi, septisemi ve endokardit olarak bildirilmistir (Winn
J 2006).

A. nosocomialis susu 1996 yilinda kalga enfeksiyonundan izole edilerek
kesfedilmistir. ACB kompleksi iginde yer almaktadir. Viriilans1 diisiik firsat¢1 bir
patojen olmasina ragmen Virillans faktorleri agisindan kapsamli  olarak
incelenmistir. A.nosocomialis daha once A. baumannii olarak adlandirilsa da genom
dizilimindeki farkliliklardan dolay1 yeniden siniflandirilmstir. A.
nosocomialis'te bircok potansiyel viriilans faktorii tanmimlanmigtir. Bunlar, CTFR
inhibitor faktorii (Cif), protein O-glikosilasyon sistemi, tip-I salgi sistemi, tip-1I salgi
sistemi, dig zar vezikiillerinin salgilanmasi, OmpA'y1, CpaA proteaz ve cekirdek

algilama’yi igerir (Carruthers ve ark 2013).

A. pittii gram negatif, oksidaz negatif, katalaz pozitif, kat1 aerobik , hareketsiz,
diplococcoid ¢ubuk bakteridir. DNA-DNA hibridizasyon ¢alismalar1 Acinetobacter
cinsi igindeki DNA gruplarimi (genomik tiirler) tanimlamak igin kullanilir. Bu
yontemle tammlanan ACB kompleksine ait olan A. pittii, ismini ingiliz mikrobiyolog
Tyrone Pitt'in adimi almistir (Na ve ark 2016). A.pittii ¢evrede yaygin bulunarak
yiyecekleri ve hayvanlari kontamine eder. Insanlara deri veya agiz yoluyla bulasarak
enfeksiyona neden olur (Chusri ve ark 2014). Hastalar ile yapilan calismalar
sonucunda A. pittii'nin viriilans1 ve konakgi-patojenik etkilesimi daha iyi karakterize
olurken, enfeksiyonun diigiik prevalansi nedeniyle zor goriinmektedir. A. pittii ile
enfekte hastalarda 6liim oran1 %15 iken A. baumannii %40 olarak bulunarak A. pittii
enfeksiyonlarmin diisiik oranlarda karsilagildigini kanitlamaktadir (Wisplinghoff ve
ark 2012).


https://en.wikipedia.org/wiki/Gram-negative
https://en.wikipedia.org/wiki/Oxidase
https://en.wikipedia.org/wiki/Catalase
https://en.wikipedia.org/wiki/Aerobic_organism
https://en.wikipedia.org/wiki/Bacterium

Tablo 2. Acinetobacter Tiirlerinin Fenotipik Karakterleri (Gupta ve ark 2015)

Testin Ad1 Acb complex | A. lwoffii | A. haemolyticus | A. junii | A.
radioresistens
Katalaz + + + + +
Oksidaz - - - R _
Ureaz vV V] - B _
Sitrat + - + + -
Glikoz + - iV - -
Oksidasyon-
Fermentasyonu
Nitrat - - - R _
Hemoliz - - + - R
Jelatin Hidrolizi - - + - _

42°C Biiylime | + = - = -

Arginin R S R R R
Hidrolizi
Kloramfenikol | + - + + +

V: Degisken, S: Duyarli, R: Direngli, OF: Oksidasyon-Fermentasyon

2.3. Genel Mikrobiyolojik Ozellikler

Acinetobacter spp. dogada toprak, su ve gevreyle etkilesim halinde olan her
tirlii habitatta yaygmn olarak bulunur. Cansiz yiizeylerde giinlerce canli kalarak
nazokomiyal enfeksiyonlarin 6nemli bir boliimiinii olustururlar. Bu bakteriler nazli
degildir yani tiremek i¢in herhangi bir tireme faktoriine veya ekstrem kosullara gerek

duymazlar (Baumann 1968).

Acinetobacter spp. biyokimyasal olarak katalaz pozitif, oksidaz negatif, sitrat
pozitif, deoksiriboniikleaz negatif, indol negatif, seker fermente etmeyen, asit
olusturmayan, nitrat1 rediikte etmeyen, non-hemolitik ve non-fermentatif 6zelliklere
sahiptir. Kiiltiir ortaminda iiremek igin aerobik kosullar tercih ederler. Optimum
tireme dereceleri birgok tiir i¢in 20- 35°C, klinik olarak énemli tiirler i¢in ise 37°C ve

tizeridir (Bartual ve ark 2005).

Acinetobacter spp. Gram boyama ile tespit edilen morfolojik yapilarinda
gozlenebilen yagam dongiisii evresine gore farklilik gosterebilmektedir. Genellikle bu

bakteriler hizli bitylime 6zelligi olan logaritmik iireme fazinda basil olarak kisa, genis
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gram-negatif cubuklar olarak goriiniirken; tiremenin duragan fazda ise daha kokobasil
veya diplokok seklinde goriinebilmektedirler. Bu bakteriler taze kan preparat kiiltiirii

yapildiginda ilk zamanlarda Gram-pozitif olarak goriintiilebilmektedir.

Acinetobacter cinsi bakterilerin hiicre duvar yapist diger Gram-negatif
bakterilere benzer yapilar gosterir. A. baumannii’de L-ramnoz, D-glikoz, D-glukronik
asit, D-mannozdan olusan polisakkarit yapida bir kapsiil bulunmaktadir. Bu kapsiil
bakterinin fagositozdan korunmasinda rol oynayarak bakterinin viriilansina katk1

saglar (Winn J 2006).

A. baumannii hiicre duvar yapist diger gram negatif bakterilere benzerken
kapsiil yapisinin igerigindeki kristal viyoleyi tutma egilimi mikroskopta gram pozitif
kok olarak goériinmesine neden olabilmektedir. Gram boyanma bakterideki bu yapisal
farklilik ile dekolonizasyonda kismi olarak olusan direng ile birlikte Neisseria tiirleri
ve Streptomonas maltophilia bakterileriyle karistirilabilmektedir fakat oksidaz negatif
ozellik gostermeleri nedeniyle Neisseria ve Moraxella gibi diger nonfermentatif
bakterilerden ayrilirlar (Doughari ve ark 2011).

Kapsiil hiicre yiizeyindeki hidrofobisiteyi arttirir ve medikal aletlere tutunmada
islevsellik gosterir (Bergogne-Berezin ve Towner 1996). A. baumannii sitoplazmik
membrani ¢evreleyen bir dis membrana sahiptir. Dis membranin lipopolisakkarit
tabakasi; hidrofobik lipit A, polisakkarit yapidaki kor tabakasi ve hidrofilik O
antijeninden olugsmaktadir. Doymus yag asitlerinden olusan Lipit A yapisi i¢erigindeki
endotoksin ile patajenite 6zelligine sahiptir. Kor polisakkariti, lipit A ve O antijeni
arasinda yer almaktadir. Polisakkarit tabaka hapten niteliginde olup antijenik 6zellik
gostermekte ve ayrica bakteriyofajlara 6zgili reseptorler tasimaktadir (Seifert ve ark
1993). O antijeni tekrarlayan karbonhidrat yapilarindan olugsmustur. A. baumannii’nin
dis membraninda cesitli proteinler (porinler, integral proteinler) yer almaktadir. Bu
proteinler hiicre duvarina segicilik kazandirmakla birlikte bazi molekiillerin hiicre
igine girisini; bazilarinin da (hidrolitik enzimler vb.) hiicre disina ¢ikisini engelleyerek
kontroliinden sorumludur. Dis membranda bulunan bu proteinlerin kaybi
antimikrobiyal direncin ortaya ¢ikisinda 6nemli bir mekanizmadir (Seifert ve ark
1993).



Acinetobacter tiirleri koyun kanl agar, triptik soy agar ve Mac Conkey/ Eozin
- Metilen Blue (EMB) agar gibi rutin laboratuvar ortaminda kullanilan standart

besiyerlerinde kolay tiremektedir.

Ucg sekerli demirli besiyeri (TSI) ve oksidatif fermentatif besiyerinde asit

olusturmazlar, yani non-fermentatiftirler.

Mac Conkey/ EMB agarda laktoz negatif renksiz/saydam ya da besiyerinin

renginde S tipi koloniler olusturlar (Bergogne-Berezin ve Towner 1996).

Klinik kosullarda genellikle en sik izole edilen patojen tiir olan A. baumannii
hemoliz yapmadan, glukozu oksitleyerek ve 44°C sicaklikta lireyebilme yetenegi ile
diger Acinetobacter tiirlerinden ayirt edilebilir. A.lwoffii glukozu oksitlemeyen ve
hemoliz yapmayan tiirdiir. A.haemolyticus tiirii de hemoliz yapan bir tiirdiir. A.
johnsonii ise 37°C’de tireyememesi ile diger tlirlerden ayirt edilebilir
(Schreckenberger PC 2007, Bahar iH 2008).

Koyun kanli agarda bu tiire ait bakteriler 0,5-2 mm ¢apinda seffaf-opak ya da
grimsi-beyaz, zeminden kabarik sinirlar1 diizgiin, bazen mukoid koloniler
olusturmaktadirlar. Acinetobacter haemolyticus ve diger tiirlerin ¢ogu (Acinetobacter
genomik tiir 6, 13BJ, 14BJ, 15BJ, 16 ve 17) koyun kanli agarda hemoliz olusturmasina
ragmen “A. calcoaceticus-A. baumannii complex (ACB) ” iiyeleri hemoliz yapamazlar
(Winn J 2006, Peleg ve ark 2008).

ACB kolonileri, 1,5-3 mm koloni ¢apiyla Enterobacteriaceae kolonilerine
benzer olup, diger Acinetobacter tiirlerine gore daha kiigiik ve daha seffaf koloniler
olusturmaktadirlar (Almasaudi 2018).

Acinetobacter spp. enfeksiyonlarini tanimlamak ve enfeksiyona neden olan
bakteri tiirtinii belirlemek i¢in klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kullanilan
geleneksel yontemler uygulanmaktadir. Bu yontemlerde tiir ayriminda tireme derecesi,
hemoliz olusturma, jelatin hidrolizi, glikozdan asit olusturma ve farkli karbon
kaynaklarinin 6ziimlenmesi gibi uygulanmasi zahmetli ve zaman alan metabolik

testler kullanilmaktadir (Olaitan ve ark 2014).



Acinetobacter spp. standart kiiltiirlerde kolayca iirer ve izole edilir, ancak gram
negatif basilleri ayirt etmek i¢in yaygin olarak kullanilan bir¢ok biyokimyasal testte
nispeten reaktif olmadigi igin tanimlama geg¢ konulabilmektedir (Berrin ESEN 2020).

Klinik servislerden ve diger ortamlardan gelen Orneklerin Acinetobacter
tiirlerinin izole edilmesinde segici ve ayirt edici besiyerleri gelistirilmistir. Bu sebeple
diger mikroorganizmalarin iiremelerini inhibe eden bazi metal, tuz, boya gibi
kullanilan segici besiyerlerinde ekim yapilabilmektedir. Bu besiyerlerine 6rnek olarak
bromkrezol moru, safra tuzlari, bazi1 sekerleri igeren Herella agar, bazi antibiyotikleri
iceren Leeds Acinetobacter Medium (LAM) ve Holton’s agar gibi segici besiyeri
kullanilmaktadir. Herellea medium, diger mikroogranizmalarin tiremesini inhibe eden
bromkrezol moru, safra tuzlari, laktoz ve maltoz sekerlerini igermektedir. Leeds
Acinetobacter Medium ve Holton’s Agar ise vankomisin, sefsulodin ve sefradin gibi
antibiyotik ilavesi ile asinetobakterlerin tiremesi i¢in uygun kosullar1 olusturmaktadir

(Jawad ve ark 1994).

Bakteri tiirlerini kesin olarak ayirt eden bir yontem bulunmamaktadir. Ayirt
etmede kullanilan yontemler serolojik reaksiyonlu testler, bakteriyofaj, bakteriyosin,
antibiyotik duyarlilik paternleri, protein profiller, multilokus enzim elektroforez,
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), pulsed field jel elektroforez ve ribotiplendirme
kullanilmaktadir ama bu metotlar i¢inde kullanilabilecek en uygun ve ideal metot kesin
olarak bilinmemektedir. Geleneksel biyokimyasal metotlar tiirler arasinda ayrim
yapmada yeterli degildir. Bu amagla bir¢ok karbon kaynaginin asimilasyonu temeline
dayanan hazir ticari kitler gelistirilerek laboratuvarlarda kullanilmaktadir. Molekiiler
tiplendirme yontemleri arasinda ise plazmid profilleme, ribotipleme, Pulsed Field Jel
Elektroforezi (PFGE), Random polimorfik DNA amplifikasyon (RAPD) analizi, Rep-
PZT, Amplifiye fragment uzunluk polimorfizm (AFLP) analizi, MultiLokus Sekans
Tiplendirmesi (MLST) ve PCR-Electrospray Iyonizasyon/Kiitle Spektrometre (PCR-
ESIMS) bulunmaktadir. Molekiiler yontemlerden olan PFGE, altin standart olarak
kabul edilmektedir (Londero ve ark 2019).

Hastane ortamlarinda A. baumannii suslarinin genotipik iligkisini saptamak
icin kullanilan PFGE ve MLST dahil olmak iizere birkag 6nemli genotipik yontem
vardir. Ayrica, enterobakteriyel tekrarlayan intergenik konsensiis (ERIC)-PCR dahil

olmak tizere PCR tabanli yontemler, fermentatif olmayan gram-negatif basiller igin
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degerli tiplendirme yontemleridir (Silbert ve ark 2004). PFGE, MLST ve ERIC-PCR
gibi genotip teknikler, bulunabilirligi, maliyet etkinligi ve daha kisa siirede
yapilabilmesi nedeniyle basta bakteriler olmak {izere mikroorganizmalarda
tiplendirme yontemi olarak kullanilan yaygin olan yontemlerdir. ERIC-PCR,
bakterilerin epidemiyolojik ve genotipleme ¢aligmalarinda kullanilan molekiiler bir
tekniktir. Bu yontem, diziler daha uzun oldugu ve genomun belirli bir bolgesine
dayanmadig1 i¢in bakteri dizilerini incelemek i¢in biiyiik bir potansiyel saglar. Bu
yaklasim ayni zamanda cok ¢esitli bakteri tiirlerinin genomlarini arastirmak ve
karsilagtirmak i¢in ayrintili bilgi saglar (Londero ve ark 2019, Moosavian ve Emam
2019).

2.4. Epidemiyoloji

Acinetobacter spp. genel olarak nemli toprak/camur, sulak alanlar, goletler, su
aritma tesisleri, balik ¢iftlikleri, atik su ve hatta deniz suyu dahil olmak iizere 1slak
ortamlarda saprofit olarak yasayan mikroorganizmalardir (Al Atrouni ve ark 2016).
Canliligin devami i¢in besin ihtiyaci diisiik oldugundan kuru ve cansiz ylizeylerde
ortalama bes ay kadar yasayabilirler. Bu yasam sekli ile insan rezervuarlar1 ve hastane
ortamlarinda kolayca kolonize olur, hastane i¢i salginlara neden olurlar (French GL

1999).

Acinetobacter tiirleri saglikli kisilerinde normal mikrobiyatasinin %25’inde
bulunarak, deri ve mukoz membranlarinda kolonize olabilirler (Almasaudi 2018).
Kasiklar ve ayak parmak aralari gibi insan viicudunda nemli bolgelerden alinan
ornekler kiiltiirde siklikla tiremektedir. Orofarengial ve rektal tasiyicilik oranlar
yogun bakim tiiniteleri disindaki hastalarda nadir goriilmektedir. Acinetobacter tiirleri
Ozellikle hastane ¢alisanlarinin ellerinde uzun siire kalabilen bakterilerdir (Metan ve
ark 2009). Acinetobacter spp. genellikle hastane calisanlarinin deri mukozasinda en

yaygin taginan gram negatif bakterilerdir (Van Looveren ve ark 2004).

Saglikli insanlarin agiz yapisi dogal flora igeriginde, iist solunum yolunda,
genitoliriner sistem ve alt gastrointestinal sistemlerinde bulunmaktadir. Yatan
hastalarda 0Ozellikle salgmnlar sirasinda Acinetobacter kolonizasyon orani ¢ok

artmaktadir (Lim ve Webb 2005). Mikroorganizmanin 6zellikle solunum yollari1 olmak
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tizere orofarenks, deri, liriner sistem ve gastrointestinal sistemde kolonizasyon

olusturabilirler (Fournier ve Richet 2006).

Bulgulara gore menenjit, yara, hastane ve toplum kdkenli olusan pndomoni,
bakteriyemi, yanik, endokardit, idrar yolu enfeksiyonlar1 (IYE) ile cilt ve yumusak
doku enfeksiyonlart Acinetobacter ile iligkili en yaygin hastane hastaliklaridir (Pour
ve ark 2011).

Klinik 6rneklerden izole edilen Acinetobacter tiirlerinin %80°‘den fazlasini
ACB kompleksi olusturmaktadir. A. baumannii“nin 6zellikle yogun bakim iinitesine
(YBU) yatan hastalarin %71° ini yatis1 takiben birinci haftanin sonunda kolonize ettigi
ve bu hastalarda A. baumannii ile iligkili enfeksiyonlarin arttigi gézlemlenmistir.
Ozellikle YBU* de degisik risk faktdrlerinin olusmasi bu duruma zemin hazirlayan
onemli bir risk etkenidir (Dy ve ark 1999).

Direng ve virlilans belirteglerinin kazanilmasi ve yayilmasinda direngli suslarin
ozellikle YBU bagisikligi baskilanmis hastalarda tehlikeli firsatg1 patojen haline
gelebilmektedir (Vrancianu ve ark 2020).

Hastane ortaminda kullanilan ekipmanlar endotakeal tiip, intravendz kateter,
periton diyaliz kateteri, ventrikiilostomi tiipii ve Tlriner kateter gibi invaziv
uygulamalarla olusan zayi1f noktalardan direkt temas veya kontamine sivilar vasitasiyla
Acinetobacter tiirlerinin enfeksiyona ya da kolonizasyona sebep olmaktadir. Temas
izolasyonu, medikal aletlerin dekontaminasyonu, {nitelerde siki dezenfeksiyon
uygulamalart ve el yikama enfeksiyondan korunmada temasla bulasi azaltan
etmenlerdir. Hastane kaynakli enfeksiyonlardan en sik karsilasilan klinik tablo olan
pnomoni etkeni A. baumannii‘dir. Enfeksiyon hastane ortaminda en sik mekanik
ventilasyon uygulanan yogun bakim hastalarinin kaldigi yerde goriilmekle birlikte
yatan hastalarda sik karsilasilan A. baumannii’ye bagli kan dolagim1 enfeksiyonlaridir.
Bu enfeksiyonlarin gelismesinde rol oynayan risk faktorleri arasinda;
immiinsupresyon, solunum yetmezligine bagli ventilator kullanimi, uzun siireli
antibiyotik kullanimi, A. baumannii ile kolonizasyon ve invaziv girisimler

bulunmaktadir (Zarrilli ve ark 2009, Nemec ve ark 2011).

Son 30 yilda pnémoni, idrar yolu enfeksiyonu ve cerrahi enfeksiyonlarda en

sik goriilen bakteri tiiriiniin A. baumannii oldugu bilinmektedir. Ustelik son 20 yilda
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Acinetobacter enfeksiyonlar1 cografi olarak iliman iklimlerde giderek yayginlasan

ortak bir nozokomiyal sorun olarak goriilmektedir (Munoz-Price ve Weinstein 2008).

Giliniimiizde Acinetobacter tiirlerinin olusturdugu enfeksiyona bagli hastaliklar
hizla artmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri (ABD) Ulusal Saglhk Giivenligi Agi
2009-2010 siirveyans verileri, Acinetobacter spp.’nin saglik alaninda tiim
enfeksiyonlarin %1,8’ini olusturdugunu gostermistir (Sievert ve ark 2013). Hastane
yapilan slirveyans ¢aligmalarina gore, bu durum Avrupa ve Latin Amerika’daki yogu
bakim tinitelerinde de benzer bulunmustur (Rodriguez-Bano ve ark 2004). Bununla
birlikte Cin, Tayvan ve Gliney Amerika’daki bazi iilkelerde, Acinetobacter’in ¢ok
daha yiiksek oranda nozokomiyal enfeksiyonlara neden oldugu goriiliirken,
Hindistan’da bu oranin daha da ¢ok yiiksek diizeylerde oldugu bilinmektedir. Toplum
kaynakli Acinetobacter enfeksiyonlar1 Avustralya ve Asya kitalarinda da bildirilmistir
(Golia ve ark 2013). Bazi cografi bolgelerde Acinetobacter enfeksiyonlarinin yiiksek
prevalansinin nedeni bilinmemektedir ancak kismen kolonize olan bakterileri

etkileyen sicaklik ve nem farkliliklarindan kaynaklandigi diistiniilmektedir (Cordes ve
ark 1981).

Toplum kaynakli enfeksiyonlarda, Acinetobacter tiirleri faringeal tasinma ve
pnomoni kaynakli yiiksek vaka 6liim oranlari ile karakterize olurken, toplum kokenli
kan dolagimi enfeksiyonlari da bildirilmistir (Wang ve ark 2002). Acinetobacter tiirleri
immiin sitemi baskilayan bir ilag ya da kronik hastalik olmag siirece hastanede yatan
hastalar i¢in diisiik viriilansli bir patojen olarak kabul edilmektedir. A. baumannii
enfeksiyonlarinin baslica risk faktorleri ilerleyen yas, uzun siireli hastanede veya
yogun bakimda yatma durumu, mekanik ventilasyon destegi, invaziv girisimler,
hastane ortaminda enfekte veya kolonize hastalara daha fazla temas siireci, agir cerrahi
ameliyatlar, kan transflizyonu ve genis spektrumlu antimikrobiyal ajanlarin

kullanilmasidir (Karageorgopoulos ve Falagas 2008).

Ulkemizde genis bir alan1 kapsayan arastirmalara bakildiginda Acinetobacter
tirleri yogun bakim {initelerinden siklikla izole edilmekte ve bununla birlikte
antibiyotiklere karsi direng gelisimi de olugsmaktadir. Bu gibi nedenlerden dolayi
alternatif tedavi yontemlerinin ¢6ziimii de daralmaktadir. Coklu direng gelisiminin en
onemli nedeni olarak plasmit veya transpozonlarin genetik bilgiyi aktarilmasidir.

Yapilan son ¢aligmalarda Gram negatif bakterilerde antibiyotiklere kars1 dirence yol
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acan kromozomal mekanizmalarin oldugunu ortaya koymaktadir. Acinetobacter
tiirlerinin klinik Orneklerden izole edilen tiirleri ile ¢evreden izole edilen tiirleri
arasinda antibiyotik direnci bakimindan farklilik oldugu saptanmstir. Birgok viriilans
genlerine sahip olmasina ragmen, virulans ile iligkili fenotiplerin ortaya ¢ikmasinda
farkliliklar goriilebilmektedir. Bu farkliligin sebepleri arasinda bakteriyel iletisim
sistemi de vardir. Bu baglamda bakteriyel iletisim sisteminin farkli bigimlerde
inhibisyonunun antibakteriyel etki goOsterebilecegine dair gozlem ve kanitlar

mevcuttur (Zahin ve ark 2010, Giannouli ve ark 2013, Luo ve ark 2015).

A. baumannii'nin kronik ve kalici enfeksiyonlarina ve antimikrobiyal direncine
katkida bulunan 6nemli faktdrlerden biri, biyotik ve abiyotik yilizeylerde kolonize

olma ve biyofilm olusturma yetenegidir (Thummeepak ve ark 2016).

Biyofilmler ayn1 zamanda halk sagligi i¢in 6nemli bir tehdidi temsil eder ve
ilgili ekonomik ve saglik etkileri olan kalict enfeksiyonlardan sorumludur. Aslinda
biyofilmler, hem tibbi cihazlar hem de biyotik yiizeylerle iligkili mikrobiyal
hastaliklarin %65'ini ve kronik enfeksiyonlarin yaklasik %80'ini olusturmaktadir
(Jamal ve ark 2018). Bu sebeple A. baumannii enfeksiyonlarinin yiiksek prevalansi,

kiiresel bir saglik sorunu olusturan biyofilm aracili bir durumdur (Eze ve ark 2018).

Antibiyotik direncinin fazla olmasmin olumsuz sonuclari su sekilde
siralanabilir. Bulasict hastalik sikligi, hastalik siiresi, morbidite ve mortalite
oranlarindaki benzeri goriilmemis artisin yani sira ilgili maliyetler ve organ nakli,
bliylik cerrahi operasyonlar, erken dogmus bebeklerin yonetimi ve implante tibbi
cihazlarin kullanim1 kanser tedavisi gibi etkili antibiyotik profilaksisi ve tedavisi
gerektiren tibbi prosediirlerin gergeklestirilememesidir (Laxminarayan ve ark 2013,
Weist ve Diaz Hogberg 2014).

Acinetobacter baumannii hastane ortaminda bulunan yiizeylerde, tibbi cihazlar
tizerinde uzun siire canli kalabilme potansiyeline sahiptir. A. baumannii’nin 6zellikle
kateter ve solunum cihazlarina kontaminasyonu sonucu hastane ortaminda uzun siire
hayatta kalabilme yetenegi gdstermesi biyofilm yapimia ve coklu ila¢ direncine
baghdir (Bardbari ve ark 2017). Biyofilmler, kateterler, meme implantlari, kontak
lensler, kalp kapakciklari, kalp pilleri ve defibrilatorler, ventrikiiler santlar ve eklem

protezleri gibi her tiirlii tibbi cihaz yilizeyinde olusabilir (Shunmugaperumal 2010).
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2.5. Patogenez Ve Viriilans Faktorleri

Mikroorganizmanin  konak hiicrede hastalik olusturmasina patojen
mikroorganizma, hastalik olusturma yetenegine ise patojenite denilmektedir.
Mikroorganizmalarin konak hiicrede yerlesmesine, cogalip kolonize olmasina, konak
hiicrelerin hasara ugratarak deforme etmesiyle hastalik olusturmasina virulans, bu

olaylardan sorumlu olan mikrobiyal faktorlere de virulans faktorleri denir.

Acinetobacter baumannii ile iliskili bir¢ok viriilans faktorii tanimlanmistir. Bu
viriilans faktorleri porinler, lipopolisakkaritler (LPS), kapsiiler polisakkaritler,
fosfolipazlar (PL), protein sekresyon sistemleri, dis membran vezikiili (OMV), demir
kazanim1 mekanizmalari, penilisin baglayict protein 7/8 (PBP7/8), pili/hareket
yetenegi, hemolitik aktivite, biyofilm olusturma, efluks pompalari ve quarum sensing
(QS) gibi kritik mekanizmalara etki ederek enfeksiyon patogenezinde 6nemli rol
oynamakta ve bakterinin olumsuz kosullarda hayatta kalmasimi saglamaktadir

(Skariyachan ve ark 2019).

Kapsiiler
polisakkarid Porinler

Fosfolipaz

Di1s membran

Dis
membran
vezikiil
Olusumu

Efluks
pompasi

SO

Sekil 1. Acinetobacter baumannii Viriilans Faktorleri. (i) Porinler, hiicre yiizeylerinde
bulunur (ompA ve omp22 gibi) biyogenezin diizenlenmesine yardime1 olurlar. (ii) D1s
membrandan olusan LPS’ler, hayatta kalmada 6nemli bir rol oynar. (ii1) Kapsiiler
polisakkaritler, antimikrobiyal direngle iliski dis membranda bulunur. (iv) Protein
salgilama sistemleri, proteinleri periplazmik alandan hiicre dismna tasir. (v) PL,
membranin i¢ine gomiilii, fosfolipid metabolizmasinda rol oynar. (vi) Dig membran
vezikiilleri (OMYV), bakteriler ve konak hiicre arasinda vasita goérevi goriir
(Skariyachan ve ark 2019).
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2.5.1. Porinler ve OMP’ler

Porinler, hidrofilik ¢6ziinen maddeler i¢in ¢ok az gegirgen olan, lipid yapili ¢ift
katmanli membranlar boyunca molekiillerin taginmasina izin veren kanallar
olusturabilen proteinlerdir. Cok islevli membran olarak fonksiyonel bir¢ok gorevi
bulunmaktadir. Porinler, diger hiicrelere yapisma ve bakterisidal bilesiklerin Gram-
negatif bakterilerin yiizeyine baglanmasi i¢in potansiyel hedef odakli hareket ederek

gerekli viriilans cevabini olusturmaktadir.

Antibakteriyel basingtan kagmak, bakteri mekanizmalarinda olusan
varyasyonlar veya antibiyotiklerin varligima yanit olarak porin ekspresyonu
diizenlenmesi, birgok bakteri tarafindan gelistirilen hayatta kalma stratejileridir.
Porinler diren¢ mekanizmalarinda da 6nemli bir role sahiptirler. Porinlerin sayisi ve
boyutu diger Gram negatif organizmalarla karsilastirildiginda A. baumannii dis zar

gecirgenliginde (%5 ten az) azalmayi kanitlayabilir (Marti ve ark 2006).

A. baumannii’de dis membran ile sitoplazmik membran arasinda kalan
periplazmik aralikta; proteaz, fosfataz, lipaz, niikleaz gibi hidrolitik enzimler ve
penisilin baglayici proteinlerin de aralarinda oldugu ¢ok sayida protein bulunmaktadir
(Seifert ve ark 1993). Gram negatif bakterilerde, periplazmik proteinler, enzimler,
LPS, DNA ve RNA gibi molekiillerden olugan dis membran vezikiilleri bulunmaktadir
(Lee ve ark 2017). Acinetobacter tiirleri 6zellikle OmpA, proteazlar, fosfolipazlar
dahil cesitli viriilans faktorlerini igeren dis membran vezikiilleri salgilamaktadir.
Bakteriler bu vezikiiller sayesinde doku yikici enzimleri igeren molekiilleri konak
hiicrelere ileterek hem konak immiin yanitindan korundugu hem de konak hiicresinde

sitotoksisiteye neden oldugu saptanmigtir (Russo ve ark 2010).

Acinetobacter baumannii’nin ana porini, dis membranda yer alan 1s1ya duyarl
bir protein olan ‘heat-modifiable protein (HMP-AB)’dir (Vila ve ark 2007). HMP-AB
geni, molekiiler kiitlesi 35 636 Da olan 346 amino asitlik bir proteini kodlar ve
monomerik porinlere benzer sekilde zarda birlesik durmaktadir (Gribun ve ark 2004).
Amino asit dizisinin analizi, Gram-negatif bakteriyel porinlerin tipik yapisini ortaya
cikarir: Oldukca negatif bir hidropati indeksi, hidrofobik kalint1 uzantilarinin yoklugu,
hafif negatif bir toplam yiik, diisiik kararsizlik indeksi, yiiksek glisin igerigi ve sistein

kalintilarinin yoklugu porinlerin genel yapisinda yer almaktadir.
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HMP-ABnin diger OMP'lerle sekans karsilastirmasi, Enterobacteriaceae
monomerik OMP A (OmpA) ve P. aeruginosa'nin OMP F (OprF) ile agik bir homoloji
ortaya c¢ikarmaktadir. OmpA, A. baumannii’de bulunan o6nceden tanimlanmis
fonksiyonel 6zellikleri iyi bilinen bir viriilans faktoriidiir. OmpA, sitokrom C ve
apoptozu indiikleyen “’b-barrel’’ olarak adlandirilan fi¢1 seklinde bir porindir. OmpA,
yiizey motilitesi ve biyofilm olusumu yoluyla A. baumannii’nin hayatta kalmasi

tizerinde dogrudan etkiye sahiptir (Lee ve ark 2017).

Bu porinler, yaklasik 800 Da'ya kadar p-laktamlarin ve sakkaritlerin
penetrasyonuna izin veren yavas porinler olarak bilinir (Nitzan ve ark 1999, Gribun ve
ark 2003). Bu aileye ait yavas porinler, kiigiik ¢6ziinen molekiillerin ¢ok daha yavas
difiizyonuna izin verirken E.coli' nin OmpF kanalindan gecemeyen ¢ok daha biiyiik
¢ozlinen molekiillerin diflizyonuna izin verir. Bu nedenle, klasik trimerik porinden
yoksun organizmalarda, bu ailenin proteini ana porin olarak islev goriir ve yiiksek

diizeyde ig¢sel dirence katkida bulunur (Nikaido 2003).

Acinetobacter baumannii’ye ait HMP-AB porini, antibiyotiklerin hiicre igine
girisi saglamaktadir. HMP-AB porinin kayb1 penisilin ve sefalosporinlere kars1 direng
gelismesine neden olmaktadir. Bu porinin asir1 ekspresyonu sefalosporinlerin hiicre
icine girigini artirarak, ampC enzimi varliginda bile sefalosporinlere kars1 duyarlilik

artisina neden olmaktadir (Vila ve ark 2007).

OmpA genini inakif etmek, birka¢ antibiyotik (kloramfenikol, aztreonam ve
nalidiksik asit) minimal inhibitér konsantrasyonlari1 (MIK) &nemli 6lgiide azaltir
(Smani ve ark 2014). OmpA, OMV’lerin biyogenezinin diizenlenmesinde yardimci
olmaktadir. Bunun yani sira OmpA, fibronektin ile etkilesime girerek epitel hiicrelere
yapisma ve invazyonda biiylik bir rol oynar. OmpA, yiizey motilitesi ve biyofilm
olusumu yoluyla A. baumannii’nin hayatta kalmasi tizerinde dogrudan etkiye sahiptir
(Lee ve ark 2017). A. baumannii’de bulunan Omp 33-Omp 36 proteinleri, suyun gegisi
icin koprii gorevi goriir ve apoptozu indiikleyerek patogenezde onemli bir rol

oynamaktadir (Rumbo ve ark 2014).
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2.5.2. Lipopolisakkaritler

Lipopolisakkarit (LPS), A. baumannii’nin dig membran yapisinda bulunan kilit
faktorlerden biridir ve LPS’lerin iceriginde endotoksik lipid A pargasi, oligosakkarit
¢ekirdek ve tekraralayan O - antijeni bulunmaktadir (Lee ve ark 2013).

Lipid A, LPS yapisinda yer alan immun sistemi uyarici bilesenidir ve biitiin
Gram negatif bakterilerde var oldugu disiiniilmekteydi. Son on yil iginde
Acinetobacter tiirlerinin; daha 6nce sadece Neisseria meningitidis ve Moraxella
catarrhalis’in lipid A’nin yoklugunda hayatta kalabilen yalnizca li¢lincii Gram negatif
patojen oldugu kesfedilmistir. Lipid A igermeyen A. baumannii ilk olarak in vitro
kolistin maruziyetine yanit olarak tanimlanmigtir (Moffatt ve ark 2010).

Diger Gram negatif patojenlerin aksine A. baumannii bir lipid A yapisinda
bulunan palmitoil transferaz (PagP) homologunu kodlayamaz; bu nedenle, heksa-
acillenmis lipid A’nin modifikasyonu, sentez sirasinda bir ve iki lauril agil zincirinin
eklenmesi yoluyla gerceklesir (Boll ve ark 2015, Lopalco ve ark 2017). Bu
modifikasyon, katyonik antimikrobiyal peptidlere daha direngli, Toll-benzeri
reseptoric (TLR4) daha az uyaran ve kurutucu sag kaliminda rol oynayan hepta-

acillenmis lipid A ile sonuglanir (Boll ve ark 2015).

LPS, makrofajlardan timor nekroz faktorii ve interlokin-8 (IL-8)’in
salinmasin1 indiikleyen, bu sayede bakterinin patojenitesine katkida bulunan
immiinoreaktif molekiillerdir (Rossi ve ark 2016) ayrica Toll-benzeri reseptor 4
(TLR4) aracili makrofaj uyariminda oldukc¢a 6nemli olan immiinoreaktif molekiildiir.

(Lin ve ark 2012).

LPS’deki modifikasyonlar, kolistin gibi antimikrobiyal ajanlara duyarlilig
azaltmaktadir (Chin ve ark 2015).

2.5.3. Kapsiiler Polisakkaritler

Kapsiiler polisakkaritler biyofilm olusumunda, 6karyotik hiicrelere yapismada,
antimikrobiyal direngte, klinik A. baumannii izolatlarinin bir kismi tarafindan eksprese
edilen ve konakg1 serumun oldiiriilmesine karsi koruma sagladigi bilinen énemli bir

viriilans faktorlerinden biridir. A. baumannii’nin ekzopolisakkarit {iretimini
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antibiyotiklerin MIK degerlerinin altinda arttirdig1 ve bu asiri iiretimin geri doniisiimlii

oldugu, mutasyonel olmadig1 gosterilmistir (Geisinger ve Isberg 2015).

A. baumannii genomu igerisinde Kkapsiiler polisakkaritlerin tiretimini
belirleyebilen K lokus adi verilen korunmus bir gen kiimesi bulunmaktadir (Liou ve

ark 2014).

K lokus polisakkaritleri bazi subinhibitor konsantrasyonlardaki antibiyotiklere
yanit olarak kapsiil iiretimini arttirdigs ile birlikte ¢oklu antibiyotiklere karst direnci
kolaylastirdig1 tespit edilmistir. K lokus genlerinin ekspresyonu da, BfmRS iki
bilesenli diizenleyici sistem tarafindan diizenlenmektedir. Kapsiil iiretimi, belirli
antibiyotikler (kloramfenikol ve eritromisin) olmak {izere ¢evresel uyaranlara yanit
olarak iki bilesenli diizenletici sistem olan BfmRS tarafindan negatif olarak diizenlenir
ve bu da artan ekspresyon ve antimikrobiyal direngle sonuglanir. BfmS geni ayrica
Okaryotik hiicrelere tutunma ve biyofilm olusumunda da rol oynayan faktordiir

(Geisinger ve Isberg 2015).

Kapsiil polimerizayonu i¢in gerekli olan baska genlerde bulunmaktadir. “ptk”
ve “epsA” genlerinin inaktive edilmesiyle yapilan bir aragtirmada kapsiil yapisinin
bozuldugunu, serum direncinin ve yumusak doku enfeksiyonlarinin engellendigi

goriilmiistiir (Russo ve ark 2010).

A. baumannii‘ de polisakkarit yapida kapsiil bulunmaktadir ve bu kapsiil
bakterinin fagositozdan korunmasinda rol alir, kompleman sisteminin aktivasyonunu
onler ve bakterinin virlilansina katkida bulunur. Kapsiilin hiicre yiizeyi
hidrofobisitesini arttirdig1 ve tibbi aletlere yapigsmada rolii oldugu bilinmektedir (Winn
J 2006).

2.5.4. Fosfolipazlar

Fosfolipazlar (PL), fosfolipid metabolizmasinda rol oynayan, bir¢ok bakteride
virlilans faktorii olan bir lipolitik enzimdir. Genel olarak PLA, PLC ve PLD olarak
smiflandirilir. Fosfolipit yapinin bozunmasi, konak hiicrenin membran stabilitesini
etkiler ve konak immiin yanitinda degisikliklere neden olabilmektedir (Flores-Diaz ve
ark 2016).
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PLC ve PLD enzimleri A. baumannii’de tanimlanmis viriilans faktorleridir
(Stahl ve ark 2015). A. baumannii ATCC 17978 susunda yapilan bir ¢alismada, bakteri
susunda iki PLC geni (A1S-0043, A1S-2055) bulunmus ve A1S-0043 geninin
inaktivasyonu ile epitel hiicrelerinde sitotoksik etkinin azalig1 gozlenmistir (Fiester ve

ark 2016).
2.5.5. Protein Sekresyon ve Salgi Sistemleri

Gram negatif patojen bakterilerinin gogunda oldugu gibi A. baumannii, ¢cevreye
ve konaga adaptasyonu kolaylastirmak i¢in protein {iriinlerini salgilar. Genel
sekresyon sistemleriyle hedef proteinleri periplazmik araliga tasir ya da twin arjinin
transport sistemiyle hedef proteinleri hiicre disina transfer eder. Salgilanan proteinler,
enfekte dokulardaki mikrobiyal ¢ogalmada ve konak savunmasini manipiile etmede
onemli rolleri nedeniyle terapdtik hedef olarak dikkat ¢ekmektedir (Korotkov ve ark
2012).

Bugiine kadar Acinetobacter tiirlerinde bes salg1 sistemi (tip I, I, IV, V ve VI)
tamimlanmustir (Weber ve ark 2017).

Tip I salgilama sistemi (T1SS), mebran flizyon proteinidir. D1 membranda
ATP baglayici transporter islevi gorerek proteinleri sitozolden hiicre dis1 ortama
tastyan Uglii bir sistemdir. Birgok T1SS substrati tanimlanmis ve bunlar hastalik

slireciyle baglantis1 gozlenmistir (Harding ve ark 2017).

Tip II salgilama sistemi (T2SS) birgok bakteride tanimlanmis ilk sekresyon
sistemi olarak bilinen, i¢ ve dis membrana yerlesik bir multiprotein kompleksidir
(Harding ve ark 2016). T2SS, dort alt gruptan ve 12-15 proteinden olusan kompleksle
birlikte bir psddopilus, bir i¢ zar platform diizenegi, bir dis zar kompleksi ve bir salgi
ATPaz yapisindan olusur (Campos ve ark 2013). Gram negatif patojen
biyopolimerlerin bozunmasiyla baglantili proteinlerin yan1 sira toksinlerin ihract igin
T2SS'yi kullanir; bu nedenle, T2SS, ¢evresel nise bagli olarak bakteriler icin hem
patojenik hem de hayatta kalmalarina yardimci olmaktadir (Tauschek ve ark 2002).

Tip IV salgilama sistemi (T4SS), DNA, plazmitler ve diger mobil genetik
elemanlarin konjugatif transferinden sorumludur (Smith ve ark 2007, Liou ve ark
2014).
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Tip V salgilama sistemi (T5SS), bir ototransporter salgt sistemidir
[Acinetobacter trimeric autotransporter (Ata)]. Yardimet herhangi bir enerji formuna

ihtiya¢ duymadan salgilama yetenegine sahiptir (Elhosseiny ve Attia 2018).

Tip VI salgilama sistemi (T6SS), hem 6karyotik hem de prokaryotik hiicreleri
hedefleyebilir, ancak Acinetobacter’de T6SS yalnizca diger bakterileride hedef alir,
peptidoglikan hidrolazlar, niikleazlar veya hiicre zarlarini hedefleyerek bir dizi toksin
salgilar (Elhosseiny ve Attia 2018). A. baumannii bakteriyel rekabet i¢in T6SS kullanir
(Carruthers ve ark 2013, Weber ve ark 2013).

2.5.6. D1s Memran Vezikiili (OMYV)

Gram negatif bakterilerde periplazmik proteinler, enzimler, LPS, DNA ve
RNA gibi molekiillerden olusan dis membran vezikiilleri bulunmakla birlikte protein

salgisinin 6zel bir 6rnegi olan OMV’ler, bakteri digs membranindan balonlasarak olusur

(Haurat ve ark 2015).

Birgok bakteri tiirlerinde oldugu gibi A. baumannii izolatlarinda da 6zellikle
OmpA, proteazlar, fosfolipazlar gibi ¢esitli viriilans faktorlerini de i¢ceren dis membran
vezikiilleri salgilamaktadir. Bakterilerin bu vezikiiller sayesinde doku yikic1 enzimleri
iceren molekiilleri konak hiicrelere ileterek hem konak immiin yanitindan korundugu
hem de konak hiicresinde sitotoksisiteye neden oldugu gozlemlenmistir (Jin ve ark
2011).

Acinetobacter’deki OMV’ler {izerine yapilan birka¢ caligmada, yatay gen
transferi, antibiyotik direnci ve viriilans iliskili bir¢cok etki de kilit rol aldig1 tespit
edilmistir. Acinetobacter tiirlerinde, viriilans proteinleri, antibiyotik direng genlerini
iceren ¢esitli OMV tiirleri tammlanmistir (Kwon ve ark 2009). A. baumannii dis
membran vezikiilleri, yatay gen transferleri ve antibiyotik direncinin yayilmasi ile
karbepeneme direngli olmayan A. baumannii ATCC 17978 susu, direngli klinik
izolatlar ile ayn1 ortamda inkiibasyona birakildiginda, karbapenem direnci kazanmis
ve OXA-24 geni barindiran orijinal plazmidlerin varlig: tespit edilmistir (Lee ve ark
2017).
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OMV’ler, konakta bagisiklik yanitim1 giiclii uyarabildikleri ve yapilan ast
uygulamalarinda koruyucu etki olusturabildikleri i¢in yeni ilaglarin ve asilarin

gelistirilmesinde 6ne ¢ikmaktadir (McConnell ve ark 2011).
2.5.7. Demir Kazanim Mekanizmalari

A. baumannii metabolik etkileri ile hiicresel savunma mekanizmalarindan
kacarak enfektetif olmak i¢in kolonize olmak zorundadirlar. Bakteriler ¢ogalmalari
esnasinda ihtiya¢ duyduklari demiri konak hiicreden emilimi ile kendi metobolik
faaliyetlerinde kullanabilmektedirler. Fakat demir, insan viicudunda serbest
tasinmamas1 nedeniyle bakteride siderofor adi verilen protein yapilar tarafindan
tiretilir. Siderofor demiri baglayarak hiicre igine alimi saglar, hiicre digi demiri
azaltarak konak savunma mekanizmalarindan kagip kolonize olmay1 kolaylastirir ve

enfekte konakta hiicre hasaria neden olan bir virtilans faktortidir (Asik 2011).

Acinetobacter sideroforu “acinetobactin” olarak adlandirilir. NfuA, Fe-S
proteini de demir selasyonuna katilan ve oksidatif strese hiicre yanitinda rol oynayan,
A. baumannii i¢in bir viriilans faktort olarak tanimlanmistir. NfuA mutant1 bakteriler,
hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen radikallerine daha duyarhdir ve insan epitel

hiicrelerinde biiyiime hiz1 6nemli dl¢lide azalmigtir (Zimbler ve ark 2012).
2.5.8. Penisilin Baglayic1 Protein 7/8 ve p-laktamaz

Bakteriyel peptidoglikan, ¢capraz bagli N-asetilglukozamin ve N-asetilmuramik
asit glikan zincirlerinden olusur. Bakteri seklini saglayan kritik bir hiicre yapisidir ve
cesitli fiziksel kuvvetlere direnmede etkilidir. Penisilin Baglayici Protein( PBP)’ler,
yiiksek veya diisitk molekiiler kiitleye sahip olmalarina gore siniflandirilmaktadir.
Yiiksek molekiiler kiitleli PBP'ler, peptidoglikan polimerizasyonunu ve dnceden var
olan hiicre duvarina yerlestirmeyi miimkiin kilar (Macheboeuf ve ark 2006). Disiik
molekiiler kiitleli PBP'ler hiicre ayrilmasina ve peptidoglikan yeniden sekillenmesine

katkida bulunur (Vollmer ve ark 2008).

PBP’ler B-laktam antibiyotiklere direncle ilgili olmalarina karsin, “pbpG” geni
tarafindan kodlanan PBP 7/8, A. baumannii’de bir viriilans faktorii olarak
bulunmustur. PbpG mutant suslarinin PBP 7/8 kaybi ile peptidoglikan yapisinin

bozuldugu diisiiniilmiis ve bu suslarin insan serumunda biiyltime hizinin azaldigi, sigan
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deneylerinde gozlemlendigi gibi yumusak doku enfeksiyonu olusturdugunu ve
pnémoni modellerinde sagkalimi 6nemli Glglide azalttigi goriilmiistiir (Russo ve ark

2009).
2.5.9. Pili/Hareket Sistemi

A. baumannii flagelladan yoksun ve hareketsiz tanimlanmaktadir. Yakin
zamanda yapilan genom analizinde flagella genlerinin bulunmadigi dogrulanmistir.
Bakteride swimming (ylizme) ve swarming (yayilma) hareketininde olmadiginida

distindiirmiistiir (Clemmer ve ark 2011).

Yapilan caligmalar ACB kompleksine ait bakterilerin hareket yeteneginin
oldugunu gostermistir (Barker ve Maxted 1975). A. baumannii suslari, iki bagimsiz
hareket formuna sahiptir: yiizeyle iliskili hareketlilik (surface-associated motility) ve
segirme (twitching) hareketliligi. Segirme hareketi bir¢ok hareketli bakteride
gozlemlenmistir. A. baumannii segirme hareketi, tip IV pilinin bakteri hiicrelerini
tekrarlayan ileri-geri ¢ekme hareketi ile agar ylizeyinde karigik dallanmalar
olusturmasi seklindedir (Harding ve ark 2013).

Bu hareket yeteneginin organizmanin yar1 kati ve bazi abiyotik ylizeylerde
hizla yayilmasini sagladigi gosterilmistir (Eijkelkamp ve ark 2011). Segirme hareketi
saglayan Tip IV pili i¢in gerekli genler pilA-C, pilF, pilMQ, pilW, pilZ, pilR-T A.
baumannii genomunda tespit edilmistir. Tiim genom analizi yapilan A. baumannii
suslarinda birden fazla Tip IV pili iliskili gen varlig1 da gosterilmistir (Clemmer ve ark
2011, Harding ve ark 2013). A. baumannii’de tip IV pili sistemi ve Csu pili sistemleri
tanimlanmistir. Tip IV pili, bakterilerin motilitesini diizenleyen, Csu pili ise hiicre
adezyonu ve biyofilm olusumuna katkida bulunan ipliksi ekstraselliiler yapilardir
(Weber ve ark 2015).

Ayrica klinik 6rneklerde PilA kodlayan gen ile segirme hareketliliginin
derecesi arasinda pozitif bir korelayon gézlemlenmistir (Clemmer ve ark 2011,
Eijkelkamp ve ark 2011, McQueary ve ark 2012).

Bakterilerdeki hareketlilik sistemi ¢oklu sinyal iletim yollartyla diizenlenir.

Isik (6zellikle mavi dalga boyunda), demir mevcudiyeti ve stres gibi cesitli gevresel
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faktorlerin A. baumannii’deki hareketliligi etkiledigi gosterilmistir (Mussi ve ark
2010).

A. baumannii yiizeyle iliskili hareketliligi goriiniis olarak Pseudomonas
aeruginosa’nin yayilma hareketliligine ¢ok benzemektedir. Ancak yayilma hareketi
flagella ile olusmaktadir ve A. baumannii’nin flagellasi bulunmamaktadir. Simdiki
caligmalarda A. baumannii yiizeyle iliskili hareketliligin 1,3-diaminopropan (DAP)
sentezine, QS ve lipooligosakkarit tiretimine dayandigi gosterilmistir (Kearns 2010,
McQueary ve ark 2012).

A. baumannii ‘de olusan viriilans bakterinin antibiyotiklere karsi ¢oklu direng
gostermesi ile birlikte biyofilm olusturma yetenegiyle de artis yapmaktadir. A.
baumannii 6rneklerinin biyofilm olusturmasinda farkli proteinleri kodlayan genlerin
(csgA ve csuE geni ) ve dis membran protein geni (ompA) Onem tasidigi
varsayllmaktadir. Sadece csuE geninin inaktivasyonunun pili liretimini ve biyofilm

olusumunu ortadan kaldirdig1 kesfedilmistir (Altinok ve ark 2020).

Biyofilm olusturma yetenegi (fimbria ve pili nedeniyle) A. baumannii
enfeksiyonlarinin hastalik  siirecini  agirlastirmaktadir. Abiyotik  yiizeylere ilk
baglanmadan sonra, pili montaji1 ve biyofilm ile iligkili protein (bap) yiizey yapisma
proteininin sentezi, biyofilmin baslatilmasinda ve olgunlasmasinda 6nemli bir rol
oynar. Biyofilm hem biyotik hem de abiyotik yiizeylerde A. baumannii yapigmasini
ve uzun siireli kalmasinda etkilidir. Tibbi ekipman ve cevresel ylizeyler gibi abiyotik
yiizeylere yapisma; hiicrelerin yapisma kapasitesi ve OMP mRNA'larinin ekspresyon
seviyesi, A. baumannii patogenezi i¢in belirleyici viriilans faktorleridir. Ek olarak,
OmpA epitel hiicreleri gibi biyotik yiizeylerde biyofilm olusumuna katkida bulunur ve
hiicre yiizeyindeki fibronektin ile etkilesime girerek akciger epitel hiicrelerine bakteri
yapismasina aracilik eder ve insan epitel hiicrelerinde apoptozu indiikleyebilir

(Richards ve ark 2015, Sato ve ark 2017) .
2.5.10. Hemolitik Aktivite

A. baumannii genel olarak hemolitik olmayan bir tiir olarak kabul edilmesine
ragmen, tim genom analizinde viriilansta rol oynayan hemolizinleri / hemaglutininleri
kodlayan genlerin oldugu tespit edilmistir. Bu genlerin ekspresyonu kanli agar

plaklarinda ve sivi vasatlarda da gosterilmistir. Yapilan bir ¢alismada 6zellikle A.
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baumannii suslarinin hemolitik aktivitesinin, s1vi ortamda agar plaklarindan ¢ok daha
belirgin oldugu, ayrica koyun eritrositleri degil de, at kami kullanilarak tespit
edilebilecegi kanitlanarak gosterilmistir. Bu farkliliktan dolayr A. baumannii’nin
tarihsel olarak hemolitik olmayan bir bakteri olarak kabul edildigi belirtilmistir
(Bouvet ve Grimont 1987, Antunes ve ark 2011).

2.5.11. Biyofilm Olusturma

Biyofilm 1980’li yillarda ilk olarak dis plaklarinda gézlemlenmistir. Biyofilm
tabakasi, mikrobiyel hiicre yogunlugunun belirli bir esik diizeyine ulastiktan sonra
cogunluk algilanmasi ile olusan, dis kosullara olduk¢a dayanikli olmasiyla birlikte
yiizey lizerine sikica tutunma yetenegine sahip yapidan olugsmaktadir. Baz1 biyofilm
tabakalar1 herhangi bir yiizeye tutunma gereksinimi gostermeden, serbest haldeyken
de patojen formatini koruyabilmektedir. Konakg1 olarak insan viicudunu kullaniyorsa
bulundugu organ ve ortam kosullart hem patojenitesini hem de davranis sekillerini
etkilemekte, biyofilm tabakasinin da genel 6zelliklerini belirlemektedir (Bjarnsholt ve
ark 2013).

Biyofilm olusturma aktivitesi tiim ekstrem ortamlarda, canli rezervlerde ve
cansiz ylizeylerde bulunan yaygin bir bakteriyel 6zelliktir. Bir biyofilm popiilasyonu
icinde, farkli metabolik yollar, stres tepkileri ve diger spesifik biyolojik aktiviteler
ifade eden cesitli genotiplere ve fenotiplere sahip hiicreler yan yana yerlesik olarak
bulunabilmektedir. Bu genetik ve fizyolojik heterojenlik disinda katkida bulunan diger
mekanizmalar arasinda mikro o6l¢ekli kimyasal gradyanlar, bulundugu cevresel
kosullara olusan adaptasyon, stokastik gen ekspresyonu ile birlikte mutasyon ve
seleksiyon yoluyla meydana gelen genotipik varyasyonlarda yer almaktadir.
Biyofilmler kimyasal gradyanlar olusturan siirecleri, bakterilerin bu gradyanlara
adapte olurken genetik ve fizyolojik tepkilerini ve biyofilmlerdeki bakterilerin mikro

6lgekli fizyolojik heterojenlikleri gézlemlenmistir (Stewart ve Franklin 2008).

Sicaklik, ozmolarite, demir konsantrasyonu, besin mevcudiyeti, biyofilmlerin
olustugu malzemelerin kalitesi, 151k ve ortamin asidik olmasi biyofilm olusumunu

etkileyen en 6nemli ¢evresel unsurlardir (Toyofuku ve ark 2016).

Fiziksel ve kimyasal ortamlardaki ¢evresel degisikliklerin fenotipik 6zellikler

ve temel islevlerin ifadesi iizerinde islevsel etkisi vardir. A. baumannii, biyotik ve

25



abiyotik yiizeylere tutunmasinda ve biyofilm olusturmasinda ilgili viriilans genlerine
ve proteinlere sahiptir. Biyofilmlerin olusumu, ¢esitli hiicre 6zelliklerinden etkilenen
karmasik bir siirectir. A. baumannii ‘de biyofilm olusumu, hiicre yiizeyi, yilizey
hidrofobikligi, yiizey yiikii, yapisma proteinleri ve hiicre dis1 polimerik bilesiklerin
timii ve oksijen iceriginden etkilenmektedir. Biyofilmlerinin tiretimi iginde bu etkiler

onemli bir fonksiyondur (Eze ve ark 2018) .

Tim viriilans faktorleri arasinda biyofilm, A. baumanniii¢in etkili bir
mekanizmadir. Biyofilm bu bakteri tiirii i¢in ¢oklu antimikrobiyallere karsi toleransh
hale getirirken, onlar1 ¢oklu ilaca direngli hale getiren zorlu gevresel kosullar altinda
hayatta kalmak i¢in bir yalittim saglamaktadir (Rao ve ark 2008). Bu nedenle,
bakterileri ¢evreleyen biyofilm matrisi, mikroplarin asir1 kosullara dayanmasina ve
antibiyotik  tedavilerine direnmesine neden olmaktadir. Sonu¢ olarak, A.
baumannii biyofilmi ile iliskili enfeksiyonlarin tedavisi mevcut ilaglarla yeterli
olmamaktadir (Roy ve ark 2018).

Biyofilm Yapisi

Bakteriyel  ekzopolisakkaritler ~ (EPS) yiiksek  molekiiler  agirlikli
biyopolimerlerdir. Yapisal olarak esas bileseni karbonhidrat kismindan olusurken
piruvat, asetat, sliksinat ve fosfat gibi karbonhidrat olmayan her bakteri tiiriine ya da
cevresel unsurlar ile igerigi degisen stabil olmayan hiicre dis1 polimerik maddelerdir
(Nwodo ve Okoh 2013). Bu metabolitler polisakkaritler, proteinler ve hiicre dist
DNA'dan olusan bir kendi kendine iiretilen hiicre dis1 polimerik maddenin matrisi
icinde diizenlenen yapigkan mikroorganizma kiimelerinden olusur (Wingender ve

Flemming 2011).

Bir bariyer gorevi gérmesine ragmen EPS, besin maddelerinin biyofilme
gomiilii tiim hiicrelere iletilmesini saglamak icin islevsel bir mimariye sahiptir
(Stoodley ve ark 2002). Biyofilmlerin mimarisi EPS bakteriyel hareketlilik, hiicreler
aras1 iletisim ve c¢evresel kosullar dahil olmak tizere ¢esitli faktorlerden
etkilenebilmektedir. Tiim bu degiskenler bireysel tiirlerin iiretebilecegi biyofilmlerin
gelisimini, seklini ve miktarmi etkiler. Bazi ortak strateji gostermelerine ragmen,
Gram-negatif bakteriler, Gram-pozitif bakterilere kiyasla yapisal farkliliklari

nedeniyle biyofilm olusumunda farkli 6zellikler gelistirmistir. Gram-negatif
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bakterilerin duvar yapasi, hiicre zarflar1 bir i¢c (IM) ve bir dig zar (OM) igeren ve bu
zarlarin arasinda bir periplazmik bosluga sahip olan didermik hiicrelerdir. Hiicre

zarflarinin ve hiicre dis1 uzantilarinin 6zellikleri, biyofilm olusumunda kritik rol oynar

(Pompilio ve ark 2021).

Biyofilmlerin immiin savunmalari ve antibiyotikleri barindirmaya karst zayif
duyarliligi, EPS'nin bariyer etkisinden kaynaklanacagi gibi antibiyotik direncinde yer
alan genlerde dahil olmak {iizere fenotipik, metabolik ve biiylime degisiklikleriyle
sonuglanan gen ekspresyonundaki 6nemli degisikliklerden de kaynaklanabilir (Hall ve

Mah 2017).

EPS'min antibiyotiklerin bakteri topluluguna erisimini engelledigi One
stiriilmiistiir. Klinik izolatlarin cogunda MDR paterni sergileyen gii¢lii biyofilm olan

bu bakteride MDR ve biyofilmler arasinda gii¢lii bir iligki vardir (Niu ve ark 2008).
Biyofilm Olusum Mekanizmalari

Ik bakteri baglanmasi substratin genel fizyokimyasal kuvvetleri ve bakteri
hiicre zarfi tarafindan yonlendirilir (Jamal ve ark 2018). Birincil temastan sonra
spesifik veya spesifik olmayan hiicre yiizeyi adezinlerin katilimi, mikrokolonilerin

olusumuna yol agan geri doniisii olmayan bir baglanmay tetikler (Berne ve ark 2015).

EPS matrisi ilk yapismay1 diizeltir, ardindan mikrobiyal hiicrelerin cogalmasi
baslar ve biyofilmin (yani mikro-koloni) temel yapisal birimi meydana gelir. Mikro
koloni i¢indeki veya mikro koloniler arasindaki hiicrelerin yakinlidi, substrat
degisiminin yani sira ana metabolik iirlinlerin dagiliminda ve metabolik son iiriinlerin

atiliminda 6nemli bir rol oynar (Nwodo ve Okoh 2013).

Ik biyofilm baglanmasmin inhibisyonu, biyomateryallerin kimyasal ve
degisen fiziksel oOzelliklerinin degistirilmesine aracilik ederken, biyofilmlerin
¢ikarilmasi, matris bozundurucu enzimler, yiizey aktif maddeler, fiziksel kuvvetler ve
amino asitler, serbest yag asitleri ve nitrik oksit donorleri aracilifiyla yapilir. Ayrica,
cekirdek sondiirme stratejisi ile biyofilm inhibisyonu, QS sinyallerinin bozunmasi,
sinyal molekiillerinin antagonize edilmesi, sinyal sentezinin inhibisyonu, sinyal

transdiiksiyonu ve sinyal tasinmasi yoluyla gerceklestirilir (Subhadra ve ark 2019).
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Biyofilm olgunlagsmasi, geri doniisiimsiiz olarak baglanan hiicrelerin besin
kaynagimmin cesidine bagli olarak daha organize ve karmasik bir yapt ve sekil
gelistirdiginde meydana gelir. Mikrobiyal hiicreler, otomatik indiikleyiciler olarak
bilinen sinyal molekiillerini kullanarak popiilasyon yogunluklarini kontrol etmek i¢in
cekirdek algilama olarak bilinen hiicreden hiicreye sinyal mekanizmasi araciligiyla
birbirleriyle iletisim kurar (Stewart ve Franklin 2008). Nisap algilama ayrica biyofilm
kolonisinde uygun mutasyonlarin iletilmesine yardimci olur, kaynaklara erisimi
tyilestirir ve antibiyotik toleransina katkida bulunur. Bu asamada, matris ayrica suyla
dolu ve bir dolasim sistemi gorevi goren ara bosluklar (kanallar) iretir (Hannan ve ark
2010).

Son olarak, sapsiz form hareketli forma doniisiir; yani biyofilmin dagilmasi
durumu olusur. Biyofilmin ayrilmasi/dagilmasi oksijen veya besin agligi ve EPS'nin
sakkarolitik enzimler tarafindan c¢oziinmesi ile baglatilir ve bakteri yiizeyinin

kolonizasyon i¢in yeni bir yere salinmasina izin verir (Jamal ve ark 2018).

Organizmanin fenotipinden bagimsiz olarak biyofilm olusumunun bes asamali

dongii olarak yukarida anlatilanlarin 6zeti olarak su sekilde siralanabilir.

Asama I: Saniyeler siiren ve muhtemelen c¢evresel sinyallerle tetiklenen geri
dontisiimli baglanma agamasidir. Bu sinyaller organizmaya gore farklilik gostermekle
birlikte besin maddelerinin konsantrasyonlari, pH, sicaklik, oksijen ve demir
konsantrasyonu ve ozmolalitedeki degisiklikleri icerir. Asama I sirasinda, bakteri

hiicreleri logaritmik bir biiylime gosterir.

Asama II: Geri doniigsiiz baglanmayla karakterizedir ve asama I' den dakikalar
sonra baslar ve hiicre kiimeleri olusarak hareketlilik azalir. Bu asamanin sonuna dogru,
besinleri ve planktonik bakterileri yakalayabilen ekzopolisakkarit (EPS) tabakasi

uretilir.

Asama III: Hiicre topluluklarinin tabakalasmaya baslayip 10 um' den daha
bliyiik boyuta ulastig1 evredir. Bu asama ayn1 zamanda maturasyonun ilk basamagi
olarak da adlandirilir. Biyofilmler bu asamada organize olarak ii¢ boyutlu yap:

kazanmaya baslar.
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Asama IV: Biyofilmlerin, genellikle 100 um' den daha biiylik olan nihai
boyutlarna ulagtigi maturasyonun ikinci fazidir. Bu asamaya ulasmak birkac giin

siirer. Bu fazda hiicre kiimeleri substrattan uzaklasir, ancak EPS' de tutulmus halde
kalir.

Asama V: Hiicrelerin dispersiyonunun (dagilim) gozlendigi evredir. Bu
asamada bakterilerin bir kismi1 planktonik fenotip gelistirir ve biyofilmden ayrilir. Evre

V, Evre IV' ten birkag giin sonra baslar.

Daha fazla hiicrenin baglanmasi ve ¢ogalmasi, hiicre dis1 polisakaritler ve diger
maddeler iiretmeye baslayan daha karmasik mikrokoloni yapilart ve nihayetinde

biyofilmin son mimarisini olusturur (Wingender ve Flemming 2011).
Biyofilm Olusumunu Etkileyen Faktorler

Biyofilm olusumunun modiilasyonu, bakterinin bulundugu yiizey ve
programlanmis ¢ok adimli siiregte yer alan hiicresel bilesenler kadar gesitlidir (Gaddy

ve Actis 2009).

A. baumannii'nin biyofilm olusumunda rol oynayan ¢esitli viriilans faktorleri
bulunmaktadir; dig zar proteini A (OmpA), biyofilm iligkili protein (bap), hiicre dist
ekzopolisakkarit (EPS), iki bilesenli bir sistem (BfmRS) tarafindan diizenlenen
CsuA/BABCDE pilus saperon sistemi, poli--(1,6) -N-asetil glukozamin (PNAG) ve
cekirdek algilama sistemi. Abiyotik yiizeylerde A. baumannii'nin biyofilm siirecinin
olusumu, ¢oklu ilag direnci ve hiicre dis1 polisakkarit poli-p- 1,6 -N-asetil glukozamin
(PNAG) OmpA gibi viriilans faktorlerinin ifadesi ile pozitif bir korelasyona sahiptir
(Thummeepak ve ark 2016, Goudarzi ve ark 2019).
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Sekil 2. Biyofilmi etkileyen faktorler (Saipriya ve ark 2020)

-Dis Zar Proteini A (OMPA)

A. baumannii'nin major porini olan dis zar proteini OmpA, fibronektin ile
etkilesim yoluyla epitel hiicrelerine tutunma ve invazyonda 6nemli bir rol oynar. Bu
protein ayrica A. baumannii’ nin serum direnci, biyofilm olusumu ve kaliciligi,
apoptoz indiiksiyonu ve antimikrobiyal direncinde rol oynar (Dahdouh ve ark 2017,

Chapartegui-Gonzalez ve ark 2018).

OmpA, mitokondriye yerlesir ve epitel hiicrelerinin apoptozunu ve yiizey
hareketliligi ve konakg1 hiicrelerde sitotoksisiteyi indiikler (Choi ve ark 2005, Choi ve
ark 2008). Hem biyofilmle iligkili proteinler hem de OmpA proteini, A. baumannii'
de biyofilm olusumunda rol oynar (Loehfelm ve ark 2008, Gaddy ve Actis 2009) .

-Biyofilm ile iliskili protein (Bap)

Biyofilm olusumu ve ardindan olgun biyofilm i¢inde hiicreler aras1 yapismada

rol almaktadir (Loehfelm ve ark 2008).
-Lipopolisakkarit (LPS)

Konagin bagisiklik tepkisinden kaginma, katyonik antimikrobiyal peptitlere
direng, konak¢i enflamatuar tepkisini tetikleme, TLR4 sinyalini ve kuruma

sagkalimini azaltmaktadir.
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A. baumannii' nin hiicre yiizeyindeki lipid A asilasyonunun gii¢clendirilmesi,
katyonik antimikrobiyal peptit direncini ve kuruma sagkalimini desteklemektir (Luke
ve ark 2010, Bonnichsen ve ark 2015).

-Penisilin baglayici protein 7/8 (pbpG)

Peptidoglikanin biyosentezi, hiicresel stabilite ve serumda biiyiimede etkilidir.
PBP-7/8'in hiicre duvarmin yeniden sekillenmesinde rol oynadigi diisiiniilmektedir

(Russo ve ark 2009).
-Dis zar vezikiilleri (OMYV)

Hiicre sitoplazmasint barindirmak icin viriilans genlerinin saglanmasi ve
bakteri hiicreleri arasinda genetik materyalin aktarilmasinda gorevlidir (Jin ve ark

2011).
-Fosfolipaz D

Fosfolipaz D'nin inaktivasyonu A. baumannii patogenezini azaltir. Bakterilerin
in vivo hayatta kalmasi, serum direnci ve bakterilerin yayilmasinda etkilidir (Jacobs

ve ark 2010).
-Fosfolipaz C

Insan kirmizi kan hiicrelerine kars1 hemolitik etki sergilemek ve demir alimina
yardimct olmaktadir. Demirle diizenlenmis fosfolipaz C aktivitesi, A. baumannii’

nin sitolitik aktivitesine ve viriilansina katkida bulunur (Fiester ve ark 2016).
-Sidefor ( Acinetobaktin ) aracili demir toplama mekanizmasi

Konakg¢1 bakterinin hayatta kalmasi i¢in demir saglar ve hiicre Oliimiini

indiikler (Mihara ve ark 2004, Gaddy ve ark 2012).
-Kapsiil

Katyonik antimikrobiyal peptit direncinin yani sira serum direncine ve in vivo

sagkalima aracilik eder (Geisinger ve Isberg 2015).
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-Poli-p-1-6-N-Asetilglukozamin (PNAG)

Biyofilm olusumu, hiicre-hiicre yapismasi ve ayrica dogustan gelen konak
savunmalarina kars1 koruma saglamaktadir. Acinetobacter baumannii'nin pgaABCD
lokusu, biyofilm olusumu igin kritik olan Poli-f-1-6-N-asetilglukozamin tiretimini
kodlar (Choi ve ark 2009).

-ki bilesenli bir sistem (BfmRS) tarafindan diizenlenen CsuA/BABCDE

pilus saperon sistemi

Csu pilus saperon sistemi islevsel olarak biyofilm olusumu ve hiicresel
morfolojiyi diizenlemektedir (Tomaras ve ark 2008). A. baumannii ATCC 19606
susunda bulunan ve pilus yapimina neden olan CsuA/BABCDE operonu yiizeye
tutunma ile birlikte biyofilm yapimi i¢in gerekli oldugu gézlemlenmisitir. Baska bir
operon olan poli N-asetil glukozamin (pgaABC)’in de biyofilm yapiminda roli oldugu
saptanmigtir (Wright ve ark 2017).

Csu operonu iki bilesenli bir sistem BfmRS tarafindan kontrol edilir ve BfmR
inaktivasyonu, bu operon ifadesini ve bu nedenle pili ve biyofilm olusumunu ortadan
kaldirmaktadir (Tomaras ve ark 2008). Pilus saperon sistemi abiyotik yiizeylerde
biyofilm olusumunu desteklemektedir (Tomaras ve ark 2003). Biyofilm olusumu,
abiyotik ylizeylere yapigsmayla ilgili pililerin birlestirilmesi ve iiretilmesi i¢in gerekli
olan CsuA/BABCDE pilus saperon sistemi (bfmS/bfmR) kompleksinin
ekspresyonunu gerektirir (Dorsey ve ark 2002). Bu transkripsiyonel diizenleyici
sistem, polistiren yiizeylerde hiicre tutunmasi ve biyofilm olusumunda gerekli olan pili
tiretiminden sorumlu CsuA/BABCDE pilus saperon diizenleyici Sistemini

aktiflestirmede gorev alir (Tomaras ve ark 2008).

A. baumannii’nin ylizeye tutunmayla birlikte biyofilm olusturma mekanizmasi
genis alan1 kapsayan hiicresel faktorlerin varligr ile birlikte ¢evresel faktorlere de
baglidir. Biyofilm olusumunu etkileyen faktorler devamli olarak birbiri ile etkilesim
icindedir. Biyofilm yapiminda iliskili protein (bap), dis zar proteini A (ompA),
blaPER-1, CSUA/BABCDE pilus saperon sistemi ve demir alma mekanizmalari, A.
baumannii izolatlarinda biyofilm olusumu ile baglantili oldugu goézlemlenmekle
beraber ompA ve blaPER-1’in bakterilerin epitelyal hiicrelere ve abiyotik yiizeylere

baglanmasindan da sorumlu oldugu gozlemlenmistir.
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Acinetobacter baumannii’nin biyofilm iligkili viriilans belirleyicileri olarak
tanimlanan gen boélgeleri ve proteinleri; iki bilesenli sistem tarafindan diizenlenen
CsuA/BABCDE pilus saperon sistemi (bfmS/bfmR), dis membran proteini olan
ompA, biyofilm proteini (bap) arastirllmas1 gereken Onemli fonksiyonel gen
bolgeleridir (Bardbari ve ark 2017). Son yapilan ¢aligmalarda, A. baumannii’nin
biyofilm olusumu {izerine etkisi olan faktdrler arastirilmistir ancak klinik izolatlardaki

biyofilm olusumuna katki saglayan genlerin arastirilmasiyla ilgili veriler kisithidir

(Wright ve ark 2016, Eze ve ark 2018).
Biyofilm Dagilimim Etkileyen Faktorler

Bakteriler, genis bir sinyal araliginda yanit olusturarak biyofilmin makro
yapisindan kagmak icin dagilmayr indiikleyebilir. Biyofilm dagilma siireci,

bakterilerin konak¢iya salinmasini tetiklediginden sistemik enfeksiyonlarin baslangic

noktasidir (Marks ve ark 2013, Guilhen ve ark 2017).

Bu nedenle, dagilma faktorlerinin diizenlenmesi bilgisi, biyofilm gelisme
siirecinin gelisimini ve bakterilerin sistemik yayilmasini kontrol etmeye yardimci
olacaktir. Biyofilm dagilimin ¢evresel/ dis faktorler; demirin mevcudiyeti (Musk ve
ark 2005, Glick ve ark 2010), karbon kaynagi ve pH (Uppuluri ve ark 2010,
Bonnichsen ve ark 2015), agir metallerin varligi (Petrova ve ark 2014), oksijen
siirlamast (An ve ark 2010) ve i¢ faktorler; bakteri ve konak tarafindan iiretilen
sinyallesme molekiilleri [yani, AHL'ler, AIP'ler, yayilabilir sinyal faktorleri (DSF'ler)
(Ueda ve Wood 2009, Periasamy ve ark 2012), insan bagirsak epitel hiicre sinyalleri
(Sanchez ve ark 2016) ile nitrik oksit (Li ve ark 2013) etkilemektedir.

Biyofilm olusumunda akis pompalarimin rolii

Akis pompalar1 antibiyotik direncinde yaygin olarak yer almasina ragmen,
biyofilm olusumu, QS, patojenite ve viriilans dahil olmak iizere bir dizi bakteri
davranigsinda rol oynayabileceklerini gosteren ¢ok sayida arastirma bulunmaktadir

(Yang ve ark 2006).

Disa akis pompalarimin biyofilm olusumunda en az dort farkli yol oldugu

gozlemlenmistir.
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1. Biyofilm matris olusumunu kolaylastirmak ve QS'yi diizenlemek icin
EPS'lerin ve/veya QS ve ¢ekirdek sondiirme (QQ) molekiillerinin akis,

2. Biyofilm olusumunda rol oynayan genlerin dolayli diizenlenmesi,

3. Antibiyotikler ve metabolik ara iirlinler gibi zararli molekiillerin akis1 ve

4.Yiizeylere ve diger hiicrelere yapismayi tesvik ederek veya Onleyerek

kiimelenmeyi etkilemektedir (Alav ve ark 2018).
Hastalik Patogenezinde Biyofilm

Acinetobacter baumannii' ninolumsuz ortam kosullarinda hayatta
kalma yetenegi, bakteri hiicrelerinin dormansisi olma durumu, ¢oklu antibiyotik direng
mekanizmalari, cansiz nesnelerde hayatta kalma siiresinin uzamasi, gevresel strese
kars1 diren¢ olusturma ve gesitli subakut veya kronik enfeksiyonlarda bakterinin
hayatta kalmasinda rol oymaktadir. Bu kosullar biyofilmlerin olugsmasina zemin
hazirlamaktadir (Richards ve ark 2015, Greene ve ark 2016).

Biyofilmlerle iliskili enfeksiyonlar 6ncelikle bir yerde kalarak sonradan rezerv
olacagi doku, organa gore kan dolasiminda, triner sistemde enfeksiyonlara neden

olurken kan akisinin kisitlanmasina sebep olabilmektedir (Parsek ve Singh 2003).

Biyofilm yapisinin hastalikla iligkisi su sekildedir. Vestibuler sistemde otitis
media, kolesteatom; kardiyovaskiiler sistemde infektif endokardit, ateroskleroz;
sindirim sisteminde dental plaklar, periodontit, sialolityazis, hepatobilier kansere
predispozisyon yaratan tedaviye direncli tifoid ates olustururken, enflamatuar barsak
hastalig1 ve kolorektal tiimorler; cilt ve eklerinde kronik yara enfeksiyonlari; kas ve
iskelet sisteminde osteomiyelit, prostetik eklem enfeksiyonlari, nekrotizan fasiit;
merkezi sinir sisteminde tibbi cihazlarla iligkili menenjit, reprodiiktif sistemde
bakteriyel vajinoz, kronik endometrit, mastit; solunum sisteminde kronik rinosiniizit,
farenjit, larenjit, pertussis, ventilator iliskili pnémoni (VIP), kistik fibrozis iliskili
pnomoniler; tiriner sistemde kronik bakteriyel prostatit, idrar yolu enfeksiyonlar1 gibi
genis spektrum gosteren enfeksiyon ve tibbi durumlarla iliskilendirilmislerdir (Vestby

ve ark 2020).
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Biyofilm Siirecinde Hastaliklarda Tedavi, Onleme ve Kontrol

A. baumannii kaynakli biyofilm enfeksiyonlarinin tedavisi zor olmaktadir.
Organizmalarin biyofilm olusturmasini 6nleme ilk ¢6ziim basamagidir. Biyofilm
biiyiimesini engellemek i¢in bakterilerin biyotik veya abiyotik yiizeylere ilk
baglanmasinin inhibisyonu, olgunlagsma siireci sirasinda biyofilm hedeflerinin
bozulmasi ve sinyal girisim yaklagimi veya Nisap Sondirme (QQ) gibi ii¢ temel
strateji ¢alisilmaktadir (Subhadra ve ark 2019). Bu uyaranlar, kiiresel diizenleyiciler,
iki bilesenli ve ¢ekirdek algilama (QS) sistemleri, dongiisel niikleotitler, nitrik oksit,
fenazinler ve kii¢iik peptitleri iceren karmasik diizenleyici mekanizmalar araciligiyla

biyofilm olusumunu tetikler (Landini 2009, Gunn ve ark 2016).

Yeni olusan biyofilm, olgunlasmis biyofilmden daha kolay elimine
edilebildiginden, biyofilm enfeksiyonlar1 i¢in erken ve gii¢lii antibiyotik tedavileri
edilmesi Onerilmektedir (Hoiby ve ark 2011). Biyofilmle iliskili A.baumanni
enfeksiyonlarmin kalict dogast nedeniyle tedavi zor olmaktadir ve biyofilm olusumu
antibiyotik direncini arttirdigindan biyofilmle iliskili enfeksiyonlarin tedavisinde

kombinasyon tedavisi faydali olmaktadir (Eze ve ark 2018).

Hem biiyiime hem de biyofilm olusumu riboflavin, rafinoz, sitrat, iniilin,
trehaloz ve sorbitol gibi prebiyotik metabolitler tarafindan inhibe edilir. Sonug olarak,
prebiyotikler, A. baumannii'nin biyofilmine kargt 6nemli bir anti-biyofilm etkinligine
sahiptir. A. baumannii'nin biyofilm olusturma yetenegi, iniilinli Lactobacillus
rhamnosus varliginda %75+6,5 oraninda azalir. Ayrica, faj ®AB6 ve onun Kuyruk
Lifi (TF) proteini gibi faj tedavisi, ¢oklu ilaca direngli A. baumannii'nin biyofilmini
sirasiyla %78 ve %62 oraninda Onledigi gozlemlenmistir ve biyofilm yapisini

bozdugunu da tespit edilmistir (Shahed-Al-Mahmud ve ark 2021).

A. baumannii tarafindan olusturulan biyofilmlerin tedavilerinde etkili
antibiyotiklerden tigesiklin, imipenem-rifampisin ve kolistin-rifampisin (Song ve ark
2015) ile sulbaktam-tigesiklin ve meropenem sulbaktam’in biyofilm kiitlesini ve

kalinligini azalttig: tespit edilmistir (Wang ve ark 2015).
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2.5.12. Efflux Sistemleri

Antibiyotik direncinden sorumlu bir bagka mekanizma disa atim pompa Sistemi
diger adiyla effluks sistemidir. Effluks pompa sistemi islevine ait olan genler ve
proteinler tiim organizmalarin islevsel yapisinda yer alan transport proteinleridir.
Antimikrobiyal ajanlarin etkisini azaltan bu disa atim sistemleri, tek bir substrati
hedefleyebilecegi  gibi  birbirinden farkli maddeleri de substrat olarak
kullanabilmektedir. Bu durum mikroorganizmalarin antibiyotiklerin yani sira
dezenfektanlar, boyalar, biyositler, antiseptik ajanlar gibi pek c¢ok farkli kimyasal
maddenin etkisinden effluks pompalar1 araciligiyla korunabildigi anlamina
gelmektedir (Vila ve ark 2007).

Baslica diren¢ mekanizmalari genellikle antimikrobiyal inaktive edici enzimler
iretmeyi, hedefleri degistirmeyi, membran gecirgenligini azaltmayi, biyofilm
olusturmay1 ve membran aktif akis sisteminin asirt ekspresyonunu igerir (Wareham ve

Gordon 2011).

Akis pompalar1, bakterilerde antibiyotik direncinin ana mekanizmalarindan
biri olan ila¢ akisinin 6nemli bir bilesenidir (Blair ve ark 2015). Tiim metabolik
stireglerde, protein ve enzimlerin taginmasinda genellikle yiiksek derecede 6zgiilliik
vardir, ancak ¢oklu ila¢ efluks pompalar1 genis bir yapisal ve kimyasal olarak farkl

substrat yelpazesini tanir (Henderson ve ark 2000).

Gram negatif bakterilerde dis zar hiicreye giren antimikrobiyallerin oranini
smnirlar  ve c¢oklu 1ilag efluks pompalari, yapisal olarak farkli siniflarin
antimikrobiyallerini aktif olarak bakteri hiicresi disina verir. Efluks pompalart tiim
canlt hiicrelerde ifade edilir ve onlar1 organik kimyasallarin toksik etkilerinden korur.
Bakteriyel coklu ilag direnci, siklikla bu tasiyicilarin asir1 ekspresyonu ile
iligkilendirilmistir. Hiicreden disar1 atilan antimikrobiyallerin tekrar iceri girebilmek
icin diisiik gecirgenlige sahip dis zarin1 gegmesi gerekir; bu nedenle efluks pompalari,

dis zarin diisiik gegirgenligi ile sinerjik olarak caligir (Poole 2002).

Effluks pompasi hiicrede ana islevi zararli olan molekiillerin, metabolik
tiriinlerin ve toksinlerin uzaklastirilmasini igerir. Disa akis pompalari, konake1

hiicrelere yapisma ve kolonizasyon gibi enfeksiyonun erken bir asamasinda da
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komplike olabilir. Bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde genel olarak
kullanilan antibiyotikleri hiicreden uzaklastirirlar (Ribera ve ark 2002).

Spesifik ajanlarin  efluks mekanizmalarini kodlayan genler genellikle
transpozonlar, integronlar ve plazmitlerde bulunur ve bunlarin diger organizmalardan
elde edilmeleri de dirence katkida bulunur (Butaye ve ark 2003, Poole 2005). Bu
pompalar hemen hemen tiim bakteri tiirlerinde bulunur. Bu protein sinifinin kodlayici

genleri, kromozomlar veya plazmitler iizerinde yer alabilir (Sun ve ark 2014) .

Bakteriyel efluks sistemleri, periplazmadan hiicre dis1 ortama potansiyel olarak
toksik bilesikleri ihra¢ eden, genis substrat 6zgilliigii sergilyen ve membrani kapsayan
sistemlerdir. Amino asit dizisinin homolojisine gore, membran akis pompasi bes siiper
aileye ayrilir: Bugiine kadar baslica ATP baglayici ABC ailesi (ABC/ATP binding
casette), kolaylastirici siiper ailesi (MFS/Major facililator), kii¢iik ¢oklu ila¢ direng
ailesi (SMR/Small Multidrug Resistance), ¢oklu ilag¢ ve toksin ihrag ailesi (MATE) ve
direng- nodiilasyon hiicre boliinmesi siiper ailesi (RND / Resistance Nodulation
Division) dahil olmak iizere bes bakteriyel efluks pompasi ailesi tanimlanmigtir (Poole

2002, Du ve ark 2018).

ABC ailesi temel olarak enerji saglamak i¢cin ATP'ye dayanan Gram pozitif
bakterilerde bulunurken, SMR, MFS ve RND ailesinde i¢in proton itici gii¢ enerji
kaynagi olarak kullanirken, MATE ailesi sodyumla birlikte proton itici gii¢c kaynagi
kullanir (Coyne ve ark 2011).

Disa atim pompa sistemleri substrat aralifinin genis olmasiyla birden fazla
antibiyotik ilag¢ tiiriinli taniyan kompleks sistemlerdir. Antibiyotiklerin dagilimi su
sekildedir: ABC tipi pompalar tetrasiklinler, florokinolonlar, aminoglikozidler,
makrolidler, rifampisin, kloramfenikol ve linkozamidleri; MFS tipi pompalar bu
antibiyotiklere ek olarak pristinamisini; RND tipi pompalar ise p-laktamlar,
siilfonamidler ve fusidik asidi tanimlar. SMR tipi pompalardan en ¢ok etkilenen
antibiyotikler tetrasiklinler, eritromisin ve siilfadiyazindir. Tiim siiper aileler igerisinde
RND tipi pompa sistemi en genis protein ve substrat ¢esitliligine sahip olan gruptur
(Van Bambeke ve ark 2000, Li ve Nikaido 2009).
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RND

Gram negatif bakterilerde ¢oklu ila¢ direncinde rol alan disa atim pompa
sistemleri biiylik cogunlukla RND siiper ailesinden olustugu goézlenmektedir. RND
diger effluks mekanizmalarina kiyasla olduk¢a karmasiktir. Gram negatif bakterilerde
0zel bir role sahiptir ve antibiyotige karsi ¢oklu direng gelistirmek, A. baumannii, E.
coli ve P. aeruginosa gibi MDR olarak da adlandirilir (Allen ve ark 2010).

Farkli pompa aileleri tarafindan ilag tasinmasi, protonlarin zar-Otesi
elektrokimyasal gradyani tarafindan belirlenir. RND ailelerinden bazilari, akisi
zorlamak i¢in proton gradyanini kullanan ve yalnizca tek bir ilag molekiilii i¢in bir H+

Iyonu takas eden proton antiporterleridir (Wieczorek ve ark 2008).

Acinetobacter baumannii bakterisinde RND tipi AdeABC pompasini da inhibe
etmektedir. A. baumannii tizerindeki RND akis1 baslica ti¢ gen (AdeABC, AdelJK,
AdeFGH) ve baz1 6zel genler (AdeDE, AdeAA) ile gergeklesir (Vila ve ark 2007, Eze
ve ark 2018).

Yapilan yeni ¢alismalarda, A. baumannii’ nin ¢oklu ila¢ direncinde RND siiper
ailesinin tiyeleri olan AdeABC ve AdelJK pompa sisteminin ¢ok 6nemli rolii oldugu
gozlenlenmektedir (Marchand ve ark 2004, Poole 2005). Bu pompa sistemleri birgok
farkl1 antibiyotik ilag grubunda yer alan aminoglikozitler, tetrasiklinler, florokinonlar,
beta laktamlar ve eritromisin gibi ilaglarin diga atilimini saglayarak antimikrobiyal

direng gelisiminde rol oynamaktadir (Coyne ve ark 2011, Wieczorek ve ark 2013).

AdeABC ve AdelJK pompalarini asir1 eksprese eden mutant suslarin neden
azaltilmis biyofilm olusumu sergiledigini agiklayabilir; pilus sistemlerinde yer alan
genlerin asag1 regiilasyonu, biyofilm olusumunun ilk asamalarini bozacaktir. Bu
nedenle, AdeABC ve AdelJK akis sistemleri, diizenleyici genleri aktive eden
molekiilleri ihra¢ ederek pilus genlerinin ekspresyonunu dolayli olarak
diizenleyebilmektedir (Richmond ve ark 2016).
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ABC
-AdeABC

AdeABC, A. baumannii'nin kromozom genomunda bulunur. AdeA, AdeB ve
AdeC sirasiyla membran fiizyon proteini, ¢oklu ilag tasiyicisi ve dis membran kanali

protein yapisini kodlayan genlerdir (Peleg ve ark 2008)

Periplazmik protein AdeA, AdeB ve AdeC bilesenleri arasindaki igbirligine
aracilik eder. AdeB i¢ zarda kullanilan periplazmik membran fiizyon proteinleri
(MFP'ler) ve dis zar faktorleri (OMF'ler) ile birlikte gram negatif bakterilerde tasiyici
ortii kompleksleri olusturarak substratlarini hem i¢ zarin fosfolipid ¢ift tabakasinin
iginden hem de sitoplazmadan yakalar (Magnet ve ark 2001). AdeA ve AdeC sirasiyla
MEFP ve OMP igindedir (Marger ve Saier 1993). Subsratlar OMP ( AdeC ) araciligiyla
hiicre dis1 ortama aktarir (Aires ve Nikaido 2005). Bu makromolekiiler kompleksler
ticlii birimler olduklarindan, dis zarlardan birden fazla antibiyotik ¢ikaran yetkili

makineler olarak islev goriirler (Marchand ve ark 2004).
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Sekil 3. A. baumannii'nin hiicre duvarindaki adeABC akis pompasinin islevi .
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adeA membran flizyon proteini, AdeB coklu ilag tasiyicist ve AdeC dis membran
proteini olarak gorev yapar. AdeB, antibiyotikleri ¢ift katmanli fosfolipidlerin i¢
zarinda veya sitoplazmada yakalar, ardindan substratlari AdeC (membran kanali

proteini) ile disari tagir (Xu ve ark 2019).

AdeABC , B-laktamlar, florokinolonlar, tetrasiklin (tigesiklin), makrolid

(linamidler) ve kloramfenikol dahil olmak {izere ¢ok cesitli substratlara sahiptir;
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aminoglikozitlerin klinik direncini verir. Bunlar arasinda netilmisin ve gentamisin,

disa akis pompasit AdeABC i¢in en iyi substratlardir (Magnet ve ark 2001).

Acinetobacter spp. AdeABC efluks pompalar1 sirasiyla biyositlere ve
aminoglikozidlere direnci artirir (Hassan ve ark 2013, Liu ve ark 2018). AdeABC gibi
efluks pompalari, ilaglar1 hedef alim bdlgesinden uzaga atarak tigesiklinin direng
mekanizmalarinda 6nemli bir rol oynar (Manchanda ve ark 2010, Singh ve ark 2013).
Yapilan bagka ¢alismalarda AdeABC pompasinin ilag direnci tizerinde karbapenemler
ve aminoglikosidazlar ile sinerjik bir etkiye sahip oldugunu bulmustur (Yoon ve ark
2015). AdeB'nin yikilmasi, diger genetik temelli mekanizmalar dogrulanmis olan

izolatlarda antibiyotiklere direnci azaltabilir (Abdi ve ark 2020).

Hassas suslarda AdeABC geninin varligi bu nedenle diisiiktiir ve ilaca direngli
suglarda yaygindir, bu nedenle baz1 arastirmacilar AdeABC'nin  A.
baumannii‘nin direncinin bir isareti olarak kullanilabilecegi fikrini desteklemektedir
(Lin ve ark 2009). A. baumannii ¢ogu ilaca duyarlh degilken kolistine duyarlilig:
yiiksektir (Savari ve ark 2017). Bir ¢alisma, klinik izolatta AdeB’nin asir1 ekspresyonu
yoluyla kolistine maruz kaldiginda kolistin hetero-direncine AdeABC'nin katkisini

gostermistir (Machado ve ark 2018).

AdeABC‘nin ekspresyonundaki artis durumu, A. baumannii bakteri
toplulugunda yer alan bakterilerin biyofilm olusturma kapasitesi ve membran bilesimi

tizerine etkilerinin olabilecegi diisiiniilmektedir (Eze ve ark 2018).

AdeA, AdeB ve AdeC genleri, zit yonde kopyalanan ve sirastyla iki bilesenli
sistemlerin sensorlerine ve diizenleyicilerine homolog proteinleri belirten AdeS ve
AdeR'ye bitisiktir. AdeABC pompasi, AdeRS iki bilesenli sistem tarafindan kontrole
edilmektedir (Magnet ve ark 2001).

AdeRS, AdeABC ifadesini diizenler

AdeR ve AdeS adli iki bilesen, AdeABCnin ifade sisteminin

diizenlenmesinden sorumludur (Dal ve ark 2013).

AdeRS yukari regiilasyon bolgesinde yer alan AdeABC arasinda 133 bp’lik bir
intercistronic aralayici ile ayrilmis operonlar ve ters sentezleme yoniinde islenen ve

strastyla iki bilesenli sistemlerin sensdrlerine ve diizenleyicilerine homolog proteinleri
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belirten AdeS ve AdeR yaninda yer almaktadir AdeRS, ¢evresel sinyalleri alan ve
otofosforilasyona neden olan ve ardindan fosforik asidi ¢ikis yanitlayici adeR'ye

aktaran histidin kinazdan olusur (Marchand ve ark 2004).

AdeR, bir tanima yanit faktorii olarak kabul edilmistir ve bir transkripsiyonel
aktivator olarak islev goriir (West ve Stock 2001). Bunlara protein kinazlar da denir
ve adeABC'nin her iki tarafinda farkli yoriingelerde bulunurlar. AdeRS, adeABC'nin
direncinin artmasinda belirleyici rol oynar. Bazi sonuglar, AdeR ve/veya AdeS islev
bozuklugunun tigesiklin, kloramfenikol, minosiklin, eritromisin, sefotaksim,
tetrasiklin, florokinolonlar ve trimetoprim direncini artiracagini géstermektedir; ayrica
A. baumannii izolatinin amino-glikozitlerinin duyarliligin1 arttirir (Chin ve ark 2015,

Dreier ve Ruggerone 2015).
-AdelJK

RND ailesinin AdelJK'smnin ikinci en bilyiik pompa gen ailesidir ve pompa akis
yapisini olusturan Adel, AdeJ, AdeK genlerinden olusur (Blair ve ark 2015).

Duyarl ve direngli suslarda AdelJK genleri tespit edilmistir. AdelJK yapilan
caligmalarda igsel direng gelismesine neden oldugu gozlemlenmistir. AdelJK -
laktamlar, kloramfenikol, tetrasiklin, eritromisin, linamidler, florokinolonlar, fusidik
asit, neonatal asit, rifampisin, trimetoprim, akridin (boyalar), kok (boyalar) ve sodyum
dodesil siilfata dayaniklidir. AdeJ'nin ortalama ekspresyon seviyesi nispeten diisiik
olmasina ragmen, ekspresyonu oldugu siirece AdelJK plazmit tarafindan tagindiginda,
kloksasilin, oksasilin, nitrotromin ve etidyum bromiiriin MiK diizeylerini énemli
olgiide artirabilir. Bu temelde, adelJK akis pompasinin fizyolojik etkisinin, AdeABC
ve AdelJK ozelliklerinin yani sira AdeABC'ninkinden daha giiglii olabilecegi tahmin
edilmektedir (Damier-Piolle ve ark 2008).

AdelJ geni en sik karsilagilan gen olarak secilimi, kloramfenikol, makrolidler,
linkozamidler, tetrasiklinler ve kinolonlar ve p-laktamlarin duyarliliginda bir

amplifikasyona yol acacaktir (Abbott ve ark 2013)
-AdeFGH

AdeFGH disa atim pompasinin azalmis regulasyonu durumu olustugunda, A.

baumannii izolatlarinda biyofilm olusum yogunlugunun azaldigi goriilmektedir.
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Pompa sistemlerinin bakteride biyofilm olusumu asamasinda sentezlenen

otoindiikleyicilerle etkilesim halinde oldugunun gostergesidir (Chen ve ark 2017).

A. baumannii' nin klinik izolatlar1 tarafindan biyofilm olusumunun AdeFGH
akis pompasinin asir1 ekspresyonu ile iliskili oldugunu saptanmistir. Ayrica en biiyiik
biyofilm indiiksiyonu, abal ve AdeG'nin tutarli yukar1 regiilasyonu ile belirlenmistir.
AdeFGH'nin biyofilm olusumu i¢in gerekli substratlarin akigsindaki rolii heniiz
arastirtlmamis olmasina ragmen, AdeFGH akis pompasinin asir1 ekspresyonunun
muhtemelen biyofilm olusumu sirasinda AHL'lerin akisin1  hizlandirdigimi
vurgulanmigtir. Bagka bir ¢alisma, AdeABC, AdeFGH ve AdelJK akis pompalarini
asir1 ifade eden mutantlarin, Acinetobacter spp. susu ile karsilastirildiginda biyofilm
olusumunda 6nemli bir azalma gosterdigi belirlenmistir. Ayrica disa akim genleri olan
AdeG, AdeJ ve AdeB’nin silinmeside biyofilm asamalarinda belirgin eksikliklerin
varhigl saptanmistir. Bu, A. baumannii' deki biyofilm olusumunu baslatmak ve
stirdiirmek i¢in akis pompalarinin belirli bir ekspresyon profilini gerektirdigini ve bazi
akis pompalarinin bu agidan digerlerinden daha kritik oldugunu vurgulamaktadir

(Yoon ve ark 2015).
ABC (ATP Binding Cassette)

ABC (ATP binding cassette) tipi pompa tiiriiniin yapisi ¢esitli ilaglar, endojen
bilesikler ve ksenobiyotiklerin membranlardan taginilmasini saglayan proteinlerden
olusur. ABC proteinleri substratlarini membranlardan pompalama islevini ATP’ye
bagimli olarak yapmaktadir. Primer aktif tagiyic1 6zellikleri ile 6n plandadirlar (Dean
ve ark 2001). P-gp (P-glikoprotein), ABC ailesinin 6nemli bir iiye olmakla birlikte
meme kanseri direng proteini (BCRP) ile ¢oklu ila¢ direncine bagli proteinler (MRP)
ve ilaglarin bagirsaklardan disar1 atiminda gorev almaktadir. ABC transporterlart ilag
metabolitlerinin ve ilag farmokinetigindeki detoksifikasyonunda onemli bir rol
oynadigi bilinmektedir. Bilinen bu ABC protein ¢esitleri saglikli dokularda eksprese
olabildikleri gibi birgok tiimér dokularinda da eksprese olabilmektedirler. Bu
transporterlar; antineoplastik ilaglar1 tiimdr hiicrelerinde de atilmasimi saglayarak
ilacin tiimor dokusunda toplanip birikmesinin engelleyerek uygulanan kemoterapi
tedavi yonteminin basarisiz olmasini saglamaktadir. Karsilagilan bu durum MDR
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Kanser tedavisi veya antibiyotik tedavisi i¢in 6nemli bir

halk sagligi sorunu etkeni olmaktadir. ABC transporterlar1 ile tasinan ilaglarin

42



toksisiteleri ve etkinliklerinde uygulama zamanlarma bagli olarak farkliliklar

gozlemlenmistir (Stefkova ve ark 2004, Stavrovskaya ve Stromskaya 2008).
MFS

Ana kolaylastirici siiper ailesi (MFS), bakterilerden insanlara taginan benzersiz
biiyiik ikincil aktif tagiyicilar grubudur (Radestock ve Forrest 2011). MFS proteinleri
biyolojik membranlardan ¢ok cesitli substratlari tasir ve ¢oklu fizyolojik siireglerde
¢ok onemli bir rol gosterir (Yan 2015). MFS tasiyicilari, dizi benzerligi temelinde
70'den fazla aileye kategorize edilebilir (Reddy ve ark 2012).

MATE Diski Pompalari

MATE ailesi, ¢ift enerji deposu PMF (protonun itici giicli) ve sodyum iyonu
gradyani Na + tarafindan desteklenmektedir (Nie ve ark 2016).

Bilinmeyen mekanizmalara ve ilaca direncli disa akis pompasi genlerine sahip
genler  bulunuyor; bu genlerin  belirli ilaglara direngle iligkili oldugu
goriilmektedir. Ornegin, MATE ailesi tarafindan AbeM ile ilgili bir calismada,
aminoglikozidlere ve kinolonlara kars1 direng olusturabilecegi ortaya konmustur (Su

ve ark 2005).
SMR Akis Pompalan

SMR protein ailesi bakteriyel ¢oklu ilag tasiyici ailesinin en son iiyesidir. SMR
proteinleri yaklasik olarak 100-140 aminoasit uzunlugundaki dort transmembran alfa
salmalindan olugmaktadir. SMR akis pompalarinin islevini engellemek igin iki
yaklagim diistiniilebilir: ya dogrudan baglanma bdlgesini engellemek ya da protein
dimerizasyonunu bozmak. Bununla birlikte SMR baglanma bolgesi, kimyasal bilesim,
boyut, uzaysal yonelim ve ylik bakimindan farklilik gosteren ¢ok cesitli substratlar
barindirir. RND, MFS ve MATE ailelerine gore daha kiiciik boyutlardadir. En iyi
tanimlanmis olan SMR pompasi E. coli’de bulunan ve EtBr (Etidyum Bromiir) ve
Metil Viologen’e karsi dirence katkida bulunan, EmrE’dir (Chung ve Saier 2001,
Bellmann-Sickert ve ark 2015).
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2.5.13. Quarum Sensing

Quorum sensing (QS) yapisi ilk defa Gram negatif bakterilerde kesfedilmistir.
QS aymi zamanda Gram pozitif bakteriler ve bazi funguslarda kullanilmakta olan
mikrobiyal iletisim ag1 sistemidir. Mikroorganizmalar arasinda kullanilan quorum
sensing sistemi, ¢evreyi algilama veya ¢ogunlugu algilama ya da diger bir ifadeyle
bakteriyel iletisim sistemi, antimikrobiyal tedavide umut vadeden ve konaga zararin
minimum diizeyde oldugu bir sistem olarak dikkatleri gekmektedir. Bu iletisim sistemi
ayni ortam i¢indeki tlirlerin popiilasyonundaki artis dogrultusunda, tiirlerin bu artisi
algilamas1 ve bunun sonucunda tiim bireylerin koordineli bi¢imde 6zel genlerin
ekspresyonunu diizenlemesi gibi davranis degisikliklerini gostermesi olarak

tamimlanabilmektedir (Fuqua ve ark 1994, Shaw ve ark 1997, Yin ve ark 2012).

QS mekanizma yapist ilk olarak bu iki bakteri olan Vibrio harveyi ve Vibrio
fischeri’de biyoliiminesans olusumunun arastirilmasiyla kesfedilmistir. Giiniimiizde
QS mekanizmasinin Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerde bununla birlikte diger

88 mikroorganizmalari igeren genis bir alanda gézlemlendigi belirtilmektedir (DeLisa

ve Bentley 2002).

Acinetobacter spp.'deki QS sistemi V. fischeri‘den LuxR reseptorii (AbaR) ve
Luxl sentaz (Abal) sistemine homolog olarak tarif edilmistir. Ancak filogenetik
caligmalar, QS genlerinin (abal ve abaR) Halothiobacillus neapolitanus'tan yatay

olarak kazanildigini1 gézlemlenmistir (Bhargava ve ark 2014).

QS birgok bakteri tiiriinde viriilans faktorlerinin iiretimini kontrol eder ve
bakteriyel patojenite ile miicadele i¢in ¢ekici bir hedef olarak kabul edilmektedir
(Mukherjee ve ark 2018). Patojenik suslarin kalici enfeksiyonlar olusturma,
kolonizasyon saglamada basarisin1 saglayan en onemli 6zellik, biiylimeyi, viriilansi,
ayrica bakteriyosinler ve antibiyotik iiretimini koordine etmek i¢in kullanilan gruba
0zgii veya degistirilebilir sinyal molekiillerini iceren karmasik iletisim sistemleridir

(Jayaraman ve Wood 2008).

QS mekanizmasi mikroorganizmalar arasinda iletisim agtyla mikroorganizmalarin

belirli bir ¢ogunluga ulasip ulasamadiklarin1 kontrol etmelerine ve yeterli cogunlukta
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oldugunda ise bakteri yasami i¢in gerekli olan viriilans faktorleri, antibiyotik direng gibi

kritik gen ekspresyonlarini tetiklemektedir (YENICERI 2018).

Quorum sensing olarak tanimlanan ¢evreyi algilama mekanizmasinin isleyisi
sinyal molekiiliiniin sentezlenmesi, sinyal molekiillerinin besi ortamina salinmasi ve
sinyal molekiillerinin algilanmasiyla ti¢ asamada gergeklesir. Sentezlenen bu sinyal
molekdilleri hiicre zarindaki molekiile 6zgii sistemler araciligiyla ortama salinir. Sinyal
molekiillerinin modifikasyonu ve ortama salgilanmasi protein yapidaki ozel
molekiiller araciligiyla gergeklesir (de Kievit ve Iglewski 2000). Algilama sinyal
molekiiliiniin hiicre i¢ine alinmasiyla ya da sinyal molekiiliiniin hiicre i¢ine alinmadan,
hiicre zarinda bulunan bir reseptor ile etkilesimi yoluyla gergeklesir (Schauder ve ark
2001).

QS sistemi yoluyla patojenite ve viriilans olusumu bes adimla olusur:

1. QS sinyal molekiillerini sentezler;

2. Sinyal molekiillerinin ¢evreye salinmast;

3. Yiiksek hiicre yogunlugundaki sinyal molekiillerinin algilanmasi ve
membran reseptorlerine baglanmas;

4. Hiicreden reseptor-sinyal kompleksinin alinmasi ve bunun promotor
bolgeye baglanmasi ve

5. Patojenite ile ilgili genlerin transkripsiyonu (Duran ve ark 2016)

QS sisteminde ilk olarak oligopeptid yapidaki sinyal molekiilii 6ncii peptid
olarak sentezlenir ve hiicre i¢inde modifiye edilerek olgun oligopeptid otoindiikleyici
molekiil haline getirilir. Otoindiikleyici sinyal molekiilleri ATP-Binding Casette
(ABC) tastyict kompleksinin yardimi ile ¢evre ortamina salinir. Hiicre sayisindaki
artigla birlikte digsaridaki oligopeptid sinyal molekiil miktar: artarak kritik esik degere
ulagmasi sonucunda, sinyal molekiilii algilama  mekanizmasindaki

bilesenleri/molekiilleri tanimlar (YENICERI 2018).

Bu bilesenlerin ilki protein yapisinda hiicre zarina yerlesmis reseptor gérevinde
olan histidinkinazlar iken ikincisi histidinkinazin aktive ettigi transkripsiyon faktorii
denilen protein yapilardir. Sinyal molekiilleriyle etkilesim halindeki histidinkinazlar
hiicre i¢ine dogru fosforile olarak, fosforillenmis histidinkinazlar baglantili olduklari

sinyal molekiiliinii fosfatlayarak aktive ederler. Aktive olan bu sinyal molekiilleri ilgili
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bakteri genlerini aktive edip ekspresyonlarini saglarlar. Boylece her bir bakteri tiiriine
0zgll olan quorum sensing davranislari1 olusmaktadir. Boylelikle bakteri topluluklar
koloni olarak gostermeleri gereken iletisimi bir hiicreden digerine sinyal molekiilleri
ile iletilebilmektedir. Kullanilan her bir bakteri tiiriine goére degisiklik gosteren biyo-
sinyallerin yapisina bagli olarak, hiicrelere giris i¢in farkli yollarinin kullanildig:
bilinmektedir. Bu otoindiikleyiciler, transkripsiyonel diizenleyici proteinlere baglanir

ve organizmada gen ekspresyonunu aktive eder veya diizenler (Bhargava ve ark 2010).

QS, otoindiikleyiciler (Al'ler) olarak adlandirilan hiicre dis1  sinyal
molekiillerinin tiretimine, salinmasina ve grup ¢apinda saptanmasina ve bunlara yanit
olusturmasiyla taninmaktadir. Tanimlanan QS sinyalizasyon sistemlerinin ¢ogu, iki
bilesenli sistemler (TCS), yani Al (QS molekiilii) ve hedef genlerin transkripsiyonunu
etkileyen yanit diizenleyici (RR) olarak da bilinen reseptor igerir (Papenfort ve Bassler
2016).

Gram-pozitif bakteriler, agirlikli olarak, membrana bagl iki bilesenli sensor
histidin kinazlar tarafindan saptanan Al'lar olarak oligopeptitleri kullanir ve bilgi, ayni
kokenli sitoplazmik yanit diizenleyicilere iletilir (Novick ve Geisinger 2008).
Bakteriyel QS, hiicre yogunlugu hakkinda bilgi paylasmak ve buna gore gen
ekspresyonunu diizenlemek i¢in otoindiikleyici (AI) sinyallerinin {retimine,
salgilanmasina ve saptanmasina dayanan hiicreden hiicreye algilanan bir iletisim ag1

sistemidir (Rutherford ve Bassler 2012).

Acil homoserin laktonlart (AHL), Gram negatif bakteriler tarafindan viriilans
faktorleri ve biyofilm gibi ¢esitli fizyolojik fonksiyonlar1 diizenlemek i¢in kullanilan
ana oto-indiikleyici sinyaller sinifidir (Stevens ve ark 2012). A. baumannii ve ilgili
patojenik Acinetobacter spp. bir AHL sentazindan (Abal) ve bir AHL baglanmasiyla
aktive olan bir transkripsiyonel diizenleyiciden (AbaR) olusan bir LuxR/Lux| QS
sistemine sahiptir. AHL'ler genellikle LuxI tipi sentazlar tarafindan tiretilir ve LUxR
tipi sitoplazmik reseptor-transkripsiyon faktorleri tarafindan tespit edilir (Kumari ve
ark 2006).

Gram negatif bakterilerin tipik AHL sistemi, Luxl ve LuxR protein aileleri
tarafindan diizenlenir. Raporlara gore, LuxI-LuxR tipi diizenleyici sistem, lux-box ad1

verilen ve QS hedef genlerinin ekspresyonunu diizenleyen spesifik bir promotor
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dizisine baglanir (Egland ve Greenberg 2001, Bhargava ve ark 2010). Abal promotorii
henliz tanimlanmamistir. A. baumannii i¢in varsayilan bir Abal bolgesi ATG
baslangicinin 67 bp yukar1 akisinda yer aldig1 ve AbaR'nin baglanma bdlgesini temsil
edebilecegi liks kutusunun varligi (CTGTAAATTTCTTACAG) bildirilmistir (Niu ve
ark 2008).

AHL'1 da i¢eren bu hormon benzeri molekiiller motilite, biyofilm olusumu gibi
birgok karakteristik faktorii diizenler. Biyofilm olusumunun diizenlenmesinde kurulan
QS dongiisiinde indiikleyici olarak Abal ve reseptor olarak AbaR rol oynar (Saipriya
ve ark 2020).

Acinetobacter suslarinin %63'iniin birden fazla AHL irettigine dair kanitlar
vardir, ancak cinsin belirli tiirlerine 6zel olarak hicbir AHL sinyali olusturulamaz, bu
da Acinetobacter’deki ¢ekirdek sensorlerinin tiirler arasinda homojen bir sekilde
dagilmadigimi gosterir ancak belirli bir AHL, ACB kompleksinin ¢ogu susunda
spesifik olarak var oldugu gézlemlenmistir (Gonzalez ve ark 2009).

Acinetobacter spp. N- (3hidroksidodekanoil) -I- homoserin lakton (OHC12) en
yaygin olarak karsilasilan 10 ila 12 karbon uzunlugunda asil yan zincirleri
olan AHL'ler iiretir (Schauder ve ark 2001). A. baumannii, farkli zincir uzunluklarina
sahip AHL sinyal molekiilleri tiretebilir (Erdonmez ve ark 2017). Ayn1 zamanda diger
Acinetobacter suslarminda farkli AHL'leri tretemebilmektedirler. Farkli iiretilen
AHL'ler, R-grubu yan zincirinin uzunluguna gore farklililk gosterir. N-(3-
hidroksidodekanoil)-1-homoserin  lakton  (3-hidroksi-C12-HSL), bu bakteride
tanimlanan tek QS molekiiliidiir, ancak kiitle spektrometrisi diger AHL molekiillerinin
de onemli Olgiide daha diisiik miktarlarda mevcut olabilecegini diistindiirmiistiir.
Bununla birlikte, ¢cekirdek sensorlerinin cinsteki genel patojenik potansiyele katkis1 su

anda bilinmemektedir (Schauder ve ark 2001).

Ayni tiir arasinda homojen iletisim olmadigi gibi farkli iki tiir arasinda da
homojen iletisim olmayabilir. A. baumannii ve P.aeruginosa arasinda AHL'ye bagh
capraz konusma meydana gelebilir, ¢iinki her iki tiirden de AHL, karisik bir

enfeksiyonda heterolog promotorii indiikleyebilir (Kumari ve ark 2006).
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Tablo 3. Acinetobacter tiirlerine gére AHL tipleri (Garner ve ark 2012, Lade ve ark
2014)

Agil Zincirinin AHL Adi Tiirler

Uzulugu

C4 C4-HSL Acinetobacter johnsonii

C6 C6-HSL Acinetobacter junii, A. johnsonii

C8 C8-HSL Acinetobacter junii, A. johnsonii

C8 3-0x0-C8-HSL Acinetobacter junii, A. johnsonii

C10 C10-HSL Acinetobacter baumannii

C12 C12-HSL Acinetobacter baumannii
Acinetobacter baumannii, A. noscomialis,

C12 3-HydroxyC12- A. calcoaceticus, A. haemolyticus, A.

HSL radioresistens, A. schindlerii, A.

venetianus, A. beijerinckii

C13 3-0x0-C13-HSL Acinetobacter baumannii

Cl14 C14-HSL Acinetobacter baumannii

Cl6 C16-HSL Acinetobacter baumannii

QS sinyal molekiilleri demiri selatlayabilir ve stres yanitinin olusumunu
indiikleyebilir. A.baumannnii’nin demir eksikligi olan ortamlarda israrli biyofilm
olusumunu bu mekanizma agiklayabilir. Sideroforlar demir, ¢inko, bakir ve diger
metalleri selatlayabilir, boylece oksidatif stresi modiile ederken antibiyotiklerin ve

konak molekiillerin aktivitesine miidahale eder (Minandri ve ark 2016).

QS arastirmalarinin temel amaci mikrobiyel olarak ¢ogunluk algilanma
mekanizmasinin isleyisini belirlemektir. Mikroorganizmalar arasindaki iletisimi
engelleyerek ya da mekanizmanin isleyisini bozulmasini saglayarak mikroorganizma
topluluklarimin kontrol altinda tutulmasi amaglanmaktadir. Bu ama¢ dogrultusunda
yapilan ¢alismalarda hiicreler arasi iletisimin engellenmesi ile ilgili mekanizmalar da
“Quorum Quenching” (QQ) olarak adlandirilmaktadir. QQ mekanizmasi ile QS
mekanizmasi1  birbirinin  antagonistidir.  Patojenite ve biyofilm olusturan
mikroorganizmalarin faaliyetlerinin 6nlenmek i¢in kullanilan birgok enzim ve
inhibitor vardir. Klinik ortamlar, gida fabrikalar1 olmak fiizere diger sektorlerde
biyofilm olusumunun engellenebilmesi amaci ile yeni bir yaklasim olan QQ ile QS
molekiillerinin {iretiminin durdurulmasi, inhibisyonu ya da bu molekiillerin

pargalanmasi gibi aragtirma konular1 ortaya ¢ikmigtir (Ulrich 2004).

Acinetobacter'in farkl tiirlerinde yiizeyle iliskili hareketlilik ve biyofilm

olusumu da olmak tizere viriilans faktorlerinin kontroliinde QS'nin anahtar roli, bu
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tiirlerde olast bir antimikrobiyal strateji olarak QQ enzimlerinin kullanimina isaret

etmektedir (Mayer ve ark 2020).

QS'ler genellikle antibiyotiklerle sinerjik bir antibiyofilm aktivitesi sergiler
(Algburi ve ark 2017). Antibiyotiklerin alt inhibitor konsantrasyonlari, yiiksek
konsantrasyonlarda goézlemlenen bakterisidal etkilerin aksine QS mekanizmasini
modiile eder (Remy ve ark 2018). Alt inhibitér konsantrasyonlarda kullanilan bazi
antibiyotiklerden streptomisin, gentamisin ve miyomisin A. baumannii'de QS sinyalini
engelledigi kesfedilmistir. Streptomisin i¢inde AbaR ve inhibe QS bir antagonisti
olarak hareket edebilir. A. baumannii asagi regiile ile Abal Al sentazini1 kodlayan gen,
3-0kso0-C12-HSL iiretiminde karsilik gelen diisiise neden olur (Saroj ve Rather 2013).

Patojenik QS  sinyal  molekiillerinin  konak¢t  mikrobiyotasini
degistirebilmektedir. Konak¢1 hiicre sinyal yollarinada miidahale edebilecegi

gozlemlenmistir (Vogt ve ark 2015).
2.6. Antibiyotik Temelli Tedavi Yaklasimlari

Acinetobacter spp. en 6nemli savunma mekanizmasi hizli genetik mutasyonlar,
yeniden diizenlemeleri kolaylastiran genetik plastisitesi ve mobil genetik elemanlar
tarafindan tagian yabanci maddeleri belirleyen entegrasyonudur. Bunlar ile birlikte
bakteri genomlarindaki yerlestirme dizilerinin kombinasyon yerdegisimi evrimi

sekillendiren anahtar gii¢lerden biri olarak kabul edilir (Vrancianu ve ark 2020).

Monobaktamlar haric hemen hemen tiim beta-laktamlar1 hidrolize edebilen
metallobetalaktamaz enzimleri, en yaygin karbapenem diren¢ mekanizmalarindan
biridir. Ayrica integronlara yerlestirilen Metallo-f-laktamazlar1 kodlayan genler,
plazmitler araciligiyla bir bakteriden digerine kolaylikla aktarilabilir (Brown ve ark
2011).

Hedef bolgelerin modifikasyonlari, gegirgenlik dereceleri, ¢oklu ila¢ akis
pompalar1 ve enzimatik ila¢ bozunmasi, ornegin B-laktamazlar ve aminoglikozit
degistirici enzimlerin timi A. baumannii diren¢ mekanizmalariyla baglantilidir

(Gordon ve Wareham 2009, Kim ve ark 2012)

Kapsamli ilaca direngli (XDR) A. baumannii ii¢ veya daha fazla

antimikrobiyal smifina (penisilinler ve sefalosporinler inhibitér kombinasyonlari,

49



florokinolonlar ve aminoglikozitler dahil, cogu durumda karbapenemlere direngli)
direngli bir izolat olarak adlandirilirken, pandrug direngli (PDR) A. baumannii,
antimikrobiyallere direngli bir XDR izolat1 olarak adlandirilir. Son zamanlarda, biiyiik
Olclide ilaca direngli izolatlar, yeni antimikrobiyallerin kesfedilmesine ve yeni tedavi
yaklasimlariin getirilmesine yol agmistir (Mulani ve ark 2019, Karakonstantis ve ark
2020).

Karbapenem direngli A. baumannii (CRAB), 2018 yilinda WHO tarafindan
antibiyotik arastirma ve gelistirme i¢in bir numarali dncelik olarak siralanmistir. Bir
belirte¢ olarak karbapenem secilmistir, ¢ilinkii karbapenem direnci genellikle diger
antibiyotik siniflarina karsi genis bir ko-direng yelpazesi ile iliskilidir (Tacconelli ve
ark 2018). Karbapenemler, siddetli enfeksiyonlar igin tercih edilen tedavi olarak
distintilmustiir (Bialvaei ve ark 2016). Karbapenemler, ¢ok ilaca direngli (MDR) A.
baumannii enfeksiyonlarmin tercih edilen tedavisiydi, ancak bunlarin Onceki

kullanimlari, son yillarda karbapenem direnci insidansinin artmasina neden oldu

(Nordmann ve Poirel 2019).

Acinetobacter spp. karbapenem direnci genellikle karbapenemaz iiretimine
bagl olarak artan effluks pompa aktivitesi, porin proteinlerinde olusan modifikasyon
ve penisilin baglayan protein (PBP) yapisindaki degisimler gibi diger faktorlere veya
bunlarin kombinasyonuna bagli olarak da geligebilir (Clark ve ark 2016).

Kiiresel olarak karbapenem direngli Acinetobacter izolat1 artarak rapor
edilmistir. Son otuz yildir kolistin kullanimi, toksisitesi ve yeni antibiyotiklerin
gelistirilmis yayginlasmasi nedeniyle kisitlanmistir. Yeni antimikrobiyal ajanlarin
eksikligine ek olarak ¢oklu ilaca direngli A. baumannii'nin artan ortaya ¢ikisi, bu
organizmaya kars1 degerli aktivitesine iligkin olarak kolistinin kullaniminda dikkati
yeniden canlandirmistir (Katragkou ve Roilides 2005). Polimiksinler, baslangicta
sistemik toksisiteler (nefrotoksisite ve ndrotoksisite) nedeniyle kacinilsa da, MDR A.
baumannii enfeksiyonlari igin tercih edilen antibiyotikler olarak simdi yaygin olarak
kullanilmaktadir (Piperaki ve ark 2019).

A. baumannii' de farkli bir antibiyotik smifina diren¢ kazandiran ana
mekanizmalar aminoglikozid, B-laktamazlar, modifiye edici enzimler, gegirgenlik

kusurlari, hedef bolgelerin degistirilmesi ve ¢oklu ilag akis pompalarini igerir. Hiicreden
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salman antibiyotikler, ila¢ birikiminde azalmaya ve minimum inhibitor
konsantrasyonlarda (MIK) artisa neden olur. Bu baglamda, akis pompalari, ilag birikimini
azaltan ve MIK'Q artiran hiicre akisindan antibiyotik salimmina yol agar (Abdi ve ark
2020). Beta-laktam antibiyotiklere direng, hidroliz yoluyla inaktivasyon, akisin artmasi,
akisin azalmasi ve antibiyotik hedefinin korunmasi gibi mekanizmalar yoluyla saglanabilir

(Green 2002, Dijkshoorn ve ark 2007).

Antibiyotik direnci mekanizmalar1 {ic gruba ayrilabilir. Ilk olarak, direng
membran gegirgenligini azaltarak veya antibiyotigin akigini artirarak boylelikle hedefe
erisimi engelleyerek elde edilebilir. Ikincisi, bakteriler genetik mutasyon veya
translasyon sonrasi modifikasyon yoluyla antibiyotik hedefini koruyabilir. Ugiincii

olarak, antibiyotikler hidroliz veya modifikasyon yoluyla dogrudan inaktive edilebilir
(Blair ve ark 2015).

Akis Pompsi Aracili Olusan Direng

Gram-negatif bakterilerde bulunan dis zar hiicreye giren antimikrobiyallerin
oranin1 sinirlar. Coklu ila¢ akis pompalari, bakterilerden ¢ok sayida yapisal olarak
farkli antimikrobiyal smiflarini aktiflestirir. Akis tasiyicilart tiim canli hiicrelerde
bulunarak canlilar organik kimyasallarin toksik etkilerinden korur. Bakteriyel ¢coklu
ila¢ direnci genellikle bu tasiyicilarin asirt ekspresyonu ile iligkilendirilmistir. Hiicre
disina atilan antimikrobiyallerin tekrar girebilmeleri i¢in diisiik gecirgen olan dis
zardan gegmeleri gerekir; bu nedenle akis pompalari, dis zarin diisiik gegirgenligi ile

sinerjik olarak ¢alisir (Poole 2002).

Effluks pompa inhibisyonu direngle miicadelede oldukga etkili bir yol oldugu
gibi mevcut antibiyotik tedavide fayda saglayacagi diisiiniilmektedir. 1-(1-naftilmetil)
piperazin (NMP) ve fenil-arjinin beta-naftilamid (PAPN) oOzellikle gram negatif
bakterilerde yaygin olan RND tipi disa atim pompalari {izerinde inhibitor etkisi
gozlenen molekiiller olmakla birlikte antibiyotiklerle sinerjik kullanimlar ilgilili
arastirmalar stirdiiriilmektedir. Siyanid3-klorofenilhidrazon (CCCP), kolistin duyarl
ve direngli suslarda MIK degerlerinde azalma sagladig1 belirlenmis olan bir baska

effluks pompa inhibitoriidiir (Park ve Ko 2015).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Orneklerin Toplanmasi

2019-2021 yillar arasinda Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi, T1bbi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda kan kiiltiirlerinden izole edilen 53 kiiltiir ¢alismaya
alimmugtir. -80 °C’de boncuklu sivi besiyerinde saklanan suslar, tekrar tiretilmek
amactyla pasajlama isleminden gegirilmistir. Laboratuvarda rutin olarak kullanilan
koyun kanli agarda 53 hastanin ekimi bunzen aleviyle steril kosullarda 6zeyle ekim

yapilarak, Acinetobacter baumannii olarak tireme gergeklesmistir.
3.2. Orneklerin incelenmesi ve Ekimi

Selcuk Universitesi T1p Fakiiltesi Hastanesi farkl1 servislerden génderilen kan
kiiltlir numuneleri rutin olarak isleme alindi. Yapilan mikroskobik incelemeler ve gram
boyama sonucunda, 37°C’de koyun kanli besiyerine tek koloni diisecek sekilde ekim
yapilarak 24 saat inkiibasyon icin etiivde bekletildi. Inkiibasyon sonrasinda koyun
kanli agarda 0,5-2 mm ¢apinda, parlak pembemsi renkte kabarik kolonilerden Gram
boyama ve oksidaz testi yapildi (Sekil 4). Bakteri tanimlanmasi konvansiyonel
yontemler (Gram boyama, oksidaz testi, fermentasyon ozelligi) ve VITEK 2
(BioMerieux, Marcy-1'Etoile, France) otomatize sistemi kullanilarak yapilmistir.
Mikroskobik inceleme sonucu Gram negatif kokobasil seklinde goriilen kolonilerden
VITEK 2 otomatize sistemi ile tanimlama ve antibiyotik duyarlilik testi ¢aligiimistir.
Bakterilerin antibiyotik duyarlilik testi European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) oOnerileri dikkate alinarak VITEK 2 otomatize
sistem ve sivi mikrodiliisyon testi ile belirlenmistir. A. baumannii olarak tanimlanan
suslar molekiiler ¢aligmalar yapilana kadar -80 °C’de boncuklu bakteri saklama
tiplerinde dondurularak saklanmistir. Tiim ¢alismalarda kontrol susu olarak

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 kullanilmstir.
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Sekil 4. A. baumannii’nin Kanli Agar Besiyerinde Olusan Koloni Goriintiisii
3.3. izolasyon ve Identifikasyon I¢cin Kullanilan Besiyeri ve Ayiraclar
3.3.1. Besiyeri

Genel olarak hastanelerde kiiltiirii ekilen Acinetobacter spp, Kklinik
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda rutinde kullanilan kat1 besiyerleri olan koyun kanl
agarda 37°C inkiibasyon sicakliginda iyi tiremektedir. 24 saatlik kiiltiirlerde diizgiin,
bazen mukoid, grimsi-beyaz, 1.5-3 mm ¢apli A.calcoaceticus-A. baumannii kompleks
kolonileri, Enterobacteriaceae kolonilerine benzerken diger tiirlerden A.calcoaceticus-
A. baumannii kompleks disindaki bazi tiirler daha saydam, kiigiik koloniler yaparlar ve

McConkey agarda iiremeyebilirler.

“’Eosine Methylene Blue’” (EMB) agarda mavi renkli, gri merkezli koloniler
olusur. Acinetobacter haemolyticus izolatlar1 ve 6, 13BJ, 14BJ, 15BJ, 16 ve 17 gibi
diger heniiz yeterli bilgi tanimlanamamis olan Acinetobacter genomik tiirleri, koyun
kanli agarda beta hemoliz yapabilir ancak A. calcoaceticus-A. baumannii kompleks

izolatlar1 bu oOzelligi asla gOstermez. Acinetobacter tiirlerini ¢evreden ve klinik
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orneklerden izole edebilmek i¢in, asetat ve nitrat igeren zenginlestirici sivi mineral

besiyeri kullanilabilir (Baumann 1968).

Karigik bakteriyel popiilasyonu izole etmek igin segici-ayirt edici besiyerleri
gelistirilmistir ve en sik Herellea agar (Difco) ve Leeds Acinetobacter besiyeri
kullanilmaktadir (Jawad ve ark 1994).

3.3.2. Ayrraclar
Gram Boyama

Gram boyama teknigi, mikrobiyolojide sik kullanilan bir boyama yontemidir
ve mikroorganizmalarin siniflandirilmasinda, tanimlanmasinda kullanilir. Gram

boyama ile bakteriler gram pozitif ve gram negatif olarak ikiye ayrilir.

En sik uygulanan gram boyama yonteminde asagidaki islemler sirasiyla

uygulanir:

» Preparat hazirlanir (yayma, kurutma, tespit).

A\ 4

Preparatin iizerine kristal viyole boya ¢ozeltisi eklenerek kaplanir ve 1 dakika
beklenir.

Preparat bol distile suyla yikanir.

Preparatin iizerine lugol ¢ozeltisi eklenerek kaplanir ve 1 dakika beklenir.

Preparat distile suyla yikanir.

vV V VYV V

Preparatin iizerine %95’lik etanol veya asit-alkol karisimi eklenerek 10-15

saniye beklenir

A\

Preparat distile suyla yikanir.

A\

Preparatin {izerine sulu fuksin veya safranin boya ¢ozeltisi eklenerek kaplanir
ve 30 saniye beklenir.

» Preparat bol distile suyla yikanir.

v

Preparat havada veya kurutma kagid ile kurutulur.
» Mikroskopta incelenir. Mor renkte goriilen mikroorganizmalar gram (+),

pembe-kirmizi renkte goriilenler ise gram (-) olarak degerlendirilir.

Gram (+) ve gram (-) mikroorganizmalarin tamami kristal viyole boyasi ile mor
renge boyanir. Preparata eklenen lugol soliisyonu ile gram (+) bakterilerin

olusturduklar1 yapi, daha sonra ortama eklenen alkol ile yikanmaz yani boya hiicre
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duvarinda kalir iken gram (-) bakterilerin olusturdugu yapi alkol ile yikanir. Bir bagka
deyisle, boya, bakteri hiicresinden disartya salinir (dekolorizasyon). Gram (-)
bakterilerin renkleri alkolle gittiginden ortama daha sonra eklenen sulu fiiksin ile
boyanir. Boylece gram (+) bakteriler mor renkte (kristal viyole rengi), gram (-)

bakteriler pembe-kirmizi renkte (sulu fuksin rengi) boyanr.

Gram boyama o6zelligi bakteri hiicre duvarinin (geperi) yapist ile ilgilidir.

Hiicre duvar yapilar1 arasindaki farklar:

v" Gram (+) bakterilerde bulunan hiicre ¢eperi, gram (-) bakterilere gore daha
kalin peptidoglikan tabakas1t mevcuttur.

v’ Gram (+) bakterilerin hiicre ¢eperinde karbonhidratlar daha fazla iken gram
() bakterilerin hiicre ¢eperinde lipidler fazladir.

Karbonhidratlar alkolle dekolarizasyon esnasinda dehidratasyona (su
molekiiliiniin agiga ¢ikmasi) ugrar. Porlar iyice biiziisiir, daralir ve boya disar1
¢ikamaz. Lipitler de ise alkol ¢oziiciidiir ve hiicre ¢eperinde olan porlar daha
cok acilarak genisler.

v' Gram (+) bakterilerin hiicre ¢eperinde teikoik asit bulunurken gram (-)

bakterilerde teikoik asit bulunmaz.
Katalaz Testi

%3’liik hidrojen peroksit konsantrasyonu 1/10 oraninda seyreltilip distile su ile
sulandirilarak hazirlandi. Steril cam sise i¢erisinde oda 1s1sinda muhafaza edildi. Test
asamasindayken lam iizerine iki damla hidrojen peroksit damlatild1 ve siipheli koloni
onceden steril edilmis 6ze ile alinarak karistirildi. Gegen zaman araliginda hava
kabarcig1 olusumu pozitif olarak,bir veya iki kabarcik gozlenmis ise zayif reaksiyon
olarak degerlendirildi. Hava kabarcig1 olugsmayan veya 20 saniyeden sonra olusan

ornekler ise negatif reaksiyon olarak degerlendirildi

Laboratuvar ortamindaki islemler sonucu A. baumannii katalaz pozitif olarak

reaksiyon vermistir.
Antimikrobiyal duyarhhik testi (AST)

Yukaridaki suslarin AST'si, ireticinin talimatina goére VITEK 2 sistemi

(Biomerieux, Fransa) araciligiyla otomatik bir broth mikrodiliisyon yontemiyle
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(Gram-negatif duyarlilik kartlar1) belirlendi ve duyarlilik yorumu, Klinik ve

Laboratuvar'dan alinan klinik sinir degerlere dayaniyordu.
3.3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) yontemiyle identifikasyon
DNA izolasyonu

DNA izolasyonu taze iiretilmis kolonilerden ticari DNA mini kit protokoliine

gore yapildi.
Protokol;

1. 25mg’dan az olmayan 6rnegi 1,5 ml’lik santrifiij tiipline yerlestirin. 180 ml

Buffer ATL ve 20 ml Proteinase K karistirin ve 560C’de (1-3 saat) inkiibe edin.
2. 200 ml Buffer AL ilave edin v 15 saniye karistirin.
3. 70 °C’de 10 dakika inkiibe edin, daha sonra biraz santrifiij edin.
4. 200 ml etanol ilave edin ve 15 saniye vorteksleyin.

5. Alinan karigimi pipet yardimi ile mini spin column’a damlatin (2 ml’lik

toplama tiiptinde) 6000x g (8000rpm) 1 dakika santrifiij edin.

6. Sonra yeniden mini spin column 2 ml’lik toplama tiipiine yerlestirin ve iizerine

500 ml Buffer AW1 karigimi ekleyin 6000x g (8000rpm) 1 dakika santrifiij edin.

7. Mini spin column toplama tiipiine yerlestirin ve iizerine 500 ml Buffer AW?2

karisimi ekleyin. 20000x g (14000 rpm) 3 dakika santrifiij edin

8.2 ml toplama tiipiine mini spin column yerlestirin,son ayarda 1 dakika santrifiij

edin. Bu islem AW2’den kalan kontaminasyonu azaltir.

9. 1,5 mI’lik mikrosantrifiij tiipii i¢erisine mini spin column yerlestirin ve lizerine
200 ml Buffer AE veya distille edilmis su ekleyin. Oda 1sisinda 1 dakika inkiibe edin

sonra DNA’n1 ¢ikarmak i¢in 1 dakika santrifiij edin.
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Tablo 4. PCR Bilesenleri

PCR Bilesenleri Miktar (pl)
Master mix 12

Primer F 15

Primer R 15

H20 7

DNA 3
TOPLAM 25

*Master Mix ve Uretici Firma, WizPure HS-PCR 2X
Primerler

Calismada kullanilan liyofilize haldeki primerlere, iiretici firma tarafindan
Onerilen miktarda (90 uM su- 10 uM primer) steril distile su eklenerek 100 pM’lik
stok ¢ozeltiler elde edildi.

Biyofilmle Ilgili Genin PCR Tespiti

Tim izolatlar bap genini saptamak i¢in PCR testlerine tabi tutuldu. Bu
calismada kullanilan primerler Tablo 5°de listelenmistir. PCR, bir termocycler iginde
gerceklestirildi (Sekil 3.) Tek bir reaksiyon karigimi sunlar1 igermektedir: 3 uL (3 ng)
genomik DNA, her bir primerden 1.5 uL (15 pmol) ve 12 uL PCR Master Mix.
Reaksiyon tamponundaki karigimin toplam hacmi 25 pL olup PCR isleminde prosediir
adimlarini takip eden basamaklar uygulandi. ilk denatiirasyonu (2 dakika boyunca
95°C) 30 dongii amplifikasyon izledi. Her dongii 1 dakika i¢in 94°C, 45 saniye i¢in
farkli genler igin cesitli tavlama sicakligindan ( Tablo 6) ve 45 saniye igin
72°C'den olusuyordu. Son bir uzatma asamasi (10 dakika i¢cin 72°C) amplifikasyonu
tamamladi. Amplifiye edilen iiriinler, %1.5 agaroz jel (Sigma, ABD) iizerinde
elektroforeze tabi tutuldu ve etidyum bromiir boyamasi (Sigma, ABD) ile

gorsellestirildi.
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Tablo 5. Acinetobacter baumannii izolatlarinin viriilans faktorlerinin saptanmasi igin
kullanilan primerler (Modarresi ve ark 2015)

Amplikon
Gen | Hedef Primer Sekansi (5°—3”) buytikligii | Referans
genin (bp)
ozelligi
Luxl | QS islevsel | F.GGTTGGGAGTTGAACTGTCC 370 (Bitrian ve
proteini R:AAACGTTCTACTCCAAGAGG ark 2012)
LuxR | QS F:-TCGGATTTGATTATTGCGCTTATG | 603 (Bitrian ve
Diizenleyici | RRACAGCTCGAATAGCTGCTG ark 2012)
protein
Ade | Efflux F:ATCGCTAACAAAGGCTTGAA 159 (Marchand
A pompasi R:CGCCCCCTCAGCTATAGAA ve ark
2004)
Ade | Efflux F:CTTGCATTTACGTGTGGTGT 168 (Marchand
B pompast R:GCTTTTCTACTGCACCCAAA ve ark
2004)
Ade | Efflux F:-TACACATGCGCATATTGGTG 117 (Marchand
C pompast R:CGTAAAATAACTATCCACTCC ve ark
2004)
Ade | | Efflux F:CAAATGCAAATGTAGATCTTGG 210 (Manchanda
pompasi R:AAACTGCCTTTACTTAGTTG ve ark
2010)
Ade | Efflux F.GGTCATTAATATCTTTGGC 221 (Marchand
J pompasi R:GGTACGAATACCGCTGTCA ve ark
2004)
Ade | Efflux FTTGATAGTTACTTGACTGTTC 162 (Manchanda
K pompast R:GGTTGGTGAACCACTGTATC ve ark
2010)
Ade | Efflux F:ATGCTTAATACACTGACTTTAGCC | 1429 (Marchand
R pompasi GGTGG ve ark
R:TCTAGCAGAGAGGTCGC 2004)
Bap | Biyofilm F:ATGCCTGAGATACAAATTAT 1449 Genbank
R:GTCAATCGTAAAGGTAACG numarasi
KR080550..

*Primer F ve R Uretici Firma, Oligomer
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KR080550.1

Tablo 6. Acinetobacter baumannii izolatlarinin viriilans faktorlerinin saptanmasi
genleri i¢in PCR 1s11 dongii ve siire diyagram1 (Modarresi ve ark 2015)

Primer | ilk Denatiirasyon | Yapigma | Uzama Son Dongii
denatiirasyon uzama sayisl1

LuxI 95°C’de 2 dk 95°C’de 1 dk | 58°C’de 72°C’de | 72°C’de | 30
45 sn 1dk 10 dk

LuxR | 95°C’de 2 dk 95°C’de 1 dk | 58°C’de 72°C’de | 72°C’de | 30
45 sn 1dk 10 dk

Ade A | 95°C’de 2 dk 95°C’de 1 dk | 51°C’de 72°C’de | 72°C’de | 30
45 sn 1dk 10 dk

Ade B | 95°C’de 2 dk 95°C’de 1 dk | 54°C’de 72°C’de | 72°C’de | 30
45 sn 1dk 10 dk

Ade C | 95°C’de 2 dk 95°C’de 1 dk | 52°C’de 72°C’de | 72°C’de | 30
45 sn 1dk 10 dk

Adel | 95°C’de 2 dk 95°C’de 1 dk | 57°C’de 72°C’de | 72°C’de | 30
45 sn 1dk 10 dk

AdeJ | 95°C’de 2 dk 95°C’de 1 dk | 55°C’de 72°C’de | 72°C’de | 30
45 sn 1dk 10 dk

Ade K | 95°C’de 2 dk 95°C’de 1 dk | 51°C’de 72°C’de | 72°C’de | 30
45 sn 1dk 10 dk

Ade R | 95°C’de 2 dk 95°C’de 1 dk | 57°C’de 72°C’de | 72°C’de | 30
45 sn 1dk 10 dk

Bap 95°C’de 2 dk 95°C’de 1 dk | 55°C’de 72°C’de | 72°C’de | 30
45 sn 1dk 10 dk

Sekil 5. Kullanilan PCR Cihazi (SensQuest Labcycler )
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3.3.4. Agaroz jel elektroforezi

Elektroforezde tampon ¢ozeltisi olarak Tris-Borik Asit-EDTA (TBE)
kullanilmistir. TBE karisimi 10,8 g trizma Base, 5,5 gr borik asit ve 0,744 gr EDTA
konularak karigim distile su ile 2000 ml’ye tamamlanarak, 0,5X konsantrasyonda
hazirlandi. Calismada 2 g molekiiler agaroz 200 ml 0,5X TBE tamponu ile mikrodalga
firinda 1sit1ld1. Toz halde bulunan agaroz ¢6zelti beherglas iginde seffaf bir hale gelene
kadar 1sitilarak ve ara ara karistirildi. Karisimin sicakligi 50°C’ye sogutulduktan sonra
igerisine 8 ul etidyum bromiir ilave edildi. Hazirlanan ¢6zelti daha onceden streril
edilen jel tepsisine baloncuk olusmayacak sekilde homojen dagitim yapilarak dokiildii.
Dokiilen ¢ozeltiye belli mesafede DNA yiiklenebilmesi igin gerekli kuyucuklari
olusturmast amaciyla tarak yerlestirildi. Sogutulan jelde baloncuk olusmadig: tespit
edilerek oda sicakliginda katilagincaya kadar bekletilmistir. Jel katt saydam haline
olduktan sonra tarak dikkatlice ¢ikarildi. Elektroforez tankinin i¢ine yeterli miktarda
0.5X TBE tampon ¢ozeltisi eklendi. Daha sonra jel tepsisi tanka yerlestirilerek ve 2 -

3 saat DNA’larin yiirlimesi i¢in bekletilmistir.

Sekil 6. Arastirmada Kullanilan Malzemeler

3.3.5. PCRiiriinlerinin jele yiiklenmesi

3ul PCR iirtinii 3ulDNA jel yiikleme boyasi1 (Cleaver, DSI-Mdna 500 Bph
DNA Loading Buffer) ile boyadiktan sonra olusan 6ul’lik karigim agaroz jel
icerisindeki kuyucuklara yiiklenmistir. Islemi sonunda gériintiilenecek olan bantlarin
bp’ni saptamak i¢in ilk ve son kuyucuga 100 bp araliklarla bant veren DNA marker
yiikklenmis ve 120 V da 2-3 saat elektroforezde yiiriitiilmiistiir. Elde edilen spesifik

DNA bantlar jel goriintiileme sisteminde goriintiilenmistir.
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Sekil 7. Arastirmada Kullanilan Malzemeler 2

Kullanmilan Cihaz, Ekipman ve Diger Sarf Malzemeler

X/
L X4

Laminar akim kabini

-80 °C derin dondurucu

Hassas terazi

Mikrodalga

Isiticili manyetik karistiric

Thermal cycler

Mikrosantrifiij (max 13.000 rpm / IEC)

Isitict blog

Agaroz jel tepsi ve taraklari

Elektroforez tanki

Giig¢ kaynagi (50-150 V)

UV Transilluminator (Vilber Lourmat)

Jel goriintiileme cihazi

Tek kullanimlik filtreli uglar (aralik; 0,5-10 pL; 2-20 pL; 100-1000 pL)
Mikropipetler (aralik: 0,1-10 pL; 20-200 pnL, 200-1000 pL)
Tek kullanimlik steril 6zeler

Tek kullanimlik steril petriler

Ependorf tiipler (2 ml, 0,1 ml), meziir (1L, 500 ml), beher (250 ml, 500 ml)
Otoklavlanabilir kapakli cam siseler (Schott sise 1L, 500 ml)
Etidyum Bromiir

DNA Jel Yiikleme Boyasi 6X

DNA Molekiiler Agirlik Markir1 (500bp)
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4. BULGULAR

4.1. Hastalara Ait Ozellikler

Selguk Universite Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji labaotuvarindan elde edilen 53
kan kiiltiri 6rneklerinin %62,26 (33) erkek, %37,73 (20)‘i kadin hastalardan
toplanmistir. Bakteri en sik 60-75 (%35,86) yas grubundaki hastalardan gonderilen

kan kiiltiirlerinden izole edilmistir.

Tablo 7. Hastalarin Yas Gruplarina Gére Dagilimi

Yas Kadin Erkek Toplam Yiizde
0-6 3 3 6 11,32
18-45 2 9 11 20,75
46-59 1 2 3 5,66
60-75 7 12 19 35,86
>75 7 7 14 26,41
Toplam 20 33 53 100

Tablo 8. Hastalarin Kliniklere Gére Dagilimi

Klinik Say1 %
Anestezi ve Reanimasyon 32 60,37
i(; Hastaliklar1 Yogun Bakim Servisi 6 11,32
Yenidogan Yogun Bakim Servisi 4 7,54
Genel Cerrahi Yogun Bakim Servisi 3 5,66
Beyin ve Sinir Cerrahisi 2 3,77
Yogun Bakim Servisi

Cocuk Acil Poliklinigi 1 1,89
Gogiis Hastaliklar Servisi 1 1,89
Kardiyoloji Yogun Bakim Servisi 1 1,89
T1bbi Onkoloji Servisi 1 1,89
Palyatif Bakim Merkezi 1 1,89
Noroloji Yogun Bakim Servisi 1 1,89
Toplam 53 100

Antibiyotik MIK Degerlerinin Degerlendirilmesi

Antibiyotikler hastane sisteminde alinip, minimum inhibitdr konsantrasyonlari

(MIK) hastalarda VITEK 2 sistemi (Biomerieux, Fransa) ile calisildi ve EUCAST

tavsiyelerine gore yorumlandi.
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Tablo 9. Antibiyotikler ve Hastalarin Antibiyotiklere Karsi Gosterdigi Direng/
Duyarlilik EUCAST ‘e Gore Yorumlamalari
AK CN IPM CT LEV | MEM NET | PRL TPZ CAZ | SPX | TGC | TOB | SXT
Hasta | MIC | MIC | MIC MIC MIC MIC MIC | MIC MIC MIC | MIC MIC MIC | MIC
H1 >=64 | >=16 | >=16 <=05 | >=8 >=16 >=32 | >=128 | >=128 | >=64 | >=4 4 >=16 | >=320
R R R S R R R | R R R | R R
H2 >=64 | >=16 | >=16 <=0,5 | >=8 >=16 >=32 | >=128 | >=128 >=4 4 >=16 | >=320
R R R S R R R | | R S R R
H3 >=64 | >=16 | >=16 <=0,5 | >=8 >=16 >=32 | >=128 | >=128 | >=64 | >=4 4 >=16 | >=320
R R R S R R R | R R R | R R
H4 <=2 <=1 >=16 <=0,5 | >=8 >=8 <=1 | >=128 | >=128 | 32 >=4 1 <=1 <=20
S S R S R R S R R R R S S S
H5 >=64 | >=16 | >=16 <=0,5 | >=8 >=8 >=32 | >=128 | >=128 | >=64 | >=64 | 1 >=16 | 80
R R R S R R R | R R R S R S
H6 <=2 <=1 >=16 <=0,5 | >=8 >=16 <=1 | >=128 | >=128 >=4 <=0,5 | <=1 <=20
S S R S R R S | R R S S S
H7 <=2 <=1 >=16 <=0,5 | >=8 >=16 <=1 | >=128 | >=128 | 32 >=4 1 <=1 <=20
S S R S R R S | R R R S S S
H8 >=64 | >=16 | >=16 <=0,5 | >=8 >=16 >=32 | >=128 | >=128 | 32 >=4 4 >=16 | >=320
R R R S R R R R R R R | R R
H9 >=64 | >=16 | >=16 <=05 | 4 >=16 8 >=128 | >=128 | 32 >=4 1 >=16 | 160
R R R S R R R R R R R S R R
H10 <=2 <=1 <=0,25 | 2 0,25 <=0,25 | <=1 16 <=4 8 0,5 <=05 | <=1 <=20
S S S S S S S | S S | S S S
H11 >=64 | >=16 | >=16 <=0,5 | >=8 >=16 >=32 | >=128 | >=128 | >=64 | >=4 2 >=16 | >=320
R R R S} R R R | R R R S R R
H12 >=64 | >=16 | >=16 <=0,5 | >=8 >=16 >=32 | >=128 | >=128 | >=64 | >=4 4 >=16 | >=320
R R R S R R R | R R R | R R
H13 >=64 | >=16 | >=16 >=16 | >=8 >=16 >=32 | >=128 | >=128 | >=64 | >=4 4 >=16 | >=320
R R R R R R R R R R R | R R
H14 <=2 <=1 >=16 <=0,5 | >=8 >=16 <=1 | >=128 | >=128 | 32 >=4 2 <=1 <=20
S S R S R R S R R R R S S S
H15 >=64 | >=16 | >=16 <=0,5 | >=8 >=16 >=32 | >=128 | >=128 | >=64 | >=4 4 >=16 | >=320
R R R S R R R | R R LLR | R R
H16 >=64 | >=16 | >=16 <=0,5 | >=8 >=16 >=32 | >=128 | >=128 | >=64 | >=4 4 >=16 | >=320
R R R S R R R | R R R | R R
H17 >=64 | >=16 | >=16 <=0,5 | >=8 >=16 >=32 | >=128 | >=128 | >=64 | >=4 4 >=16 | >=320
R R R S R R R | R R R | R R
H18 >=64 | >=16 | >=16 <=0,5 | >=8 >=16 >=32 | >=128 | >=128 | >=64 | >=4 4 >=16 | >=320
R R R S R R R | R R R | R R
H19 >=64 | >=16 | >=16 <=05 | 4 >=16 8 >=128 | >=128 | >=64 | >=4 2 >=16 | 160
R R R S R R R R R R R S R R
H20 <=2 >=16 | >=16 <=0,5 | >=8 >=16 8 >=128 | >=128 | >=64 | >=4 4 <=1 >=320
S R R S R R R R R R R | S R
H21 >=64 | >=16 | >=16 <=0,5 | >=8 >=16 >=32 | >=128 | >=128 | >=64 | >=4 4 >=16 | >=320
R R R S R R R R R R R | R R
H22 >=8 <=2 <1 >2 >8 >1
S S S R R R
H23 <=2 >8 <=1 >2 >1 >16/4
S R S R R R
H24 <=8 <=2 >8 <=1 >2 >8 >1 <=2/38
S S R S R R R S
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H25 >32 >8 >8 <=1 >2 >8 >1 >8/152
R R R S R R R R
H26 >32 >8 >8 <=1 >2 >8 >1 >8/152
R R R S R R R R
H27 <=8 <=2 >8 <=1 >2 >8 >1 <=2/38
S S R S R R R S
H28 <=8 4 >8 <=1 >2 >8 >1 4/76
S S R S R R R |
H29 <=8 [ <=2 | >8 <=1 >2 >8 >1 <=2/38
S S R S R R R S
H30 <=8 8 >8 <=1 >2 >8 >1 <=2/38
S R R S R R R S
H31 <8 8 >8 <=1 >2 >8 >1 >8/152
S R R S R R R R
H32 <=2 <=1 >=16 <=0,5 | >=8 >=16 <=1 >=128 | 32 >=4 1 <=1 <=20
S S R S R R S R R R S S S
H33 <=8 4 >8 <=1 >2 >8 >1 <=2/38
S S R S R R R S
H34 <=8 4 >8 <=1 >2 >8 >1 <=2/38
S S R S R R R S
H35 16 >8 >8 <=1 >2 >8 >1 4/76
R R R S R R R |
H36 <=8 <=2 >8 <=1 >2 >8 >1 <=2/38
S S R S R R R S
H37 >32 >8 >8 <=1 >2 >8 >1 >8/152
R R R S R R R R
H38 | >32 >8 >8 <=1 >2 >8 >1 >8/152
R R R S R R R R
H39 <=8 4 >8 <=1 >2 >8 >1 >8/152
S S R S R R R R
H40 >32 >8 >8 <=1 >2 >8 >1 >8/152
R R R S R R R R
H41 >32 >8 >8 <=1 >2 >8 >1 >8/152

R R S R R R R
H42 >32 >8 >8 <=1 >2 >8 >1 >8/152
R R R S R R R R
H43 <=8 4 >8 <=1 >2 >8 >1 <=2/38
S S R S R R R S
H44 <=8 <=2 >8 <=1 >2 >8 >1 <=2/38
S S R S R R R S
H45 R R R <=1 R R R R
S
H46 >32 >8 >8 <=1 >2 >8 >1 >8/152
R R R S R R R R
H47 | S S >8 >2 >8 >1 R
R R R R
H48 >=64 | >=16 | >=16 <=0,5 | >=8 >=16 >=32 | >=128 | >=128 | 32 >=4 <=0,5 | >=16 | 320
R R R S R R R R R R R S R R
H49 >=64 | >=16 | >=16 <=0,5 | >=8 >=16 >=32 | >=128 | >=128 >=4 4 >=16 | 320
R R R S R R R | | R | R R
H50 <=2 <=1 >=16 <=0,5 | >=8 >=16 <=1 >=128 | >=128 >=4 >=0,5 | <=1 <=20
S S R S R R S | | R S S S
H51 >=64 | >=16 | >=16 >=16 >=8 >=16 >=32 | >=128 | >=128 >=4 4 >=16 | 320
R R R R R R R | | R | R R
H52 <=8 <=2 <=0,25 | <=1 <=0,5 | <=0,125 >0,06 <=2/38
S S S S S S S S
H53 >32 >8 >8 <=1 >2 >8 >1 >8/152
R R R S R R R R

*AK (Amikasin), CN (Gentamisin), IPM (Imipenem), CT (Kolistin), LEV (Levofloksasin), MEM
(Meropenem), NET (Netilmisin), PRL (Pierasilin), TPZ (Tazobaktam / Pierasilin ), CAZ (Seftazidim),
SPX (SiproFloKsasin), TGC (Tigesiklin), TOB (Tobramisin), SXT (Trimetoprim/Siilfamettaksazol)
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Tablo 10. Kullanilan Antibiyotiklerin 53 Hastada Olusturdugu Direng Yiizdeleri

Antibiyotikler

Hasta Sayisi, Direngli (R)
%Yiizde

Hasta Sayisi, Duyarli (S)
%Yiizde

Imipenem 50, (%94,33) 2, (%3,77)
Meropenem 50, (%94,33) 2, (%3,77)
Seftazidim 20, (%37,73) 1, (%1,86)
Gentamisin 32, (%60,37) 21, (%39,62)
Tobramisin 18, (%33,96) 8, (%15,09)
Siprofloksasin 52, (%98,11) 1, (%1,89)
Levofloksasin 51, (%96,22) 2, (%3,77)

Amikasin 29, (%54,71) 23, (%43,39)
Tigesiklin 13, (%24,53) 13, (%24,53)
Kolistin 2, (%3,77) 50, (%94,33)
Netilmisin 19, (%35,84) 7, (%13,20)

Piperprimasilin

25, (%47,16)

Piperasilin/Tazobaktam

25, (%47,16)

1, (%1,89)

Trimetoprim/Siilfametaksazol

34, (%64,14)

18, (%33,96)

*I (Orta duyarli), R(Direngli) olarak degerlendirilmistir.

4.2. Molekiiler Yontemlerle Elde Edilen identifikasyon Bulgular

4.2.1. PCR Sonuglari

Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvarr’min kiiltiir-

besiyeri ekim yapildigi ¢alisma alaninda koyun kanli agarda izole edilen bakteriler
fenotipik ve biyokimyasal o6zelliklerine bakilarak yapian DNA izolasyonu ile A.
baumannii olarak tanimlanan 53 sus PCR yontemi ile ¢alisildi. Calismada bap geninin
%1,89 orani ile en diisiik bulunan gen olurken, effluks gen bolgelerinden olan AdeA
geni 53 hastanin hepsinde %100 oraninda bulunmustur. Diger effluks genlerinin
dagilimi su sekildedir: AdeB %96,22, AdeC %45,28, Adel geni %86,79, Adel
%67,92, AdeK %98,11 ve AdeR %98,11. Quarum sensing genleri Luxl %41,51

oraninda goriiliirken LuxR geni %47,17 oraninda bulunmustur.

Tablo 11. Viriilans genlerinin dagilimi

Gen 53 hastada bulunan gen sayisi %
Bap 1 1,89
LuxI 22 41,51
LuxR 25 47,17
AdeA 53 100
AdeB 51 96,22
AdeC 24 45,28
Adel 46 86,79
AdeJ 36 67,92
AdeK 52 98,11
AdeR 52 98,11
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Sekil 8. AdeA Geninin Elektroforez Jelinde Pozitif Goriiniimii Fotografi
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5. TARTISMA

Son yillarda, Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp.
yani kisaca ESKAPE olarak kisaltilan bu patojen bakteri tiirleri 6nemli nozokomiyal
enfeksiyonlarmin etkenidir. ESKAPE bakterilerinin yapilan kiiltlirlerde goriilme
sikligi artmakla beraber coklu antibiyotik direnci olusturarak enfeksiyonlardan
korunmada, tedavi ve eradikasyonda ciddi zorluklara sebep olusturmaktadir (Lee ve
ark 2017).

A. baumannii'de ¢oklu ilag direncinin hizla yayilmasi halk sagligi i¢in ciddi bir
tehdit olmaktadir. A. baumannii'nin canli (biyotik) ve cansiz (abiyotik) yiizeylerde
kolonize olma ve biyofilm olusturma yetenegi, bakterinin hastada kronik ve kalict
enfeksiyonlara, antibiyotik direncine, ayrica hastane ortamlarinda hayatta kalma ve
hastane ¢alisanlari ile birlikte diger hastalara bakterinin tasinma, bulasma transferinde

katkida bulundugu saptanmistir (Yang ve ark 2019).

Acinetobacter tiirleri diisiik viriilansh patojenler oldugundan bagisiklik sistemi
normal olan bireylerde enfeksiyon olusturma olasiligi oldukga azdir. A. baumannii ile
iliskili birgok wvirlilans faktorii tanimlanmistir. Bu viriilans faktorleri porinler,
lipopolisakkaritler (LPS) , kapsiiler polisakkaritler, fosfolipazlar(PL), protein
sekresyon sistemleri, dig membran vezikiilii (OMV), demir kazanim1 mekanizmalari,
penilisin baglayici protein 7/8 ( PBP7/8 ), pili/hareket yetenegi, hemolitik aktivite,
biyofilm olusturma, efluks pompalart ve quarum sensing (QS) gibi kritik
mekanizmalara etki ederek enfeksiyon patogenezinde Onemli rol oynamakta ve
bakterinin olumsuz kosullarda hayatta kalmasini saglamaktadir (Skariyachan ve ark
2019).

Bakteri biyofilm olusturdugunda, mikroorganizma antibiyotiklere ve
dezenfektanlara kars1 ¢ok daha direngli hale gelmektedir. Antimikrobiyal direng;
saglik harcamalarinda ciddi artisa neden olmaktadir. A. baumannii enfeksiyonlarina
bagli olarak morbidite ve mortalite oranlari da hizla yiikselmekle birlikte endise verici
boyutlarda kiiresel bir tehdit olusturmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri’nde
Acinetobacter spp. enfeksiyonlarnin yillik sayist yaklasik 45000 iken Diinya’da ise

yaklagik bir milyon vaka oldugu tahmin edilmektedir. Asya ve baz1 Latin Amerika

67



tilkelerinde, A. baumannii, nozokomiyal pndmoni ve bakteriyemiye neden olan ilk ¢

etkeninden birisidir (Wong ve ark 2017)

Gen varliginin diger ¢evresel etmenlerden etkilendigini gosteren ¢alismalarda
vardir. N -asil homoserin lakton (AHL), siderofor ve katekol tizerindeki demir-Ill
siirlamasinin  A. baumannii biyofilm olusturan klinik suslarinin viriilans faktorleri
tizerindeki etkisi arastirilmigtir. Diisiik konsantrasyonlarda demir-III (20 uM)
varhiginda daha yiiksek miktarda AHL (%70) tespit edilmistir. Ayrica, luxl ve luxR
genlerinin izolatlarda yiiksek AHL aktivitesi i¢in her iki genin varhiginin gerekli
oldugunu gostermistir. Hem AHL iiretimi hem de biyofilm olusumunun doza bagli bir
sekilde demir konsantrasyonu tarafindan diizenlendigi bulunmustur. Gergek zamanl
ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-gPCR) ile bap ekspresyonunun
analizi, test edilen baz1 A. baumannii izolatlarinin diisiik demir konsantrasyonu (20
uM) varliginda dort kat bap asir1 ekspresyonuna sahip oldugunu gosterdi. Calismada
A. baumannii’de biyofilm {iretimini igin tek faktoriin demir olmadigi da vurgulanmis
ama demirin biyofilm olusumunda biiylime ortam1 ve sus kimliginden
etkilendigini arastirma sonucunda belirtilmistir. JRT-PCR analizi, baz1 izolatlarda,
hem AdeABC hem de luxI/R ekspresyonunun, diisiik demir (20 um) varhiginda dort
kattan fazla arttigin1 gostererek, demirin hem akis pompasi hem de QS sistemi
tizerindeki ek diizenleyici roliinii ortaya koymustur. Bulunan sonuglarda %66 (bap)
%92 (AdeA), %61,5 (AdeB), %84,6 (AdeC), %80 (luxl), %61 (luxR) olarak RND
akig pompasi, QS ve bap genlerinin varlig1 tespit edilmistir (Gentile ve ark 2014,
Modarresi ve ark 2015).

Akis pompasi inhibitorleri (EPI'ler), akis pompalarinin enerji kaynagini
onleyerek ve g¢esitli parcalarin etkilesimlerini Onleyerek yaygin ilaglara direnci
artirabilen ajanlardir (Deng ve ark 2014). MDR izolatlarinda Karbonil siyaniir m-
klorofenil hidrazon (CCCP) etkisiyle siprofloksasin hiicre digina atilamamakta ve
konsantrasyonunu artirmaktadir. CCCP'nin kinolon direncine katkisi, diger sonuclarla
tutarl1 olan CCCP eklendikten sonra tiim MDR izolatlarinda siprofloksasin igin
MiK'nin azalmasmin goézlemlenmesiyle kanitlamistir (Srinivasan ve ark 2009).
Yapilan c¢alismadaki izolatlarin %88't CCCP'ye tepki gostermis ve izolatlarin %12'si
CCCP'ye ihmal edilebilir tepki gostermistir, bu da tasima sistemlerinin yukari

regiilasyonunu gostererek ve ek diren¢ yollarinin tagima sistemleri aktivitesinin
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kaybini telafi ettigi bulunmustur. Bu sebeple izolatlarin siprofloksasine duyarlilig: hala
diisiik olarak gozlemlenmistir. Yapilan ¢aligmaya ayn1 zamanda EPI eklendiginde
%62 i¢cin MIC'nin iki ila dort kat 6nemli 6l¢iide azaldigini goriilmiistiir. CCCP'nin A.
baumannii suslarinda MiK'yi iki ila dort kat azalttign gdsterilmistir (Lin ve ark 2009,
Ardebili ve ark 2014). Bir baska ¢alismada, CCCP, tigesikline diren¢li A. baumannii
izolatlarinda duyarliligi gozlemlenmistir (Deng ve ark 2014). Yapilan calismalara
bakildiginda ve daha 6nce bildirilenler ¢aligmalar arasinda bildirilen degerlerdeki
farkliliklar, antibiyotik se¢imlerindeki farkliliklardan kaynaklanmaktadir. Kullanilan
antibiyotik disinda antibiyotik inhibitorleri ile sinerjik etki yapan maddeler de bu
farkliliklara neden olabilmektedir. Bunlarin disinda ¢esitli iilkelerdeki ilag rejiminin
farkliligindan, izolatlarin sayisinin farkliligi, tarama i¢in kullanilan cesitli
antibiyotikler ve bu g¢alismalarda kullanilan akis pompalarindaki genlerin ayni

bakteride farkli suslarda saptanmasindan da kaynaklanabilmektedir.

A. baumannii bap (bap ab), biyofilm olusumuyla iliskili bir hiicre yiizeyi
proteinidir. Bap'in tiim bu organizmalardaki ortak 6zellikleri, biiyiik boyutu, ¢oklu
ardigik tekrarlarin varligi, hiicre yilizeyi konumu ve biyofilm olusumundaki roliinii
icermektedir. A. baumannii'nin sekanslanmis suslarmin ¢ogu bap geni tasimasina
ragmen, bir¢cok susun bap kodlama sekanslarinin yiiksek oranda tekrarlayan genetik
elemanlarinda ortak olan rekombinasyon olaylarinda olusan sekans hizalama hatalari
veya kesilmis bap sekanslarina sahip oldugu goézlemlenmistir. Bap geni oldukga
karmasik bir proteindir. MS1968 vaka susunda kismi bap dizilimi, bap'in yaklagik 16
kb biiyiikliglinde biiyiik ve oldukca tekrarlayan bir gen dizilimleri oldugu
bulunmustur. Tam dizili agik okuma ¢ergevesi 25.863 bp ve tahmini kiitlesi 854 kDa
olan  bir proteindir.  Filogenetik analiz  kullanilarak, MS1968 soyundan
gelen bap'mklonal kompleks 2 (CC2) suslarit ACICU, TCDC-ABO0715 ve 1656-2'den
alinan bap sekanslari, CC1 suslarinda bap geninin farkli oldugunu gézlemlenmistir.
Bap, pozitif susun hiicre ylizeyinde eksprese edilmektedir ve bunun biyofilm olusumu
ile iliskili oldugunu kanitlanmistir ayrica afinite ile saflastirilmig antikorlarla inhibe
edilebilmektedir. Bap her A.baumanni susunda farkli oldugu, genetik diziliminin
biyofilmin kalinligi ve hacmini etkiledigi bu ¢aligma sonucunda bulunmustur. (Goh ve

ark 2013).
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154 A. baumannii'nin biyofilm olusturma yetenegi, antibiyotik direnci ve
biyofilm ile iligkili genlerinin korelasyonunu Tayvan'daki bir egitim hastanesinden
toplanan izolatlarda arastirilmistir. Viriilans genlerinin  dagilimi  ( bap, bla per-
1,omp A vecsu E), c¢oklu ilaca direngli klinik A. baumannii izolatlarinin biyofilm
olusumunda rol oynar. Aragtirmada 154 izolattan klinik izolatlarin %15,6'sinin zayif
biyofilm ireticisiyken, %32,5 orta ve %45.4iniin giiglii biyofilm olusturma
yetenegine sahip oldugu kesfedilmistir. bap, bla rer1, CSU E ve omp A genlerin izole
edilen suslarin biyofilm olusum orani sirasiyla %79.2, %38.3, %91.6 ve %68.8 olarak
arastirma sonuglarinda yer almistir. bap, bla per-1, omp A ve csu E genlerini tagiyan
suslar, bu genleri olmayan izolatlardan daha gii¢lii biyofilm olusturdugu sonucuna

varilmistir (Yang ve ark 2019).

Bir c¢alismada ise 108 Acinetobacter tirtinden 86'sinda (%79,7)
A.calcoaceticus-A. baumannii (ACB) kompleksi goriildii. Izolatlarin 78' (%72) ¢oklu
ilaca direngli, izolatlarin 34" (%31) genisletilmis spektrumlu beta-laktamaz tireticisi

ve izolatlarin sadece 10'u (%9.3) biyofilm iiremistir (Sharma ve ark 2019).

2016 yilinda yaymlanmis olan Lihua Qi ve ark. tarafindan Cin’de yapilan
antibiyotik direnci ve biyofilm olusumu arasindaki iliskinin incelendigi galismada 272
klinik izolattan 249’unda biyofilm olusumu gézlenmis, duyarl olan suslarin, ¢cok ilaca
direncli ve ekstrem ilag direncli suglara oranla daha giiclii biyofilm olusturduklar

tespit edilmistir (Qi ve ark 2016).

Acinetobacter tiirleri 6zellikle A. baumannii, pan ilaca direngli (PDR),
kapsamli ilaca direngli (XDR) ve coklu ilaca diren¢li (MDR) suslarin artan sikligi
nedeniyle Kklinik olarak 6nemli bir nozokomiyal patojeni haline gelmistir (Nowak ve
ark 2016). Yapilan bir¢ok c¢alismalarda sefotaksim, sefepim, siprofloksasin,
piperasilin-tazobaktam, seftazidim, imipenem ve meropeneme karsi diger ¢calismalarla
karsilastirildiginda benzer sekilde maksimum direng goériilmiistiir (Owlia ve ark 2012,
Cortivo ve ark 2015).

Tanimlanan ilk pompa olan AdeABC, aminoglikozidler, tetrasiklinler,
florokinolonlar, kloramfenikol ve trimetoprim'e direng saglar (Magnet ve ark 2001) ve
tigesikline duyarliligi azaltir (Peleg ve ark 2007, Ruzin ve ark 2007). AdeFGH

sisteminde substrat olarak kloramfenikol, klindamisin, florokinolonlar, trimetoprim,
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tetrasiklinler, tigesiklin ve siilfonamid bulunur (Coyne ve ark 2010). AdelJK, B-
laktamlar, kloramfenikol, tetrasiklinler, eritromisin, florokinolonlar, fusidik asit,

novobiyosin ve trimetoprim disar1 akar (Damier-Piolle ve ark 2008).

AdeABC, pB-laktamlar, florokinolonlar, tetrasiklin (tigesiklin), makrolid
(linamidler) ve kloramfenikol olmak lizere cesitli substratlara
sahiptir; aminoglikozitlerin klinik direncini verir. Bunlar arasinda netilmisin ve
gentamisin, disa akis pompasi AdeABC i¢in en iyi substratlardir (Magnet ve ark
2001). AdeABC gibi efluks pompalari, ilaglar1 hedef alim bolgesinden uzaga atarak
tigesiklinin diren¢ mekanizmalarinda 6nemli bir rol oynar (Manchanda ve ark 2010,
Singh ve ark 2013). Calismalar ayrica AdeABC pompasinin ilag direnci {izerinde
karbapenemler ve aminoglikozidazlarla sinerjik bir etkide oldugu gézlemlenmistir
(Yoon ve ark 2015). Cin'de yapilan bir galisma, AdeABC disa akis pompasi genlerinin
asirt  ekspresyonu ile diizenleyici genlerinde mutasyon  olmaksizin A.
baumannii‘deki karbapenem (meropenem) direnci arasinda yakin bir iligki oldugunu
gostermistir (Dou ve ark 2017). Meropenem, B-laktam antibiyotik ailesine aittir,
sefoperazon-sulbaktam ise ti¢iincii kusak sefalosporin ve B-laktamaz inhibit6riiniin bir
turtidiir. Meropenem, sefoperazon-sulbaktam ile birlestirildiginde, bakterisidal
etkilerini  gerceklestirerek  farkli  tipte  penisilin  baglayici  proteinlere
baglanabilirler. Ayn1 zamanda, sulbaktam B-laktamaz aktivitesini geri doniisiimsiiz
olarak inhibe edebilir. Bu, gézlemlenen sinerji i¢in en olasi agiklama olabilir. Hem
Intl hem de 16S ribozomal RNA metilazlarinin mevcudiyetinin aminoglikozitlere

direng sagladigi kaydedilmistir (Chen ve ark 2018).

AdeFGH akis pompasinin asir1 ekspresyonu, biyofilm olusumu sirasinda QS
molekiillerinin sentezi ve tasinmasinda potansiyel bir role sahiptir. He ve ark. yapmis
olduklar1 bir ¢aligmada otoindiikleyici sentaz geni ( abal ), akis pompasi kodlayan
genler (AdeB,AdeGveAdel) ve dis zar proteini kodlayan genlerin
(carO ve ompA) etkisi arastirtlmistir. Bu genler arasinda,
abal , AdeG , AdeJ ve ompA'nin tim suslarda mevcut oldugu
belirlenirken, AdeB ve carO'nun sadece A-Il ve A-IV tipi suslarda bulundugu
belirlenmistir. Sonuglar, abal geninin ve planktonik hiicrelerden biyofilm hiicrelerine
gecis sirasinda biyofilm olusumunun artmasi, A. baumannii'da QS ile biyofilm

olusumu arasinda bir baglanti oldugunu diisiindiirmektedir. Bu ¢aligmada, A-1V-tip A.
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baumannii'de biyofilm olusumuyla AdeB ve AdeG yukari1 regiilasyonu arasinda
onemli bir iliski oldugunu gostermektedir ve A-IlI-tipi susta olusan biyofilmlerde
AdeG'nin regiilasyonu arasinda pozitif korelasyon bulunmustur. Ozellikle, en
kapsamli biyofilm indiiksiyonu, A. baumannii suslarinda abal ve AdeG'nin tutarh
yukart regililasyonu ile kombinasyon halinde gozlemlenmistir. Dolayisiyla A.
baumannii  AdeFGH ve abal'nin  birlesik  yukar1  regiilasyonunun A.
baumannii tarafindan biyofilmlerin gelisimi {lizerinde potansiyel bir etkisi oldugunu
calisma sonuglarinda bulunmustur. Muhtemelen, AdeFGH'nin asir1 ekspresyonu,
biyofilm olusumu sirasinda asillenmis homoserin laktonlarin (AHL'ler) sentezini ve
tasinmasini hizlandirir (He ve ark 2015). Kvist ve ark. yapmis oldugu bir bagka
calismada c¢oklu ila¢ akis pompalarmin ila¢ direncinde, hiicre boliinmesinde,
patojenitede ve yakin tarihli bir raporda QS sinyal salgilanmasinda merkezi bir rolii

oldugu bildirilerek bu goriis desteklenmistir (Kvist ve ark 2008).

Insanlardan izole edilen A. baumannii'de AdeF, AdeG ve AdeH ilag akis
pompalari genlerinin ¢ok yaygin oldugu belirten aragtirmalar bulunmaktadir (Sun ve
ark 2014). A. baumannii izolatlarinin yaklasik %90'1, mevcut ¢alismaya benzer sekilde
AdeFGH operonuna sahiptir (Coyne ve ark 2010).Birkag antimikrobiyal ajana direng,
kismen AdeFGH operonu ile iliskili olabilmektedir. Florokinolonlara ve tigesikline
direng, muhtemelen AdeFGH'nin A. baumannii'de yukari regiilasyonuna neden
olmaktadir (Coyne ve ark 2010). Onceden yapilmis olan bir ¢aligmada toplanan 50
direngli izolattan % 77,27'si AdeG ekspresyonunun arttifim1 goriilmiistiir. A.
baumannii'nin 14 CID klinik izolatinin % 57.14'iiniin AdeG ekspresyonunda artis
oldugu gbzlemlenmistir. AdeG'nin asir1 ekspresyonunun A. baumannii’'nin patojenitesi
ile iliskili oldugu Yoon ve ark. yapmis oldugu ¢alismada vurgulanmstir (Yoon ve ark
2013). Bir baska calismada, florokinolon A. baumannii suslarmin % 77.77'si AdeF'nin
asirt ekspresyonunu gostermistir (Costello ve ark 2016). Genel olarak calismalara
bakildiginda AdeF'nin gen ifade orani, AdeA ve Adel genleri ile karsilastirildiginda,
tim XDR A. baumannii izolatlarinda ¢ok daha diisiik ve higbir izolat AdeF genini asir1

ifade etmedi bulunmustur (Sun ve ark 2014).

Acinetobacter baumannii AdeABC akis pompasi i¢inde, direngle iliskili en
onemli gen AdeB “dir (Yoon ve ark 2016). Yapilan ¢aligmalarda PCR amplifikasyonu,

AdeB saptama oraninin klinik izolatlarda en yiiksek oldugunu gostermistir. Zarrili ve
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ark. yapmis oldugu ¢alismada AdeB, A. baumannii suslari tizerinde en biiyiik temsile
sahipken (%80), AdeA ve AdeC sirasiyla %42 ve %40 oraninda bulunmustur (Zarrilli
ve ark 2013). Yapilan diger ¢alismalarda AdeB geni klinik olarak izole edilen tiim
suslarda bulunurken, benzer ¢alismalarda bu oran sadece %70 ila %75 olarak
gozlemlenmistir (Wieczorek ve ark 2013). Bu arastirmalara ragmen, AdeA'nin klinik
olarak izole edilmis suslarda en yiiksek oranlarda goriildiigii rapor eden arastirmalarda
vardir. Yapilan tim c¢alismalarda AdeC saptama oranien disik bulunmustur
(Modarresi ve ark 2015).Yapilan c¢alismalara bakildiginda AdeC pozitif suslarin ve
AdeC negatif suslarin karsilastirildiginda, AdeC pozitif olan grubun calismada alt1
antibiyotige de daha fazla sus direncine sahip olduguda belirtilmistir (Wieczorek ve
ark 2013).

Iran, 2016 yilinda Tahran'daki iki hastaneden 79 A. baumannii susu izole
edilmistir. AdeABC genlerinin sikligin1 ve eritromisin, trimetoprim, meropenem ve
imipenem'e kars1 antibiyotik direncini arastirmak amaciyla bu ¢aligma yapilmistir. A.
baumannii izolatlar1 arasinda en yiiksek ve en diisiik direng sirasiyla trimetoprim
(%93) ve eritromisin (%53) olarak olglilmiistiir. AdeA, AdeB ve AdeC genlerinin
siklig sirasiyla %96,2, %96,2 ve %91,1 olarak bulunmustur. Imipenem direnci ile
efluks pompasi genlerinin varligi arasinda anlamli bir iligki vardi ( P <0.05) (Ranjbar
ve ark 2020)

Selcuk Univeristesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda 2011
yilinda yapilan bir arastirmada, Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Hastanesi
Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda 2008-2009 yillarinda kan kiiltiirlerinde
tireyen 224 A. baumannii izolati ¢alismaya alinmistir. Suslarda kolistine direng
saptanmamig, amikasine % 59, tetrasikline % 67, imipenem, sefoperazon-sulbaktam
ve siprofloksasine % 75, gentamisine % 79, seftazidime % 80, piperasilin-tazobaktama
% 81, sefepime % 86 ve sefotaksime % 96 oraninda direng saptanmustir. Kolistin ve
amikasinin diger antibiyotiklere gore daha etkili oldugu belirlenmistir (Turk Dagi ve
ark 2011). Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’'nda 2011
yilinda yapilan aragtirma ile simdiki yapilan c¢aligmanin antibiyotik oranlari
karsilastirildiginda antibiyotik direnci arttig1 6zellikle kolistin direncinin artis1 dikkat
cekmektedir. 224 hastada kolistin direnci 2008-2009 yillarinda kan kiiltiirlerinde

antibiyotik direnci hi¢ gézlemlenmemisken, 2019-2021 yillar1 arasinda 53 hastanin
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%3,77’sinde direng gézlemlenmistir. Ayrica 2008-2009 yilinda amikasin 224 hastada
%59 iken 2019-2021 yilinda 53 hastada %54,71 olmasi, gentamisinin 224 hastada %79
iken 53 hastada %60,57 goriilmesi genel olarak aminoglikozid antibiyotiklere direncin
artmasi kanitlamaktadir. Artan antibiyotik direng oranlariyla birlikte PCR da gézlenen
efflux pompa akis genlerinin yiiksek oranda ¢ikmasi yapilan bir¢ok arastirmadaki

anlamliligini da vurgulamaktadir.

Tablo 12. Konya ilinde Kan Kiiltiirlerinden Izole Edilen A. baumannii’nin Yillara
Oranla Antibiyotik Direng Yiizdeleri

2008-2009 Yillarinda 224 Hastada 2019-2021 Yillarinda 53 Hastada
Antibiyotik Direnci ve Yiizdesi Antibiyotik Direnci ve Yiizdesi
Amikasin % 59 Amikasin %54,71
Imipenem % 75 Imipenem %94,33
Siprofloksasine % 75 Siprofloksasine %98,11
Gentamisine % 79 Gentamisine % 60,37
Seftazidime % 80 Seftazidime % 37,73
Piperasilin-Tazobaktama % 81 Piperasilin-Tazobaktama % 47,16
Kolistin - Kolistin %3,57

Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nin
yapmis oldugu ¢alismada 388 izolatin % 46,4’ solunum yolu, % 26,81 kan kiiltiirt,
% 11,8’1 idrar, % 9,5’i yara orneklerinden A. baumannii izole edilerek iiretilmistir.
Orneklerin % 78’1 yogun bakimlardan, % 15°i servislerden % 9,4 dahili servis, % 5,6
cerrahi servis, % 7’si yanik iinitesinden izole edilmistir. A. baumannii suslarinda
duyarliliga iligkin 2006 yilinda yapilan c¢alismada elde edilen sonuglar ile 2018
yilindaki ¢aligma sonuglari karsilastirildiginda aminoglikozid grubu antibiyotiklerden
amikasin direncinin % 59°dan % 83’e; karbapenem grubu antibiyotiklerden imipenem
direncinin % 24’ten % 95’e, meropenem direncinin % 25’ten % 93’e; kinolon grubu
antibiyotiklerden siprofloksasin direncinin ise % 82’den % 84’e ¢iktig1 goriilmektedir.
Ozellikle karbapenem grubuna zaman icindeki direng artis1 dikkat cekmektedir. iki
farkli zamanda yapilan bu iki ¢alismada ortak antibiyotikler karsilastirilirken suslarin
duyarli/ direngli oldugu antibiyotiklerin uluslararasi standartlar1 kendi yillarina gore
referans alinarak yorumlanmistir. Amikasin, gentamisin, imipenem ve meropenem

diren¢ oranlarindaki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Uzuner ve ark
2020).
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Tablo 13. Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalr’nin
2006 Ve 2018 Yillarinda izole Edilen A. baumannii Suslarinin Diren¢ Oranlariimn
Karsilastirilmasi [N (%)] (Uzuner ve ark 2020)

2006 2018

Antibiyotikler Direngli ve( %) Direngli ve( %)
Amikasin 40 (59) 323 (83,2)
Gentamisin 59 (87) 318 (81,9)
Siprofloksasin 56 (82) 365 (94,5)
Imipenem 16 (24) 368 (95)
Meropenem 17 (25) 361 (93,5)
Trimetoprim/siilfametoksazol 53 (78) 249 (64,3)

Tiirkiye’ de yillara gore yapilan ¢alismalarla karsilastirildiginda, 2019-2021
yilinda 53 hastadaki ¢calismamizda aminoglikozid grubu antibiyotiklerden amikasine
%54,71 ve gentamisine % 60,37 oraninda direng tespit edilmistir. 2011 yilinda 224
hastada amikasine %59 ve gentamisine %75 (Turk Dagi ve ark 2011); 2014°te 385
hastada amikasine % 44 ve gentamisine % 84 (Sargin Altunok ve Koc 2014); 2017’de
MDR direngli 40 hastada amikasine % 75 ve gentamisine % 85 (Alada ve ark 2017)
ve 2018’de 104 hastada amikasine % 75 ve gentamisine % 80,8 (Say Coskun 2018)
direng oranlar1 tespit edilmistir. Calismalardaki sonuglara bakildiginda iilkemiz
genelinde gortildigii gibi yillar igerisindeki aminoglikozid grubu antibiyotiklerdeki

direng artig1 dikkat ¢ekmektedir.

Yapilan bircok ¢alismaya bakildiginda hem iilkemizde hem yurtdisinda
A.baumanni i¢in artan anitibiyotik diren¢ oran1 ile effluks pompa genlerinin artmasi
paralel gézlemlenmektedir. Bu nedenle genlerin antibiyotik direnciyle artmasi effluks
pompa akis kanallarinin iglevi ve 6nemi iizerindeki etkisini vurgulamaktadir. Artan
antibiyotik dire¢ ile bakterinin savunma akis pompa sistemi mekanizmasi, bakterinin
hayatta kalma stratejisinde kullandigi viriilans faktorlerinin etkisi vurgulayarak,
genetik kazanimlari, bakteri toplulugu olarak biyofilm olusturarak ve her bir bakteri
arasinda iletisimi saglayarak ¢alismamizda arastirilan viriilans faktorlerinin bakterinin
patojenik basarisindan tek basina sorumlu olmadigi gézlemlenmistir. Bu durum bize
A. baumannii’nin virulansinda multifaktoryel ve kombine bir stratejinin rol oynadigini
gostermektedir. A. baumannii farkli ortamlara uyum saglama yetenegi ile donatilan

viriilans faktorlerinin zenginligi ve kullanim alaninin genis olmasi iyi bir strateji
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Ozelligini vurgulamaktadir. Bakteri insan konagina adaptasyon saglamak igin
muhtemelen virulans ve direng faktorlerinin farklit kombinasyonlar1 kullanmaktadir.
Hastane ve beseri kaynaklarinda etkisinin oldugu diisiiniilse de biyofilm olusum
mekanizmasinin altinda yer alan bircok gen varlig1 ve ¢evresel etmenlerin olusturdugu
kombine durum bap geninin 53 hastamizda bir tanesinde ¢ikmasi durumunu
diistindiirmektedir. Biyofilm gen sayisinin az bulunmasindaki ana nedenlerden biri
virililans faktorlerinin birbiri ile etkilesimidir. Biyofilm olusum durumunun ve genetik
diger genler ile ¢evresel etmenlerin lilkemiz ve kiiresel anlamda arastirilmasi gereken
onemli konulardan biri olacaktir. Antibiyotik diren¢ konusunda yapilan bir¢cok
arastirmada gortldiigii gibi, hastanede kullanilan antibiyotikler effluks pompa
sisteminde kullanilan substratlar olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu da effluks direng

genleri ile antibiyotik diren¢ oranlarindaki artis1 anlamlandirmaktadir.

Selcuk Univeristesi T1p Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda yaptigimiz
53 hastada yapilan arastirma sonuglarina bakildiginda PCR ‘da yapilan genetik
bolgelerin varligi bugiine kadar yapilmis literatiirler ile karsilastirildiginda oranlarin
anlamli oldugu goriilmektedir. Arastirma sonucunda 53 hastanin sadece birinde
biyofilm varlig1 tespit edilmistir. Bu ¢calismada elde edilen verilerin; hastanemizde yer
alan hastalarin kan kiiltiirinde rastlanilan Acinetobacter baumannii biyofilmle ilgili
bap geninin %1,89 orani ile en diisiik bulunan gen olurken, effluks gen bolgelerinden
olan AdeA geni 53 hastanin hepsinde %100 oraninda bulunmustur. Diger effluks
genlerinin dagilimi su sekildedir: AdeB %96.22, AdeC %45.28, Adel geni %86.79,
Ade] %67.92, AdeK %98.11 ve AdeR %98.11. Quarum sensing genleri Luxl %41,51
oraninda goriiliirken LuxR geni %47,17 oraninda bulunmustur. Antibiyotik direng
oranlarida su sekidedir; Imipenem 294,33, Seftazidim %37,73, Gentamisin %60,37,
Siprofloksasin %98,11, Amikasin%54,71, Kolistin%3,77 ve Piperasilin/Tazobaktam
%47,16 bulunmugstur. Tablo 14. de bugiine kadar yapilan hem iilkemizdeki hem
yurtdisindaki sonuglarin karsilagtirilmasina bakildiginda artan gen prevelansiyla artan
antibiyotik diren¢ oranin yapilan bir¢ok c¢alismada benzer gen-diren¢ oranlarina

paralellikte artan degerler oldugu goériilmektedir.
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Tablo14.2019-2021 Yillarinda Yaptigimiz Caligma Antibiyotik Ve Diren¢ Genlerinin

Yiizdelik Olarak Oranlarinin Karsilastirilmast

Genler 53 Hastada Bulunan | Antibiyotik 53 Hastada Bulununan
%Oranlar % Oranlar

AdeA 100 Amikasin %54,71

AdeB 96,22 Imipenem %94,33

AdeC 45,28 Siprofloksasin 298,11

Adel 86,79 Gentamisine % 60,37

Adel 67,92 Seftazidime % 37,73

AdeK 98,11 Piperasilin- % 47,16

Tazobaktama
AdeR 98,11 Kolistin %3,57
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6. SONUC VE ONERILER

Selguk Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na 2019-2021 yillar
araliginda gelen kan kiiltiiriinden izole edilerek DNA hidrilizayonu yapilan 53 hastada
bulunan A.baumanni’de viriilans faktorleri olan effluks genlerinin (AdeA, AdeB,
AdeC, Adel, AdeJ, AdeK ve AdeR), quarum sensning (QS) genlerinin (LuxI ve LUxR)
ve biyofilm (bap) gen boélgeleri arastirilmistir. Bu ¢alismada ¢esitli kliniklerden
gonderilen kan kiiltiiriinden elde edilen 6rneklerden izole edilen Acinetobacter spp.
suslarinin siklig1 genotipik olarak arastirilmistir. Hastanenin farkli klinik, farkli yas
gruplarindan olusan 53 hastada Acinetobacter baumannii bakterisinin quarum sensing
(QS), biyofilm ve effluks genlerin var oldugu gen sekanslari belli olan ticari Kitler ile
PCR ile tanimlamasi yapilmistir. Calisma sonucunda Acinetobacter spp. orta yas
istiindeki bireylerde daha sik goriildiigii tespit edilmistir. Kan kiiltiirlerinde
Acinetobacter baumannii’nin goriilme orani diger mikroorganizmalara gore daha az
goriilmektedir. Calismamizda analiz edilen genlerinin prevalans oranlar Tiirkiye ve
yurt disinda yapilan ¢aligmalarin sonuglarina bakildiginda genel olarak yakin sonuglar
elde edilmistir fakat biyofilm bap geninin prevalansinin diisiik oldugu goriilmiistiir. Bu
durum, gelen hastalarin farkli zaman dilimlerinde ve hastanenin farkli kliniklerinde
yer almasi nedeniyle hastalar arasi1 temas oraninin diisiik olmasiyla genetik aligverisin
olmamasi, biyofilm olugsmasma neden olan olumsuz ortamin olmamasi, hastane
personellerin bilingli olmasi, hastanenin gerekli steril ve hijyenik kosullara sahip
olmas1 onemli bir etken olmakla beraber bakterinin biyofilm olusumu i¢in gerekli
genetik, cevresel ve bakteriyel iletisim agi olan QS haberlesme etmenlerin yeterli

diizeyde olmamasi da nedenleri arasinda gosterilebilmektedir.

Ulkemizde Acinetobacter’in effluks pompasi ve quarum sensing faktérlerinin
aragtirtlmas ile ilgili smirli sayida calisma bulunmaktadir. Ilerde yapilacak olan
calismalarda viriilans faktorleri ve viriilans faktorlerini etkileyen genlerin dagilimi, bu
genler ile diger genlerin olup olmamasi ayrica olan genlerin genetik dizilimlerinin her
susta ayn1 yapida olup olmamasi, bakteri liremesi ve gelismesini etkileyen
mikroelementlerin konsantrasyon varliginin énemini kapsayan bu gibi bir ¢ok etkenli
genis spektrumlu c¢alismalar Acinetobacter baumannii’nin daha da ayrintih
arastirilmasinda katkida bulunacaktir. A.baumanni ‘nin bu kadar genis spektrumlu

viriilans faktorlerinin olmasi ve bu faktorlerin cevreyle, konakla etkilesimlerinin
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sonucunda savunma mekanizmasini ¢ézmek, her gegen giin Diinya literateriiniin
degismesi, kullanilan tedavilerin degismesi, {ilkelerin bilingli sosyoekonomik
durumlarinin degismesi gibi bir¢ok etkene bagli olmasi da arastirmalarda sorun
olmaktadir. Bilimsel olarak yapilan ve yapilacak olan her ¢alismanin yeni bilgler
esliginde ¢ozlimler sunmasiyla hastane kdkenli bagisikligr diisiik insanlarda 6liimciil
etkisi olan bu bakterinin virlilans faktorlerini daha da ayrmtili bilgiler ile 6liim
oranlarinda azalmalar olacagini, tedavide farkli yollar olusacagina umut omaktadir.
Yaptigimiz bu ¢alisma sonucunda bulunan verilerin Acinetobacter spp. ile gelisen
enfeksiyonlarin epidemiyolojisi ve patogenezine yonelik yapilacak olan diger

calismalara katkida bulunacaktir.

Viriilans kontrol edilebilirse konak immiin sistemi antimikrobiyal ajanlara
gerek kalmadan enfeksiyonun iistesinden gelebilecektir. Bunun miimkiin olmadigi
durumlarda ise anti-viriilans tedaviler geleneksel antimikrobiyal ajanlarla birlikte
kullanilarak sinerjistik etki olusturulacak ve antibiyotiklerin kullanim1 azaltilarak, bu
ajanlara kars1 direng gelisimi de 6nlenmis olacaktir. A. baumannii’nin 6nemli bir insan
patojeni haline gelmesine yol acan bu evrimsel siireci tam olarak anlayabilmek i¢in,
virulans faktorlerinin rolleri daha fazla calismalar yapilarak aydinlatilmalidir. A.
baumannii’nin genomu go6z Oniine alarak yapilan etkilesim iginde oldugu her bir
stretejik yollar daha da ¢ok incelenerek ve aragtirmalar yapilarak gerek iilkemiz gerek
global anlamda insan sagli basta olmak iizere toplumsal kaynakli enfeksiyonlarin
oniine gecilebilir. Diren¢ mekanizmalarinin 1yi bilinmesi yeni {iretilecek olan
antibiyotik ya da tedavi segeneklerinin daha iyi uygulanmasi ve arastirilmasinda
rehberlik edecektir. Bu bakterinin sebep oldugu 6liim oranlarinin en aza indirilmeside
toplum saglig1 ve refahi i¢in diger bir 6nemli etkendir. Bu gibi ¢aligsmalarin daha fazla
olmasi hem iilke literatiiriine katki saglayacak hem de Acinetobacter tiirlerinin direngli
olmasinda katk1 saglayan genlerin daha iyi anlagilmasini saglayarak uygulanacak olan
tedavi etkili secilmesine ve daha az maliyet ile ekonomik olan sorunun giderildigi gibi,

kiiresel bir etkiye sahip olan direncin azalmasina olanak saglayabilir.
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