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KISALTMALAR

WHO : Diinya Saglik Orgiitii ( TheWorld Health Organisation)
PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)
PMQR : Plasmid Mediated Quinolone Resistance
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dNTP : DeoksiNiikleotit U¢ Fosfat
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MgCl» : Magnezyum Kloriir
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YUKSEK LiSANS TEZIi

KINOLON DIRENCLI Acinetobacter baumannii IZZOLATLARINDA PLAZMID
ARACILI KINOLON DIRENC GENLERININ ARASTIRILMASI

KIRSEHIR AHI EVRAN UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
MOLEKULER TIP ANABILiM DALI
Duha Nagim Abdallh ABDALLH

Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Cihat OZTURK

Antibiyotikler, hastane veya toplum kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde siklikla kullanilan
ilaclardir. Antibiyotiklerin yaygin ve akilc1 olmayan kullanimina bagli olarak meydana gelen
direng, gliniimiizde 06zellikle nazokomiyal enfeksiyonlarda morbidite ve mortalitenin
artmasina neden olmaktadir. Acinetobacter baumannii (A. baumannii) {ilkemizde ve
diinyada birgok antibiyotige hizli diren¢ gelistirmesi dolayisiyla en 6nemli nazokomiyal
etkenlerden biridir. Bu ¢alismada, Kirsehir Egitim-Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
labaratuvarinda cesitli klinik izolatlardan izole edilen ve Kirsehir Ahi Evran Universitesi
T1bbi Mikrobiyoloji Laboratuvar kiiltiir koleksiyonunda stoklanan kinolonlara direngli A.
baumannii izolatlarinda plazmit aracili kinolon direng¢ genlerinin varligi arastirildi.
Izolatlarin tamamu siprofloksasin, gentamisin, levofloksasin, gentamisin, amikasine direncli
iken kolistin duyarli olarak tespit edildi. Calismada, A. baumannii izolatlarinda plazmid
araciligi ile aktarilabilen kinolon (qnrA, gnrB, gnrC, gnrD, gnrS, gepA, ogxA, ogxB) ve
aminoglikozid (aac(6')-Ib) direng genleri konvansiyonel PCR yontemiyle incelendi.
Kinolon ve aminoglikozid direncli A. baumannii Izolatlarinin 24 (%82,8)’iinde gnrB, 3
(%10,3)’tinde gnrS, 16 (%55,2)’sinda 0gxA, 3 (%10,3)’iinde ogxB ve 15 (%51,7)’inde
aac(6)-Ib geni tespit edilirken, plazmid aracili diger (qnrA, gnrC, gnrD ve gepA) genlerinin

higbiri belirlenmedi. PCR sonrast yapilan konjugasyon deneyinde qnrB genine sahip bir



izolatin konjugatif plazmide sahip oldugu saptandi. Sonug¢ olarak yapilan bu g¢alismada,
izolatlarin biiylik ¢ogunlugunun (%97), incelenen plazmid aracili diren¢ genlerinden en az
biri bakimindan pozitif bulunmasi ve bir izolatta qnrB geninin konjugatif bir plazmid
tizerinde bulundugu saptanmistir. Bu durumun, plazmid aracili kinolon direncinin,
nazokomiyal etkenlerde potansiyel olarak kinolon direncinde artisa neden olabilecegi ve

dolayisiyla daha fazla 6rneklem ile yeni ¢alismalarin yapilmasi gerektigi diisiintilmektedir.
Ocak 2024, 70 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Acinetobacter baumannii , konjugasyon , plazmid, kinolon direng geni.
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ABSTRACT

M.Sc. THESIS

INVESTIGATION of PLASMID MEDIATED QUINOLONE RESISTANCE
GENES in QUINOLONE-RESISTANT Acinetobacter baumannii ISOLATES

KIRSEHIR AHI EVRAN UNIVERSITY
HEALTH SCIENCES INSTITUTE
DEPARTMENT OF MOLECULAR MEDICINE
Duha Nagim Abdallh ABDALLH

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Cihat OZTURK

Antibiotics are drugs often used in the treatment of hospital or community-acquired
infections. Resistance that occurs due to the widespread and irrational use of antibiotics
causes serious health problems today. Acinetobacter baumannii (A. baumannii) is one of the
most important nosocomial agents due to the rapid development of resistance to many
antibiotics in our country and in the world. In this study, the presence of plasmid-mediated
quinolone resistance (PMQR) genes was investigated in 29 A. baumannii isolates resistant
to quinolones, isolated from various clinical isolates and stored in the culture collection of
Kirsehir Ahi Evran University Medical Microbiology Laboratory. All isolates resistant to
ciprofloxacin, gentamicin, levofloxacin, gentamicin, amikacin, except for colistin. In the
study, quinolone (qnrA, gnrB, gnrC, gnrD, gnrS, gepA, ogxA, ogxB) and aminoglycoside
(aac(6')-1b) resistance genes that can be transferred via plasmid in A. baumannii isolates
were examined by conventional PCR method. In the quinolone and aminoglycoside resistant
A. baumannii isolates, gnrB, gnrS, ogxA, ogxB, aac(6')-Ib genes were detected as 24
(82,8%), 3 (10,3%), 16 (55,2%), 3 (10,3%), 15 (51,7%) , respectively, While none of the
other plasmid-mediated (gnrA, gnrC, gnrD and gepA) genes were detected. In the
conjugation experiment performed after PCR, an isolate with the gnrB gene was found to

have a conjugative plasmid. In conclusion; In this study, it was concluded that the majority
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of the isolates (97%) were found to have at least one of the resistance genes examined and
that qnrB, which is transferred by a conjugative plasmid, could potentially lead to an increase
in the development of antibiotic resistance in bacteria in nosocomial agents in Kirsehir,

therefore, new studies should be conducted with more samples.
January 2024, 70 Pages

Keywords: Acinetobacter baumannii , conjugation , plasmid, quinolone resistance gene
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1.  GIRIS

Nozokomiyal enfeksiyonlar (NI), hastaneye bagvuran hastalarda enfeksiyona neden
olan farkli toksinler veya enfeksiydz ajanlarla iliskilidir. Bu enfeksiyonlarin hastanin
hastanede kaldig1 siire boyunca hastane sinirlarina yayilmasi muhtemeldir. Hastane
enfeksiyonlarinin (HE) yiizde 80'1 nozokomiyal pndmoni enfeksiyonu, nozokomiyal kan
dolagimi enfeksiyonu, nozokomiyal idrar yolu enfeksiyonlar1 ve nozokomiyal cerrahi alan
enfeksiyonlar1 seklindedir. NI'lerin goriilme orani, zaman farkliliklarinin yani sira bir
bolgeden digerine degismektedir. Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO) verdigi bilgilere gore
her 100 hastadan 7'si gelismis tiilkelerde, 10'u gelismekte olan bdlgelerde hastane
enfeksiyonu siiphesi tasimaktadir [1].

Antimikrobiyal veya antibiyotik direnci, diinya ¢apinda saglik sistemlerine artan
maliyetler getiren biiyiik ve heyecan verici bir olgu olarak ortaya ¢ikmistir. Son yillarda bu
durum, hastanede yatis ve tedavi siirelerinin uzamasi nedeniyle ciddi morbidite ve
mortaliteye ve artan maliyete neden olmustur. Gegmis yillardaki cok merkezli caligmalardan
elde edilen veriler, primer veya sekonder immiin yetmezligi olan yasli hastalarin sayisinin
artmasiyla birlikte toplum danr ve hastane kaynakli antimikrobiyal direncin de arttigini
gostermistir. Her yil hastane enfeksiyonlar1 yaklasik 1,4 milyon enfeksiyona neden olur ve
cok sayida calisma, Acinetobacter enfeksiyonlarini hastane enfeksiyonlarinin 6nde gelen

nedeni olarak tanimlamustir [2, 3].

Fermentatif olmayan gram negatif basiller Acinetobacter baumannii (A. baumannii
ve Pseudomonas aeruginosa ciddi bir endise kaynagi olarak ortaya ¢ikmistir. Bunlar,
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae ve Enterobacter spp.
ile birlikte belgelenen en yaygin ve ciddi ¢oklu ilag direnci (Multiple Drug Resistance =
MDR) patojenleri arasindadir [4]. MDR organizmalarinin neden oldugu hastane
enfeksiyonlart 6nemli kiiresel saglik sorunlaridir. Tedavisi ¢ok zordur ve kot klinik
sonuclarin, morbiditenin, mortalitenin, uzun siireli hastanede kalis siiresinin ve yiiksek

saglik bakim maliyetlerinin ana nedenleridir [4].



A. baumannii, agirlikli olarak hastane enfeksiyonlarina neden olan Moraxellaceae
familyasina aittir. Bu enfeksiyonlar ¢ok cesitlidir ve hastane kaynakli ve ventilatorle iligkili
pnémoni (HAP, VAP), idrar yolu enfeksiyonlari, menenjit, bakteriyemi ve gastrointestinal
ve deri/yara enfeksiyonlarmi igerebilmektedir [4]. A. baumannii, ortaya ¢ikan ve siirekli
artan diren¢ nedeniyle insan sagligina yonelik kiiresel bir tehdit ve tedavi sorunu olusturan
ESKAPE organizmalarindan (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella

pneumoniae, A. baumannii, Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter spp.) biridir[4].

Karbapenemler, ¢oklu ilaca direngli (MDR) A. baumannii enfeksiyonlarinin tercih
edilen tedavisiydi, ancak bunlarin yaygin ve kontrolsiiz kullanilmasi, son yillarda
karbapenem direncinin goriilme sikliginin artmasina neden olmustur. Karbapenem direngli
A. baumannii (CRAB), 2018 yilinda WHO tarafindan antibiyotik aragtirma ve
gelistirmesinde bir numarali dncelik olarak siralanmistir. Karbapenem bir belirte¢ olarak
secildi ¢linkii karbapenem direnci genellikle diger antibiyotik siniflarina karsi genis bir ortak
direncg aralifiyla iliskilidir. Baslangigta sistemik toksisiteler (nefrotoksisite ve ndrotoksisite)
nedeniyle bunlardan kaginilmasina ragmen, polimiksinler arttk MDR A. baumannii
enfeksiyonlar1 i¢in tercih edilen antibiyotik olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir.
Kapsamli ilaca direngli (Extensively Drug Resistant = XDR) A. baumannii, ii¢ veya daha
fazla antimikrobiyal siifina (penisilinler ve sefalosporinler; inhibitér kombinasyonlari,
florokinolonlar ve aminoglikozidler dahil, cogu durumda karbapenemlere direngli) direngli
bir izolat olarak adlandirilmaktadir. A. baumannii hizla hastane ortamina yayilabilir [4]. A.
baumannii; amoksisilin, ampisilin, ve birinci kusak sefalosporinlere karsi dogal direng
mevcuttur. Enterobacteriaceae familyasinda kinolon direncinin, kinolon direnci belirleme
bolgesindeki DNA giraz ve topoizomeraz IV genlerindeki nokta mutasyonlarin yani sira akis

pompast ve plazmidlerdeki degisikliklerden kaynaklandigi rapor edilmistir [4].

Bakterilerdeki plazmidler ile kazanilan kinolon direnci, kinolonlar DNA giraz ve
topoizomeraz IV'i koruyan pentapeptid tekrar ailesi proteinlerini kodlayan gnr genleri
tarafindan kontrol edilir. Qnr genlerinin, akuatik bakterilerinkromozomal genlerinde,
siklikla plazmidlerde bulunan mobilize ve transpozal elementler yoluyla ve siklikla sull tipi
integronlarda oldugu gosterilmistir [5, 6]. QnrA, gnrB ve gnrS, gqnrC ve gnrD'nin plazmid
aracili kinolon direncinde 6nemli rollere sahip oldugu rapor edilmistir [7]. Bakterilerde gnr
genleri disindaki plazmitler tarafindan taginan ikinci bir diren¢ mekanizmasi, aminoglikozid

asetiltransferaz  aac(6')-Ib asetilat enziminin kodlanmasiyla bakteride enzimatik
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inaktivasyon meydana getirerek direng gelistirebilir. Bakterilerde plazmit aracili direng
gelisimini saglayan tiglincli mekanizma ise akis pompasidir. Bu mekanizmanin A.
baumannii'ye plazmit iizerinde yer alan qepAB ve 0gxAB genleri araciligiyla aktarildigi

rapor edilmistir [8].

Bu c¢alismada, Kirsehir'deki hastalarin klinik orneklerinden izole edilen kinolon
direngli 29 A. baumannii izolatinda plazmit aracili kinolon genlerinin (gnrA, gnrB, gnrC,
gnrD, gnrS, gepA, ogxA, ogxB, aac(6')-Ib) tanimlanmasi ve bu genleri i¢eren plazmidlerin

transfer edilebilirliginin arastirilmast amaglanmistir[8].



2. GENEL BiLGILER

Hollandali mikrobiyolog Beijerinck, 1911 yilinda Acinetobacter spp. cinsini
topraktan bir organizmay1 izole ettikten sonra bu bakteri cinsinin ilk tanimini1 yaymlamistir
[9, 10]. Topraktan tanmimlanan bakterilerin isimleri Micrococcus calcoaceticus,
Achromobacter, Alcaligenes, Bacterium anitratum, Moraxella glucidolytica, Neisseria
winogradsky, Alcaligenes haemolysans, Mima polymorpha ve Moraxella 1woffii olarak
isimlendirilmistir. 1954 yilinda Brisou ve Prevot tarafindan 6nerildikten sonra, mevcut cins
ad1 olan Acinetobacter (Yunancada hareketsiz anlamina gelen akinetos kelimesinden
tiretilmistir) 1968 yilinda onaylanmistir. Sonunda bu siniflandirma 1974 yilinda Bergey'nin
Sistematik Bakteriyoloji El Kitabi'na dahil edildi. 1986'da Bouvet ve Grimont,
Acinetobacter cinsini ve tiiriinii tanimlamak i¢in fenotipik testlerin kullanilma bigiminde
degisiklikler oldugunu fark ettiler. Bu cinsin her bir {iyesinin ¢esitli substratlara uyum
saglamasini saglayan benzersiz bir katabolik yola sahip olmasi nedeniyle bu farkliliklar
ortaya c¢ikmistir. Cesitli tlirleri tanimlamak i¢in DNA hibridizasyon deneylerinin
baglatilmasinin ardindan, %70'ten fazla DNA-DNA iligkisi sergileyen homoloji
gruplamalarina yeni genomik tiirler olarak adlandirilmigstir. Su an itibariyle Acinetobacter’de
32 genotiir tespit edilmistir. A. calcoaceticus-baumannii kompleksi dort genotiir igerir:
genotiir 1, A. calcoaceticus; genotiir 2, A. baumannii; genotiir 3, A. pittii; ve genotiir 13TU,
A. nosocomialis. Bunlar arasinda A. baumannii, hastane enfeksiyonlarinda en sik izole edilen
bakteri tiirli olmast dolayisiyla klinik ortamda en 6nemli tiir olarak tanimlanmaktadir [11].
Acinetobacter tiirleri son birkac on yilda idrar yolu enfeksiyonlari, nozokomiyal pndmoni,
bakteriyemi, sekonder menenjit ve yanik kurbanlarinda siiperenfeksiyonlar dahil olmak
lizere cesitli hastaliklarla iliskilendirilmistir. Acinetobacter tiirleri, temel antibiyotik
siniflarma karst c¢esitli direng mekanizmalar1 gelistirme yetenekleri agisindan dikkate
degerdir. Bu onlarin en belirgin 6zelliklerinden biridir. Genis spektrumlu B-laktamlar olan
ticiincli kusak sefalosporinlere, karboksipenisilinlere ve karbapenemlere karsi giiclii bir
diren¢  gelistirmislerdir. Bakterilerin ¢ogunlugu florokinolonlara direnglidir ve
aminoglikozitleri etkisiz hale getiren ¢ok c¢esitli enzimler iiretirler. Acinetobacter'in yogun
bakim doktorlar1 i¢in 6énemli bir sorun olan nozokomiyal enfeksiyonlarda énemli bir rol
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oynadig1 artik iyi bilinmektedir. Bu, enfeksiyonlarin ciddiyeti ve bu organizmalarin ana

antibiyotik siniflarina kars1 ¢oklu ila¢ direnci gelistirmesi ile iliskilidir [12].

2.1.  Mikrobiyolojik ozellikler

Acinetobacter tiirleri zorunlu aerob, Gram-negatif, kokobasil, -hareketsiz, nitrati
nitrite indirgeyemeyen, DNA G+C igerigi %39-47 mol olan bir tiirdiir. Onu diger Gram
negatif basillerden (katalaz pozitif, oksidaz negatif ve indol negatif) ayirmak i¢in ¢esitli
biyokimyasal testler kullanilir [13]. Genel besiyerlerinde iyi lirerler ve asetat, yag asitleri ve
bazen hidrokarbonlar dahil olmak {izere tek bir karbon kaynagina sahip basit mineral
ortamda biiyiiyebilirler. Acinetobacter izolasyonunda yaygin olarak kanli agar, Macconkey
agars ve eozin-meitlen blue agar besiyerleri kullanilmaktadir. Acinetobacter kokobasil,
diplokok veya basil sekilde goriinebilmektedir [13]. Hizli biiyiime agsamasinda Acinetobacter
tiirleri kisa, genis Gram negatif basillere benzer, ancak duragan asamada daha kokobasil
formuna biirtiniirler. Acinetobacter 30'dan fazla farkli tiir igeren bir cinstir [14]. Bu tiirlerin
cogunlugu  cevresel  mikroorganizmalar  olup  hicbiri  insan  hastaliklariyla
iliskilendirilmemistir [15]. Klinik literatiirde en sik goriilen tiirler A. baumannii, A.
calcoaceticus ve A. lwoffi'dir. Yalnizca fenotipik o6zelliklere dayanarak Acinetobacter
tiirlerini ayirt etmek zor olabilir, bundan dolay1 A. calcoaceticus-A. baumannii kompleksi
(ACB) adi verilmistir [16].

Genotiir 1 (A. calcoaceticus), Genotiir 2 (A. baumannii), Genotiir 3 ve Genotiir 13TU,
ACB'nin kurucu pargalaridir [16]. ACB kompleksinin ikinci cinsi olan A. baumannii
antibiyotiklere en diren¢li ve ayn1 zamanda klinik 6nemi en yiiksek olan tiirdiir [17]. A.
calcoaceticus, A. iwoffi ve A. johnsonii hastaliklarla iligkilendirilen diger tiirlerdir . A. junii

son zamanlarda firsatg1 bir patojen olarak rapor edilmistir [18].

2.2.  Epidemiyoloji

Acinetobacter enfeksiyonlari , iliman iklimlerdeki hastanelerdeki salginlari, dogal
afetler ve savasla baglantili enfeksiyonlar1 ve tropikal ortamlarla baglantili enfeksiyonlari
igeren ¢ok cesitli bir epidemiyolojiye sahiptir [19]. Su ve topraktaki dogal yasam alanlarina
ek olarak evcil hayvanlar, eklembacaklilar ve yiyecek hayvanlari da potansiyel
rezervuarlardir [20]. Acinetobacter insanlarda solunum ve gastrointestinal sistemlere, cilde,

yaralara ve cilde sizabilir [21]. Alt solunum sistemine aspirasyon durumunda oral
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biyofilmlerde de bulunarak pnomoniye yol agabilir [22, 23]. Kuru ¢evrede haftalarca
dayanabilme yeteneklerinden dolayi, bazi Acinetobacter suslarinin hastanedeki fomit

kontaminasyonu yoluyla yayilma olasiliklar1 daha yiiksektir [24].

Acinetobacter 1970’lerden beri 1liman bolgelerde hastane kaynakli enfeksiyonlarin
siklig1 artmustir [25]. Hayatta kalma yetenekleri ve temel antibiyotik siniflarina kars1 hizl
bir sekilde direng gelistirmeleri dolayisiyla dikkat c¢ekmektedir [26]. Nozokomiyal
Acinetobacter enfeksiyonlarimin yilin diger zamanlarina gore yaz aylarinda daha sik
rastlandig1 goriilmektedir. 1987 ve 1996 yillar1 arasinda ABD Hastalik Kontrol ve Onleme
Merkezlerine (CDC) bildirilen 3447 Acinetobacter enfeksiyonunun incelenmesine gore,
enfeksiyon oranlari Temmuz'dan Ekim'e kadar yilin diger zamanlarina gore kabaca %50
daha yiiksekti [26]. Saglik hizmeti ortamlariyla baglantili enfeksiyonlara neden olan en
yaygin mikroorganizmalar ile ilgili, Amerika Birlesik Devletleri'ndeki Ulusal Saglik
Gilivenligi Agi'min (NHSN) 2016 tarihli bir raporuna gore; ventilatorle iliskili pndmoni
izolatlarinin %12,8’inin, sistemik enfeksiyon izolatlarinin %8,8'inin, kataterle iligkili UT
enfeksiyon izolatlarinin %1,3’liniin ve cerrahi bolge izolatlarinin %1,3’{iniin Acinetobacter
tirlerini igerdigi goriilmektedir. Acinetobacter enfeksiyonlar1 genellikle uzun siireli bakim
ortamlarindaki yash hastalar1 ve yogun bakim iinitelerindeki (YBU) hasta ¢ocuklar1 ve
yetiskinleri etkilemektedir [27]. Acinetobacter enfeksiyonu olan hastalarin yogun bakimda
daha fazla zaman geg¢irdigi ve organ yetmezligi oraninin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Yogun bakim iinitesinde kalis, kadin cinsiyet, ileri yas, pndmoni, diyabet ve septik sok,

Acinetobacter enfeksiyonlu hastalarda mortalite igin risk faktorleridir [27].

2.2.1. Hastane kaynakh pnémoni

Acinetobacter kaynakli pndomoni tipik olarak, mekanik ventilasyona ihtiya¢ duyan
yogun bakim iinitesi (YBU) hastalarin1 etkileyen, ge¢ baslangighh bir durumdur.
Nozokomiyal Acinetobacter pndmonisi vakalarmin c¢ogunlugu, halihazirda enfeksiyon
gecirmis kisileri icermektedir. Mekanik ventilasyondaki hastalarda hava yolu kolonizasyonu
gercek Acinetobacter kaynakli pndmoniden ayrilmalidir. Dokuz farklt Avrupa tilkesindeki
27 yogun bakim {initesinde yapilan prospektif gozlemsel analiz, A. baumannii'nin
nozokomiyal pnomoniye neden olan en yaygin organizmalar arasinda oldugunu ortaya

¢ikarmistir. Bu tilkeler arasinda Yunanistan ve Tiirkiye de bulunmaktadir [28].



Acinetobacter ile iligkili nozokomiyal pnémoni, ¢oklu ilaca direngli izolatlarla ve %
35 ila 70'lik Sliim oranlartyla baglantilidir; ancak hastalarin ¢ogunda yasami tehdit eden
baska hastaliklarin da olmasi1 nedeniyle kesin 6liim nedenini belirlemek zor olabilir [29].
Acinetobacter kaynakli enfeksiyonlar, altta yatan hastaliklar dikkate alindiginda diger
hastane enfeksiyonlarindan 6ne ¢ikan bir 6zelligi de ¢oklu ilaca direngli olmasi dolaiyisiyla,
Acinetobacter kaynakli bir enfeksiyonu olan hastalarin hastanede ve yogun bakimda kalis
siirelerinin daha uzun olmasina neden olmaktadir. Bir calisma, c¢oklu ilaca direngli
Acinetobacter'in neden oldugu enfeksiyonlara sahip hastalarin 6lim oranlarmin, duyarh
Acinetobacter tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlara sahip hastalara veya enfekte olmamis
hastalara gore daha yiiksek oldugunu bulmustur. Genel olarak sepsis semptomlar1 ve pozitif
kan kiiltiirleri tipik olarak k&tii prognoza isaret etmektedir [30, 31]. Ornegin nozokomiyal A.
baumannii/calcoaceticus kompleks pnémonisi olan hastalar iizerinde yapilan bir ¢galismada,
siddetli sepsis ve septik sok, 30 giinliik mortalitenin bagimsiz belirleyicileriydi. Ek olarak,
diger gram-negatif basillerin neden oldugu pndomoni hastalar1 veya saglikli bireylerle
karsilastirildiginda, Acinetobacter'in neden oldugu pnémoni hastalari, pozitif kiiltiirlerin
kesfedilmesinden 6nce yogun bakim {initesinde daha uzun siire ventilator giinii yatigina sahip

oldugu bildirilmistir [31].

2.3. A.baumannii‘nin Patojenitesi

Acinetobacter tiirleri, genellikle diisiik viriilans potansiyeline sahip patojenler olarak
kabul edilir ve saglikli bagisiklik sistemine sahip bireylerde enfeksiyon olusturma riski
oldukga diisiiktiir [32]. Ancak, A. baumannii'nin, 6zellikle yogun bakim {initelerinde, saglik
hizmeti ile iligkili hastaliklarin yayilmasinda énemli bir rol oynadigi belirlenmistir. Bu
patojenin nozokomiyal salginlari, hastane ortamlarinda kalic1 kontaminasyon kapasitesi ile
iligskilendirilmektedir. A. baumannii kaynakli saglik hizmeti ile iliskili enfeksiyonlar, genel
servislerde yaklasik %26 olan 6liim oranini, yogun bakim iinitelerinde %43 seviyesine
yiikseltmektedir. Bu organizmanin patojenitesini artiran bes ana mekanizma tanimlanmistir:
biyofilm olusturma, ompA, kapsiil olusumu, siderofor iiretimi gibi Ozellikler bu
mekanizmalar arasinda yer almakta ve A. baumannii'nin hastanelerde yayilmasini ve
enfeksiyonlara yol agmasint kolaylagtirmaktadir. Bu bilgiler 1518inda, A. baumannii'nin
saglik hizmeti ile iliskili enfeksiyonlarda oynadigi roliin detayli bir sekilde incelenmesi ve
bu enfeksiyonlarin kontrol altina alinmasi icin etkili yontemlerin gelistirilmesi

gerekmektedir [33].



Acinetobacter tiirleri, hem abiyotik (cansiz) hem de biyotik (canli) yiizeyler lizerinde
kolonize olarak biyofilmler olusturma yetenegine sahiptir. Bu biyofilmler, bakteriyel
kolonizasyon, mikrokoloniler ve ekzopolisakkaritlerin birikimi sonucu meydana
gelmektedir. Biyofilm olusumu, bakterilerin ev sahibi organizmanin bagisiklik sisteminden
kacinmasima ve antimikrobiyal tedavilere diren¢ gostermesine olanak tanir. Bu siirec,
ozellikle c¢ekirdek algilama ve iki bilesenli diizenleyici sistemler gibi molekiiler
mekanizmalar tarafindan diizenlenir. Biyofilm yapisinin 6nemli bilesenleri arasinda hiicre
dis1 polisakkaritler, pili (bakteriyel ¢ikintilar), Bap (biyofilm baglayici protein) ve dis zar
proteinleri yer alir. Ozellikle Staphylococcus aureus'ta bulunan Bap proteinine benzer
biyofilm iligkili proteinlerin (BapAb) olusumu, Acinetobacter baumannii'nin stres
kosullarina adaptasyonu ve ¢evresel streslere yanit verme kapasitesinin bir gdstergesi oldugu

bildirilmistir [34].

Acinetobacter tiirlerinin patojenezinde, 6zellikle de biyofilm olusumu ve epitel
hiicrelerine adhezyon siireclerinde, OmpA proteininin kritik bir 6dneme sahip oldugu
belirtilmektedir. OmpA'nin, Acinetobacter tiirlerinin saglam bir biyofilmin olugmasini
saglayarak ve epitel hiicrelerine etkili bir sekilde yapisarak, mikroorganizmanin ev sahibi
hiicrelere kars1 direncini artirdigl gosterilmistir. Bu mekanizma, OmpA'nin sitokrom c ve
apoptozu indiikleyen faktorlerin salinimini tetikleyerek hiicre apoptozuna yol agmasini
icermektedir. Ayrica, OmpA'nin ikinci kompleman yolunun bir antagonisti olan Faktor
H'nin baglanmasina yardimci olmasi, mikroorganizmanin ev sahibi immiin sistemine karsi
olan direncini daha da pekistirmektedir. Bu bulgular, Acinetobacter baumannii'nin
patojenitesinde ve antimikrobiyal diren¢ mekanizmalarinda OmpA proteininin merkezi bir
rol oynadigini ortaya koymaktadir. Bu calismalar, enfeksiyonlarin tedavisi ve yonetimi

konusunda yeni stratejilerin gelistirilmesinde 6nemli bir temel teskil etmektedir [35].

Acinetobacter baumannii izolatlarinin, fagositozu engelleyen bir mekanizma olarak
islev goren antifagositik oOzelliklere sahip polisakkarit kapsiiller tasiyabildikleri
belirlenmistir. Bu polisakkarit kapsiiller, bakteriyi insan bagisiklik sisteminin birincil
savunma mekanizmalarindan biri olan fagositozdan koruyarak, mikroorganizmanin ev
sahibi organizma igerisinde hayatta kalmasin1 ve g¢ogalmasii saglar. Bu ozellik, A.
baumannii'nin nozokomiyal enfeksiyonlarda yaygin olarak rastlanan bir patojen olmasinin
altinda yatan 6nemli faktorlerden biridir. Polisakkarit kapsiil, bakterinin antijenik yapisini

maskeleyerek immiin sistem tarafindan taninmasini zorlastirir ve dolayisiyla enfeksiyonun
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tedavisini karmasiklastirabilir. A. baumannii'nin viriilansint artiran kapsiil, ayn1 zamanda
antimikrobiyal tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde de dikkate alinmasi gereken bir

mekanizmayi ortaya koymaktadir [36].

Acinetobacter izolatlarinin demir eksikligi kosullarinda uzun siire hayatta kalabilme
yetenegi, konak¢idan demiri etkili bir sekilde baglayabilen ve tutabilen bir katekol tiirii
siderofor olan "acinetobactin"e baglidir. Acinetobactin'in, Acinetobacter tiirlerinin demir
ihtiyacini karsilamada kritik bir rol oynadigini ve bu sayede mikroorganizmanin demir kisitl
ortamlarda bile gelisebilme kabiliyetini destekledigini ortaya koymaktadir. Acinetobactin,
mikroorganizmanin konakg¢idan demir elde etmesini kolaylastirarak, Acinetobacter'in
viriilansini ve hayatta kalma oranlarini artirmaktadir. Bu bilgiler, Acinetobacter izolatlarinin
demir eksikligi kosullarinda uzun siire hayatta kalma yeteneginin molekiiler temellerini
anlamamiza yardimci olur ve potansiyel olarak bu patojenlere kars1 miicadelede yeni tedavi

stratejilerinin gelistirilmesine olanak tanir [37].

Fimbrialar, mikroorganizmalarin ¢evresel yiizeylere ve biyotik yiizeylere, 6rnegin
bronsiyal epitel hiicrelerine tutunmasinda ve kolonizasyonunda énemli bir role sahiptirler.
tarafindan yapilan calismalar, fimbrialarin, bakterilerin ev sahibi dokulara yapigsmasini ve bu
yiizeylerde etkili bir sekilde kolonize olmasini saglayan kritik yapisal elemanlar oldugunu
vurgulamaktadir. Bu yapisma ve kolonizasyon siireci, bakteriyel patojenlerin ev sahibi
organizmada enfeksiyon olusturma kabiliyetinin temelini olusturur. Fimbrialar, bakteriyel
hiicrenin dig membranindan ¢ikan ince, ipliksi yapilar olup, dogrudan bakteriyel viriilans ve
hastalik olusturma kapasitesi ile iliskilidir. Bronsiyal epitel hiicreleri gibi spesifik hiicrelere
yapisma yetenekleri, fimbrialarin bakteriyel patojenlerin solunum yolu enfeksiyonlarinda
onemli bir faktor olmasini saglar. Bu nedenle, fimbrialarin yapist ve islevi lizerine yapilan
arastirmalar, enfeksiyon mekanizmalariin daha iyi anlasilmasi ve potansiyel olarak yeni

tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesi a¢isindan biiyiik 6nem tasimaktadir [38].

2.4.  Klinik Ozellikler

Acinetobacter tiirlerinin enfeksiyonlari, 6zellikle kan dolasimi enfeksiyonlar1 ve
ventilatorle iligkili pndmoni olmak tizere, klinik pratikte sikca karsilagilan durumlar1 temsil
etmektedir [38]. Bu mikroorganizma, insan derisi, yaralar, solunum ve gastrointestinal
sistemler gibi c¢esitli biyolojik nislerde kolonize olabilme yetenegine sahiptir.

Enfeksiyonlarin ¢ogunun bir tiir kolonizasyonla basladigi ve bu nedenle kolonizasyon ile
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aktif enfeksiyon arasindaki ayrimin yapilmasinin zor olabilecegi vurgulanmistir. Bu durum,
Acinetobacter enfeksiyonlarinin tani ve yonetiminde 6nemli zorluklar olusturmaktadir.
Enfeksiyon kontrol stratejileri, mikroorganizmanin yayilmasini engellemek ve risk altindaki
hastalar1 korumak i¢in bu kolonizasyon dinamiklerini anlamay1 ve yonetmeyi gerektirir.
Acinetobacter'in ¢esitli viicut sistemlerinde kolonizasyon yetenegi, ozellikle zayiflamis
bagisiklik sistemi olan bireylerde veya invaziv tibbi islemlere maruz kalan hastalarda ciddi

enfeksiyon riskini artirabildigi bildirilmektedir [39].

Nozokomiyal kan dolasimi enfeksiyonlar1 arasinda Acinetobacter tiirlerinin neden
oldugu vakalarin orant %1,5 ila %2,4 arasinda degismektedir [40]. Bu enfeksiyonlarin en
yaygin kaynaklari arasinda vaskiiler kateterler ve solunum yollar1 yer alirken, idrar yollar
ve yaralar gibi diger potansiyel enfeksiyon kaynaklar1 daha az siklikla rapor edilmistir.
Acinetobacter kan dolasimi enfeksiyonu vakalarinin yaklasik %36'smin polimikrobiyal
oldugu ve cilt florasini icerdigi, bu durumun bazi kan izolatlarinin cilt veya cevresel

kontaminasyon sonucu olugsmus olabilecegini gosterdigi belirtilmistir [40].

Acinetobacter kan dolasimi enfeksiyonlar1 i¢in belirlenen risk faktorleri arasinda
yogun bakim iinitesinde kalis, mekanik ventilasyon, onceki cerrahi miidahaleler, genis
spektrumlu antibiyotik kullanimi, immiinsilipresyon, travma, yaniklar, malignite, santral
vendz kateter kullanimi, invaziv prosediirler ve uzun siireli hastanede yatis bulunmaktadir
[41]. Acinetobacter bakteriyemisi olan hastalarin {igte birinde septik sok gelisebilir ve bu
durumlar %20 ile %60 arasinda degisen Oliim oranlariyla iliskilendirilir. Ancak, bu 6lim

oranlarini diger komorbiditelerden tam olarak ayirt etmek zordur [42].

Acinetobacter pndmonisi kaynakli bakteriyeminin, kateter kaynakli bakteriyemilere
kiyasla daha yiiksek 6liim oranina sahip oldugu belirtilmistir (%39'a karsin %4) [42]. Ayrica,
A. baumannii bakteriyemisi ile iligkili 30 giinliikk mortalite orani, ¢oklu ilag direnci ve
mekanik ventilasyon kullanimi ile de iliskilendirilmistir. Acinetobacter kan dolasimi
enfeksiyonlarinin ek klinik belirtileri, genel olarak gram-negatif basillerin neden oldugu

bakteriyemi ile benzerlik gosterir [42].

Acinetobacter spp., hem dogal hem de yapay kalp kapaklarinda enfektif endokarditin
sporadik bir nedeni olarak tanimlanmistir. Bu durum, Tilley ve Roberts (1994) ile Guo ve
digerleri (2016) tarafindan rapor edilmistir. Valero ve digerleri (1999) tarafindan

gergeklestirilen ve 171 hasta lizerinde yapilan bir aragtirmada, nozokomiyal bakteriyeminin
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neden oldugu iki protez kalp kapak endokarditi vakasinin Acinetobacter ile iliskilendirildigi
bulunmustur. Bu bulgular, Acinetobacter'in, 6zellikle hastane ortamlarinda, ciddi ve
potansiyel olarak yasami tehdit eden enfeksiyonlarin nedeni oldugunu gdstermektedir.
Acinetobacter endokarditinin klinik 6zellikleri arasinda akut baslangi¢ ve agresif seyir 6ne
cikar. Dogal kapak endokarditinin, protez kapak endokarditine gore daha yiiksek bir 6liim
oranina neden oldugu gézlemlenmistir, bu durum biiyiik olasilikla enfeksiyonun varligina

yonelik diisiik siiphe indeksi nedeniyle tedavinin gecikmesinden kaynaklanmaktadir [43].

Nozokomiyal menenjit vakalarinda Acinetobacter spp. bazen etken ajan olarak
ortaya ¢ikar. Ozellikle, kraniotomi islemlerini takiben meydana gelen menenjit vakalarinda
Acinetobacter'in rolii kayda degerdir. Rizos ve digerleri (2007) gibi kaynaklarda bu tiir
vakalarin incelenmesi, Acinetobacter'in menenjit vakalarinda o6nemli bir patojen
olabilecegini gostermektedir. Ornegin, bir ¢aligmada kraniotomileri takip eden 95 menenjit
vakasinin ikisinde Acinetobacter spp. etken olarak bulunmustur, bu durum Acinetobacter'in
bu tiir enfeksiyonlarda rol oynayabilecegine dair somut bir 6rnek sunar. Risk faktorleri
arasinda beyin kanamasi, gegmis antibiyotik tedavisi, beyin omurilik sivis1 (BOS) sizintilar
ve beyin cerrahisi prosediirleri sayilabilir [44]. Acinetobacter menenjitinin nozokomiyal
salginlari, bazen beyin cerrahisi tinitelerinde kullanilan kontamine aspirasyon ekipmani [45]
ve bozuk metotreksatin intratekal uygulanmasi [46] gibi spesifik kaynaklarla
iliskilendirilmistir. Bu enfeksiyonlar ciddi sonuglar dogurabilir; 6liim oranlar1 %20 ila %30
arasinda degisir ve hayatta kalan hastalarda ciddi norolojik bozukluklar goriilebilir [47].
Acinetobacter menenjitinin daha nadir bir formu, ilaca direncgli olmayan ve toplum kdkenli
vakalardir. Bu tiir enfeksiyonlar, cogunlukla sicak iklimlerde onceden saglikli bireyleri
etkileyebilen nadir durumlar olarak rapor edilmistir [48]. Acinetobacter menenjiti olan
hastalarda en sik goriilen semptomlar arasinda meningeal belirtiler, ates ve/veya nobetler
bulunur. BOS analizinde genellikle yiiksek protein konsantrasyonu, diisiik CSF-serum
glikoz oram1 ve notrofilik dominans ile karakterize bir pleositoz gozlenir [48].
Acinetobacter'in BOS kiiltiirlerinde siklikla bulunmasi, bazen klinik olarak 6nemsiz olarak
degerlendirilse de, ¢ok sayida BOS ornegindeki varligi, gercek bir enfeksiyonun varligina

isaret edebilecegi vurgulanmistir [48].

Acinetobacter spp. cerrahi ve travmatik yaralarda kontaminasyona yol agabilme
kapasitesi ile taninir, bu durum ciddi yumusak doku enfeksiyonlarina ve potansiyel olarak

osteomiyelite ilerleyebilecek enfeksiyonlara neden olabilir. Ozellikle, cerrahi yara
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enfeksiyonlarinda Acinetobacter'in etken oldugu vakalar siklikla protez materyal gibi
yabanci cisimlerin varligi ile iliskilendirilir ve bu durumlar genellikle genis ¢apli debridman
islemleri gerektirir. Bu mikroorganizma ayni zamanda nadiren seliilit, folikiilit, cilt apseleri
ve nekrotizan fasiit gibi hem hastane hem de toplum kaynakli cilt enfeksiyonlariyla
iligkilendirilir, bu durum Acinetobacter'in genis bir enfeksiyon spektrumuna sahip oldugunu

gosterir [48].

Savag yaralanmalarindan sonra goriilen ¢oklu ilaca direngli Acinetobacter kompleksi
ile iliskili travmatik yara enfeksiyonlari, Ozellikle sahra hastanelerindeki c¢evresel
kontaminasyonun bu enfeksiyonlarin yayilmasinda 6nemli bir faktdr oldugunu ortaya
koymaktadir. Acinetobacter ile iligkili cilt enfeksiyonlar1 genellikle cilt biitiinligiiniin
bozulmasi ile baslar ve seliilit vakalar1 acik turuncu renk, net sinirlar, eritem ve 6dem ile
karakterize edilir. Bu lezyonlar zamanla zimpara kagidi benzeri bir yiizey ve kesecikler

gelistirebilir ve nihayetinde hemorajik biiller olusabilir [48].

Acinetobacter, ozellikle kalict iiriner kateterler mevcut oldugunda iiriner sistemde
kolayca kolonize olabilir; yine de enfeksiyonlar nadirdir [49]. Amerika Birlesik
Devletleri'ndeki tibbi yogun bakim {initelerinde incelenen 5000 idrar yolu enfeksiyonunun
%1,6'sin1in nedeninin Acinetobacter oldugu gosterilirken bu enfeksiyonlarin %95'1 idrar
sondalariyla baglantili oldugu saptanmistir [50]. Nadir olmasina ragmen toplum kaynakl
IYE'ler meydana gelebilir. Acinetobacter izolasyonu, enfeksiyonla iliskili bagka semptom

veya belirtilerin yoklugunda kolonizasyona baglanabilir [51].

Acinetobacter gozii enfekte edebilir veya gozde kolonize olabilir. Kontakt lens
kullanicilarinin kolonilestigi gosterilmistir [52]. Penetran travmayi takip eden enfeksiyonlar,
endoftalmi, periorbital seliilit ve kornea iilserleri okiiler enfeksiyonlarin birka¢ 6rnegidir
[53]. Acinetobacter, 750 hastadan olusan bir seride kornea iilserlerinin en sik goriilen tigiincii
nedeniydi ve vakalarin %7'sini olusturuyordu [54]. Enfeksiyonlarin ¢ogunlugu ameliyattan
sonra, siklikla da katarakt ameliyat1 gibi g6z ameliyatlarindan sonra meydana gelmistir.
Yogun bakim {initesine basvuran hastalarda Acinetobacter nozokomiyal siniizite neden
olabilir; mekanik ventilasyon ana risk faktoriidiir [54]. Pnomoni, Acinetobacter siniizitinin
baslangiciyla iliskilendirilmistir ¢linkii enfekte siniisler, enfeksiyonun alt solunum yoluna
yayilmasi i¢in rezervuar gorevi gorir [54]. Periton diyalizi alan hastalarda Acinetobacter
peritoniti gelistigi rapor edilmistir . En tipik semptomlar diyalizattaki bulaniklik ve mide

rahatsizligidir [55].
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2.5.  Teshis

Klinik semptomlar, hasta materyalinde (balgam, kan veya beyin omurilik s1vis1 gibi)
Acinetobacter iiremesinin yani sira o bolgede bir enfeksiyona isaret ettiginde, Acinetobacter
enfeksiyonu tanis1 konur. Acinetobacter kolonizasyonunun yaygin olmasi, tedavinin zor
olmas1 ve ciddi zararlarla baglantili olabilmesi nedeniyle, tedavinin gergek enfeksiyonlara
ayrilmasiyla kolonizasyon ve enfeksiyon arasindaki ayrim ¢ok énemlidir. Ornegin, ates,
16kositoz, artan solunum sekresyonlari, daha fazla solunum destegi gerekliligi veya gogiis
goriintiilemesinde yeni bir anormallik olmadiginda, ventile edilen bir hastanin balgamindan
izole edilen Acinetobacter'in enfeksiyondan ziyade kolonizasyonu gostermesi daha olasidir.
Pndmoni hastalarindan alinan balgam 6rnekleri, enfeksiyon ve kolonizasyon arasinda ayrim

yapilmasina yardimei olmak igin kantitatif veya yar1 kantitatif kiiltiirlerde kullanilabilir [56].

2.6. Antibiyotik direnci

2.6.1. A.baumannii‘de Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalari

A. baumannii giderek artan bir antibiyotik direnci gelistirmistir ve piyasadaki hemen
hemen her ilaca direngli izolatlar1 bulunmaktadir [57]. A. baumannii, aminopenisilinler ve
birinci ve ikinci kusak sefalosporinler de dahil olmak {izere yaygin olarak kullanilan birgok
antibiyotige dogal olarak direnglidir, ve ayn1 zamanda genis bir yelpazedeki ek ilaclara kars1
direng gelistirme konusunda dikkate deger bir kapasite sergileyerek, biyolojik degisikliklere
hizla tepki vermektedir [58]. Diren¢ yoniindeki bu tiir bir egilim, A. baumannii'nin neden
oldugu enfeksiyonlarin tedavisine yonelik mevcut kilavuzlar [58]. lizerinde 6nemli bir etkiye
sahiptir ve kemoterapdtik alternatifleri ciddi sekilde sinirlamaktadir [58]. Duyarli
organizmalar i¢in birinci basamak tedavi, imipenem-silastatin, meropenem veya doripenem
gibi bir karbapenem kullanimini gerektirir [59] burada imipenemin daha 6nce bu durumun
neden oldugu VIP'in tedavisi i¢in en iyi ila¢ oldugu diisiiniiliiyordu [59]. A. baumannii'nin
neden oldugu ventilatérle iliskili pnémoni (VIP) tedavisinde imipenem kullanimi, klinik
tyilesme oranlar1 acisindan %57 ile %83 arasinda bir basar1 sunmaktadir. Ancak, her bir A.
baumannii izolatinin imipenem ve diger karbapenemlere olan duyarliliginin klinik
kullanimdan o6nce dikkatlice degerlendirilmesi gerekmektedir. Bu degerlendirme,
imipeneme duyarli izolatlarin meropeneme karsi direng gosterebilecegi veya tam tersi
durumun gegerli olabilecegi gergeginden kaynaklanmaktadir [60]. A. baumannii

izolatlarinda karbapenemlere karsi diren¢ oranlarmin diinya capinda artis gosterdigi
13



gozlemlenmektedir. Bu artis, mevcut antibiyotik segeneklerinin azalmasina ve klinik

uygulamada alternatif tedavi yontemlerine yonelinmesine neden olmaktadir

Kolistin (polimiksin E) ve polimiksin B, sirasiyla menenjit, bakteriyemi ve A.
baumannii VIP'i tedavi etmek icin kullanilmaktadir [60]. Yiiksek oranda nefrotoksisite ve
norotoksisitenin yani sira akciger dokusuna yetersiz niifuz etmesi kolistinin &nemli
dezavantajlaridir [61]. Alternatif ila¢ olan minosiklin kullamldiginda, A. baumannii VIP'i ve
ayrica deri ve yumusak doku enfeksiyonlari olan bireylerde olumlu bir klinik ve
mikrobiyolojik sonug rapor edilmistir [62]. Tigesiklin, degisen derecelerde basari ile A.
baumannii MRD ve XDR igin alternatif bir antibiyotik olarak denenmistir [63]. A. bauamnii
VIP ve bakteriyemi ile ilgili klinik calismalarda tigesiklin ile hasta sonuglar1 diger ilaglarla
elde edilen sonuglarin gerisinde kalmistir [63]. A. baumannii penisilin baglayici proteinlere
olan dogal afinitesi yoluyla A. baumannii'ye kars1 dogrudan antibakteriyel aktivite gosteren
laktamaz inhibitorii sulbaktam, hem tetrasiklinler, minosiklin hem de tigesiklin igin ilgi
¢ekici bir ikame olabilir [64]. Direncin artmasina ek olarak, sulbaktam'in ana dezavantaji,
Amerika Birlesik Devletleri'nde yalnizca ampisilin ile kombinasyon halinde sunulmasidir ve
bu ilacin klinik etkinligi konusunda daha fazla arastirma yapilmasini gerektirmektedir [65].
A. baumannii enfeksiyonlarinda kombinasyon tedavisi, ilag duyarlilik testinin sonuglari
ogrenilmeden Once antibiyotik kapsamini artirmak, diren¢ olasiligini azaltmak ve hasta
sonuglarini iyilestirmek i¢in yaygin olarak kullanilan bir taktiktir. insan denemelerinden elde
edilen sonuglar azdir ve bunlarin bu hedeflere yonelik kullanimini destekleyecek kesin klinik
veriler yoktur . Ornegin, polimiksin B monoterapisi, baska bir ilagla (imipenem, meropenem,
rifampin, ampisilin-sulbaktam veya diger ilaglar) kombinasyon halinde polimiksin B
terapisinden daha yiiksek bir 6liim oranmiyla iliskilendirilmistir [65]. XDR A. baumannii
enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in kolistin ve rifampini tek basma kolistin ile karsilastiran
randomize, ¢ok merkezli bir ¢aligmanin kombinasyon koluna ayrilan hastalarda
mikrobiyolojik yok etme iyilesmesi goriildii, ancak mortalitede bir fark yoktu [66]. Diger
kombinasyon rejimlerine gore sulbaktam, sefepim, meropenem, imipenem, amikasin veya
rifampin ile birlikte kullanildiginda enfeksiyonun tedavisinde daha etkili olabilmektedir
[66]. Kolistin-tigesiklin ve kolistin-karbapenem tedavisi iki alternatif kombinasyondur ;
ikincisi tartismasiz en iyi desteklenendir ve ¢ok sayida denemede Onerilmistir [67]. Yakin
zamanda yapilan bir ¢alisma ayni zamanda kolistin ve vankomisin arasinda inanilmaz bir
sinerjistik etkilesimi de ortaya ¢ikarmistir [67]. Daha kapsamli klinik arastirmalarin

yoklugunda, direngli A. baumannii enfeksiyonlari i¢in ideal kombinasyon tedavisine iligkin
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net bir fikir birligine heniiz varilamamistir. A.bauamnnii, modern tedaviler kullanima
sunulana ve kapsamli bilimsel aragtirmaya konu olan yeni antimikrobiyal ajanlar,
bakteriyofajlar veya antimikrobiyal peptidler olusturulana kadar direncini gelistirmeye

devam edecektir [67].

Ucg ana tip antibiyotik diren¢ mekanizmasi vardir. Birincisi, membran gegirgenligini
azaltarak direnc gelistirilebilir, ikincisi antibiyotigin disa atimini artirarak hedefe ulagsma
yetenegini engelleyebilir. Son olarak antibiyotikler hidroliz veya baska degisikliklerle
etkisiz hale getirilebilir. Bakteriler ayn1 zamanda antibiyotik hedefini genetik mutasyon veya
translasyon sonras1 modifikasyon yoluyla da savunabilir.Bu climle anlasilmiyor. Sekil 1.1,
bu smiflandirmaya dayanarak A. baumannii‘deki antibiyotik direncinin yollari
Ozetlemektedir [67].

Tablo 2.1: Acinetobacter tiirlerinin tedavisinde kullanilan antibiyotikler.

Antibiyotik kategorisi Antibiyotikler

Gentamisin
Tobramisin
Amikasin
Netilmisin
Imipenem
Karbapenemler Meropenem
Doripenem
Siprofloksasin
Levofloksasin

Aminoglikozidler

Florokinolonlar

Antipsddomonal penisilinler Piperasilin-azobaktam
+ b-lactamaz inhibitorleri Tikarsilin-Klavulanik asit
Antibiyotik kategorisi Antibiyotikler
Sefotaksim
Sefalosporinler Seftrialfsgn
Seftaksidim
Sefepim
Folat yolu inhibitorleri Trimetoprim-Siilfametoksazol
Penisilinler + b-laktamaz Inhibitorler Ampisilin-sulbaktam
o Kolistin
Polimiksinler Polimiksin B
Tetrasiklin
Tetrasiklinler Doksisiklin
Minosiklin
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Sekil 2.1. A. baumannii'de diren¢ mekanizmalarinin sematik gosterimi. Ug temel mekanizma
antibiyotik direncinin gelismesine yol agabilir. 1) Antibiyotik hedeflerinin modifikasyonu, 2)
Antibiyotiklerin enzimatik inaktivasyonu 3) Membranlar aracihigiyla ila¢ tasinmasinin
diizenlenmesi. A: Aminoglikozidler, B: beta-laktamlar, C: kloramfenikol, P: fosfomisin, L:
linkozamidler, M: makrolidler ve MATE veya ¢oklu ilag ve toksik bilesik ekstriizyonu, O =
oksazolidinonlar, P = polimiksinler, PBP = penisilin baglayici protein, Q = florokinolonlar, R =
rifamisinler, MFS = ana kolaylastiric1 siiper ailesi ve RND, diren¢-nodiilasyon-boéliinmesi anlamina
gelir. S, kii¢iik coklu ilag direnci ailesini temsil eder. T tetrasiklinleri temsil eder.

2.7. Kinolonlar

Kinolonlar, 1962 yilinda George Lesher ve meslektaslar1 tarafindan klorokin
iretiminin bir yan {iriinii olarak kesfedilen bir antibiyotik sinifidir. Bu kesif, antibakteriyel
tedavide onemli bir doniim noktasi olarak kabul edilir ve kinolonlarin genis bir antibakteriyel
aktivite spektrumuna sahip olmalar1 nedeniyle, 6zellikle gram-negatif bakterilere karsi etkili
olduklar1 bilinmektedir. Kinolonlar, bakteriyel DNA giraz ve topoisomeraz IV enzimlerini
inhibe ederek bakteriyel DNA replikasyonunu ve hiicre boliinmesini engellerler, bu da

onlarin hizli antibakteriyel etkilerini agiklar [68].

1960'larda, nalidiksik asit, enterik bakterilerin neden oldugu basit idrar yolu
enfeksiyonlarinin tedavisinde ilk kez tibbi ortamlarda kullanilmistir. Bu kullanim,
kinolonlarin klinik 6neminin ilk gostergelerinden biriydi [69]. 1970'i yillara gelindiginde,
oksolinik asit gibi birka¢ birinci nesil kinolon yaratildi ve piyasaya siiriildii, bu ilaglar
ozellikle gram-negatif bakterilere kars1 etkiliydi ve antibakteriyel tedavide yeni bir donem
baglatti [69]. 1980'lerin basina kadar kinolonlar genel olarak yaygin kullanilan bir ilag sinifi
degildi. Ancak, bu donemde ikinci nesil kinolonlarin gelistirilmesi ile birlikte, norfloksasin,
siprofloksasin ve ofloksasin gibi ilaglar piyasaya siiriildii. Bu yeni ilaglar, dnceki nesillere

gore DNA giraz enzimine karsi ¢ok daha iyi aktiviteleri, Gram-pozitif organizmalara artan
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penetrasyonu ve gelismis farmakokinetik ve farmakodinamik 6zellikleri ile 6ne ¢iktilar. Bu
ozellikler, kinolonlarin klinik uygulamada daha genis bir kullanim alan1 bulmasini sagladi
ve bu sinifa ait ilaglarin bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde 6nemli bir yer edinmesine
yol agt1 [69].
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Sekil 2.2. Kinolon yapilari.

Levofloksasin (ofloksasinin levorotary izomeri), sparfloksasin ve moksifloksasin,
kinolon antibiyotik smifinin gelismis iiyeleri olarak, son yillarda yapilan arastirmalarda
genis spektrumlu antibakteriyel aktivite ve iyilestirilmis farmakokinetik 6zellikler
sergilemiglerdir. Bu yeni nesil kinolonlar, antibiyotik direnciyle miicadelede 6nemli rol
oynarlar. C6 pozisyonuna eklenen bir flor atomu ve C7 pozisyonuna eklenen piperazin veya
metil-piperazin gibi yapisal modifikasyonlar, bu ilaglarin etkinligini artirmis ve
"florokinolonlar" olarak anilmalarina yol agmistir [70]. Nalidiksik asit ile kiyaslandiginda,
norfloksasin, genis spektrumlu antibakteriyel etkinligi sayesinde, ilk genis spektrumlu
kinolon olarak kabul edilir ve klinik uygulamada yaygin olarak tercih edilir. Ancak,
norfloksasinin kullanimi, diisiik serum seviyeleri ve zayif doku penetrasyonu gibi
siirlamalara sahiptir, bu da kullanimini 6zellikle ciddi hastane kaynakli enfeksiyonlar

(HCAI) ve idrar yolu enfeksiyonlari ile sinirh tutar [71].

Levofloksasin, sparfloksasin ve moksifloksasin gibi yeni nesil kinolonlar,
norfloksasinin karsilastig1 sinirlamalar1 asarak, daha genis bir antibakteriyel spektrum ve
tyilestirilmis farmakokinetik 6zellikler sunar. Bu ilaglar, gram-pozitif bakterilere kars1 artan
etkinlik, daha iyi doku penetrasyonu ve genisletilmis tedavi segenekleri sunarak, antibiyotik

direnciyle miicadelede kritik 6nem tasir [71].
17



Uriner sistem diginda kayda deger aktivite sergileyen ilk kinolon siprofloksasindir.
Siprofloksasin klinik ortamlarda 20 y1l1 agkin siiredir kullanilmaktadir ve halen en sik regete
edilen antibakteriyel ilaglardan biridir. Siprofloksasinin klinik basarisi, 6zellikle Gram-
pozitif organizmalara kars1 daha da genis aktivite spektrumu gosteren ¢ok sayida yeni nesil
kinolonlarin gelistirilmesine yol agmistir [72]. Gram pozitif solunum yolu enfeksiyonlarini
tedavi etmek i¢in en etkili antibiyotikler levofloksasin, moksifloksasin ve sparfloksasindir
(Sekil 1.2). Levofloksasinin farmakokinetigi de kendi siifindaki diger ilaglardan daha iyidir
ve tedavi i¢in giinde yalnizca bir hap yeterlidir. Kinolonlar su anda piyelonefrit ve idrar yolu
enfeksiyonlari dahil olmak tizere ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir; CYBE,
prostatit; cilt ve doku enfeksiyonlari, kronik bronsit; nozokomiyal ve toplum kdkenli
pnomoni; ve pelvik ve karin i¢i enfeksiyonlar. Kinolonlar ayni zamanda her y1l 1 milyonun
tizerinde oliimle sonuglanan diinyanin en 6liimciil bulasici hastaligi olan tiiberkiilozun

tedavisinde de kullanilmaktadir [73].

Tablo 2.2: Kinolon antimikrobiyallerin siniflandirilmasi.

1. Kusak 2. Kusak 3. Kusak 4. Kusak
Nalidixic acid Ciprofloxacin Levofloxacin Moxifloxacin
S Oxolinic acid Ofloxacin Grepafloxacin Gatifloxacin
Antibiyotikler Sinoxacin Pefloxacin Sparfloxacin Gemifloxacin
Pyromidic acid Norfloxacin Temafloxacin Citafloxacin
Rosoxacin Enoxacin Clinafloxacin
Pipemidic acid Fleroxacin Travofloxaci
Flumekin Lomefloxacin
Bakteriyel Enterobacteriaceae = Enterobacteriacea  Enterobacteriaceae  Enterobacteriaceae
Etken P. Aeruginos P. Aeruginos P. Aeruginos

Kinolonlar ve 6zellikle flor igeren tiirevleri olan florokinolonlar veya 4-kinolonlar,
antibiyotik tedavilerinde 6nemli bir yere sahiptir. Bu molekiiller, 1980'lerden itibaren birgok
enfeksiyonun tedavisinde etkin bir sekilde kullanilmaya baglanmistir. Yapisal olarak, C6
pozisyonuna eklenen bir flor atomu ve C7 pozisyonuna eklenen piperazin veya metil-
piperazin gibi halka ikame edicileri igeren bu tiirevler, nalidiksik aside kiyasla daha genis
bir etki spektrumuna, gii¢lii in vitro etkinlige ve iistiin farmakokinetik 6zelliklere sahiptir.
Bu yapisal modifikasyonlar, kinolonlarin hiicrelere girigini kolaylastirirken, ayn1 zamanda
mikroorganizmalar iizerindeki antibakteriyel etkinliklerini artirir [73]. Kinolonlarin temel
etki mekanizmasi, bakteriyel DNA replikasyonunu engelleyerek hiicre biiyiimesini
durdurmalaridir. Bu, DNA giraz ve topoisomeraz IV enzimlerini hedef alarak gergeklesir.
DNA giraz, bakteriyel DNA'nin siiperkoil yapisini diizenleyerek replikasyon ve
transkripsiyon i¢in gerekli olan yapisal diizenlemeleri saglar. Kinolonlar, bu enzimlerin
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aktivitesini inhibe ederek DNA replikasyonunu ve dolayisiyla bakteri biiylimesini durdurur.
Bu etki mekanizmasi, kinolonlarin genis bir bakteriyel yelpazedeki etkinligini agiklar ve
bunlar1 gram-pozitif, gram-negatif ve atipik bakterilere karsi etkili kilar. Kinolonlarin
farmakokinetik ve farmakodinamik Ozellikleri, kimyasal yapisindaki farkliliklardan
kaynaklanir. Bu, ilaglarin emilim, dagilim, metabolizma ve atilimi gibi farmakokinetik
parametrelerini etkiler. Ayrica, kinolonlarin yan etkileri ve antibakteriyel etkinliklerindeki
farkliliklar da bu kimyasal yapinin bir sonucudur. Ornegin, bazi florokinolonlar daha iyi oral
biyoyararlanima sahipken, digerleri daha uzun yar1 6miir veya daha iyi doku penetrasyonu

ozelliklerine sahiptir. Bu, tedavi se¢iminde ve klinik uygulamada 6nemli faktorlerdir [74].

2.7.1. Bakteriyel Tip Il Topoizomerazlar

Bakteri tiirlerinin biiyiik bir cogunlugu, DNA'nin topolojik durumunu diizenleyen ve
niikleik asit iglemlerinin ¢ogu i¢in gerekliligi olan giraz ve topoizomeraz IV adi verilen iki
benzersiz ancak benzer tip II topoizomerazi kodlar. Bu enzimler, DNA'nin diisiik ve asiri
sarmal seviyelerinin kontrol edilmesinde kritik roller oynarlar ve bakteriyel kromozom
igerisindeki diiglimlerin ve superkoillerin ¢oziilmesine yardimeir olurlar. Giraz ve
topoizomeraz IV, DNA'nin topolojik durumunu degistirmek i¢in, kirilmamais bir ¢ift sarmali,
gecici bir ¢ift sarmal kirilmasindan baska bir DNA pargasina gecirerek ¢alisir. Bu katalitik
dongii, ATP'nin hidrolizi ve baglanmasi ile ilerler ve DNA ligasyonu ile kirilmasini i¢eren
enzim fonksiyonlarinin 6nemli yonleri, kanonik olmayan iki metal iyon mekanizmasi
tarafindan desteklenir. DNA omurgasinin, giraz ve topoizomeraz IV ile islem goérmesi
sonucu, DNA 4 baz ¢ifti araliklarla zit sarmalli, kademeli boliimlere ayrilir ve bu islem
sirasinda 5' ugta bir cikintt birakilir. Bu detayli mekanizma, DNA replikasyonu,
transkripsiyonu ve tamiri gibi temel biyolojik siire¢lerde enzimlerin roliiniin ne kadar hayati

oldugunu gosterir [75].

Genomik biitlinliiglin korunmasinda, giraz ve topoizomeraz IV gibi enzimler, yeni
olusan 5'-DNA terminalleri ile enzimlerin aktif bolgesindeki tirozin kalintilar1 arasinda
kovalent baglar olusturarak 6nemli bir rol oynarlar. Bu siirecte olusan kovalent olarak
baglanmis DNA kompleksleri, "boliinme kompleksleri" olarak adlandirilir ve DNA'nin
topolojik durumunun diizenlenmesinde kritik 6neme sahiptir [75]. Giraz, DNA'ya negatif
siipersarmallar ekleyerek, replikasyon ve transkripsiyon siireglerinde olusan siiperhelikal
gerilimleri azaltir. Bu, replikasyon ¢atallarinin ve transkripsiyon komplekslerinin oniinde

biriken burulma gerilimlerinin ¢6ziilmesine yardimci olur. Topoizomeraz IV, 6zellikle
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replikasyon sonrasinda yavru kromozomlarin ayristirilmasi (dekatenasyon) ve kromozomal
diigtimlerin ¢oziilmesi gibi islevlere odaklanir. Hem giraz hem de topoizomeraz IV, A2B2
heterotetramer yapida islev goren ve her biri iki farkli fonksiyonel alt birime sahip
enzimlerdir. Giraz i¢in bu alt birimler GyrA ve GyrB olarak adlandirilirken, topoizomeraz
IV i¢in Gram-negatif tiirlerde ParC ve ParE, Gram-pozitif tiirlerde ise GrlA ve GrlB olarak
adlandirilir. Bu enzimlerin aktif bolgelerinde yer alan tirozin kalintisi, DNA'nin kirilmasi ve
sonrasinda ligasyonu sirasinda kritik bir rol oynar ve bu siireg, iki degerlikli metal
iyonlariin baglanmasi ile gergeklesir, ki bu iyonlar da DNA'nin kirilmasi ve ligasyonu i¢in

gereklidir [75].

Gyrase
ATP-binding motifs

T oo v TR oo
Tyr

GyrB GyrA

Topoisomerase IV

ParE/GriB Tyr ParC/GrlA

Human Topoisomerase lla

Tyr

Sekil 2.3. Topoizomeraz tip II alan yapilari. Béliinme reaksiyonu sirasinda DNA'nin yeni olusan 5'-
terminallerine kovalent olarak baglanan topoizomeraz ['V'iin aktif bolgesindeki tirozin kalintisi, A alt
birimlerinde (mavi ve kirmizi; girazda GyrA ve Gram-'da ParC ve GrlA) bulunur. negatif ve Gram-
pozitif topoizomeraz IV). A alt birimlerinin ¢esitli C-terminal alanlar1 (CTD'ler; kirmizi), girazin
DNA'ya negatif siiper bobinler eklemesini saglamaktadir. B alt birimleri (yesil; girazdaki GyrB ve
Gram-negatif ve Gram-pozitif topoizomeraz IV'teki ParE ve GrlB, sirasiyla), enzim fonksiyonu igin
gerekli katalitik iki degerli metal iyonlar1 igin gerekli olan TOPRIM alanin1 ve ATPase alanin igerir.
Tip 11 bakteri enzimleri insan topoizomeraz Il'ye homologtur. Ancak zamanla A ve B alt birimleri
birleserek tek bir polipeptit zinciri olusturmaktadir.

Insanlar, bakteriyel giraz ve topoizomeraz IV'ye benzer, ancak fonksiyonel ve yapisal
ozelliklerde 6nemli farkliliklar gosteren tip II enzimleri olan topoizomeraz II alfa ve
topoizomeraz II beta (siklikla sadece topoizomeraz Il ve IlI'yi olarak ifade edilir) gibi
enzimleri de eksprese ederler. Bu iki insan enzimi, bakteriyel karsiliklarinin amino asit
dizileriyle carpic1 bir bicimde benzerlik gsterir, ancak 6nemli bir fark vardir: insanlarda, A
ve B alt birim genleri zamanla kaynasarak tek bir polipeptit zinciri olusturmus ve bu nedenle
insan tip Il enzimleri homodimer olarak islev goriir [75]. Bu yapisal farkliliklar, kinolonlarin

ve benzeri antibiyotiklerin, insan ve bakteriyel tip II topoizomerazlari arasinda ayrim
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yapabilmesine olanak tanir. Spesifik amino asit modifikasyonlari, bu antibiyotiklerin
bakteriyel enzimleri hedef alirken, insan topoizomerazlarii biiyiik 6l¢iide etkilememesini
saglar. Bu, kinolonlarin ve diger antibiyotiklerin gelistirilmesinde 6nemli bir husustur,
¢linkii bu ilaglarin etkinligi ve giivenligi, hedeflenen ve hedeflenmeyen enzimler arasindaki
ayrim yapabilme kapasitelerine baglidir. Ancak, insan ve bakteriyel tip II topoizomerazlar
arasindaki yapisal benzerlikler, antibakteriyel ilaclarin gelistirilmesinde zorluklar yaratir. Bu
benzerlikler, ila¢ gelistirme siirecinde, bakteriyel dirence karsi etkili olacak, ancak insan
topoizomerazlar iizerinde toksik olmayacak molekiillerin tasarlanmasini zorlastirir. Bu
durum, yeni antibakteriyel ajanlarin kesfi ve gelistirilmesinde 6nemli bir zorluk olarak kabul
edilir [75].

2.7.2. Kinolon Etki Mekanizmalari

Kinolonlar, iki ©6nemli bakteriyel tip II topoizomeraz olan DNA giraz ve
topoizomeraz IV'lin aktivitesini Onleyerek calismaktadir. Bu enzimler, DNA sentezi,
transkripsiyon ve hiicre boliinmesi igin gerekli olan kromozomal siiper sargiyr kontrol
etmektedir. Bu enzimler, farkli bir segmentte gegici 4-bp'lik kademeli ¢ift sarmalli bir
kirilma meydana getirerek ve bunun lizerinden kesintisiz bir ¢ift sarmal gegirerek DNA
topolojisini degistirmektedir [76]. DNA giraz ve topoizomeraz IV, aktif bolge tirozin
kalintilart ile DNA kirilmasindaki 5'-¢ikintilar arasinda kovalent baglantilar olusturarak bu
islem sirasinda genomik biitiinliigii koruyan, enzimle pargalanmis DNA kompleksleri olan
boliinme kompleksleri olugturmaktadir. Kinolonlar, DNA zincirinin yeniden baglanmasin
fiziksel olarak engelleyerek ve boliinme-ligasyon aktif bolgesindeki enzim-DNA
arayiiziinde bu boliinme komplekslerine geri doniisiimlii olarak baglanarak bu 6nemli siireci
bozmaktadir. Bu, boliinme komplekslerinin kararli durum konsantrasyonunun artmasina
neden olur. Katalitik olmayan bir Mg2+ iyonu, dort su molekiilityle birlestiginde, kinolon
ile serin ve enzime dayanak noktalar1 gorevi goren asidik kalintilar arasinda hidrojen bagi
icin bir koprii olusturur; bu da kinolon-topoizomeraz baglanmasmin bu mekanizma

aracilifiyla gerceklestigini gostermektedir.

Sirasiyla DNA giraz ve topoizomeraz IV'i olusturan iki c¢ift 6zdes alt birim olan

GyrA2GyrB2 ve ParC2ParE2 (veya GrlA2GrIB2), A2B2 heterotetramer enzimleridir [77].

DNA giraz ve topoizomeraz IV bircok yapisal ve fonksiyonel 6zelligi paylassa da

farkl1 fizyolojik amaclara hizmet ederler.
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i kromozom yogunlagmasina izin veren siiper sarmal yogunlugu ayarlamak.

ii. replikasyon c¢atallar1 ve transkripsiyon komplekslerinin oniinde olusan

burulma gerilimini azaltmak.

iii. RNA polimeraz tarafindan transkript baglatilmas1 i¢in lokal erimeyi tesvik

eder, DNA giraz aktif olarak DNA'ya negatif siipersarmallar sokar.

Topoizomeraz IV, yalnizca pozitif sliper sarmallar1 gevsetebildigi ve daha fazla
negatif siiper sarmal ekleyemedigi i¢in DNA giraza gore daha az 6lgiide olmasina ragmen,
benzer sekilde kromozomal siiper sarmal yogunlugunun korunmasina ve burulma stresinin
azaltilmasima katkida bulunmaktadir. Bununla birlikte, Topoizomeraz IV'lin birincil roli,
replikasyonun tamamlanmasindan sonra dolagmis yavru kromozomlarin dekatasyonudur.
Cesitli bakteri tiirlerinde kinolonlarin farkli derecelerde etkinlikle DNA giraz ve
topoizomeraz IV'i hedef aldig: bilinmektedir [77].

2.7.3. Kinolon direncinin standardi

Kinolon direncinin gelisimi, bakteriyel hiicrelerde {i¢ temel mekanizma araciligiyla
gerceklesebilir. Bu mekanizmalarin her biri, antibiyotiklerin bakteri tizerindeki etkisini

azaltarak direng gelisimine yol acar:

i. Hedef Enzim Modifikasyonlari: Kinolonlar, DNA giraz ve topoizomeraz
IV gibi hedef enzimlere baglanarak ¢aligir. Kromozomal mutasyonlar, bu hedef enzimlerin
yapilarinda degisikliklere neden olabilir ve ilaglarin baglanma afinitelerini diisiirebilir. Bu
durum, ilaglarin hedeflerine etkili bir sekilde baglanmasini engelleyerek diren¢ olusturur

[77].

ii. Ila¢c Al ve Disar1 Akis1 Degisiklikleri: Bakterilerde ilag alimimi azaltan
veya ilag disar1 akisini artiran kromozomal mutasyonlar, ilag¢ birikiminin azalmasina neden
olabilir. Bu durum, hiicre i¢indeki ila¢ konsantrasyonunun etkili diizeylerin altina diismesine

ve boylece bakterinin ilaca direng kazanmasina yol agar [77].

iii. Ila¢ Atlmim Artiran Mutasyonlar: fla¢ atilimmi artiran kromozomal
mutasyonlar, ilacin hiicre disina daha etkin bir sekilde atilmasini saglayarak, hiicre igindeki
etkili ilag konsantrasyonunun azalmasina yol acar. Bu da kinolonlara kars1 direng gelisimine

katkida bulunabilir.
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Ek olarak, plazmidlerden edinilen diren¢ genleri de kinolon direncine katkida
bulunabilir. Bu genler, ilaglar1 pargalayan enzimler, ila¢ disar1 akis pompalari veya hedef
koruma proteinleri gibi mekanizmalar1 kodlayabilir. Bu ek diren¢ mekanizmalari,

bakterilerin kinolonlara kars1 direng gelistirmesinde 6nemli bir rol oynar.

Her bir diren¢ mekanizmasi, diger mekanizmalar1 dislamaz ve birlikte ¢alisarak
onemli diizeyde kinolon direnci iiretebilir [77].Bu, kinolonlara kars1 gelistirilen direncin, ¢ok
yonlii ve karmasik bir siire¢ oldugunu gosterir ve bu dirence karsi miicadelede cesitli

stratejilerin gelistirilmesinin dnemini vurgular [77].

2.7.4. Kinolon direnci

Diren¢ mekanizmalari agagida tartisilan tig ayr1 kategoriye ayrilmistir (Sekil 1.6). Her
mekanizmayla iligkili hiicresel degisiklikler birbirini dislamaz ve ¢ok yiiksek seviyelerde
Kinolon direnci sergileyen suslar olusturacak sekilde birikebilir. Hedef aracili kinolon
direnci ¢ogunlukla giraz ve/veya topoizomeraz IV'teki spesifik mutasyonlarla iligkilidir
(Sekil 1.6). Genel olarak bir tip II enzimin mutasyonu 10 kat ilag direnci saglar. Daha yiiksek
direng seviyeleri (10100 kat) i¢in yapilan se¢im, genellikle her iki enzimde de mutasyona
sahip suslar tiretmektedir [78]. Her ne kadar kinolon direngli suslarda giraz ve topoizomeraz
IV'in A ve B alt birimlerinde mutasyonlar haritalanmis olsa da, en sik mutasyona ugrayan
amino asitler su-metal iyon kopriisiinii sabitleyen serin ve asidik kalintilardir [78].
Muhtemelen su-metal iyon kopriisiiniin bozulmasi, gozlemlenen kinolon direncine neden
olur. Diger mutasyonlarin biiyiik kismini olusturan asidik kalinti. Genel olarak mutant giraz
ve topoizomeraz IV, ilaclarin yoklugunda vahsi tip dogal DNA bdliinme aktivitesini korur.
Bununla birlikte kinolonlar, klinik olarak ilgili konsantrasyonlarda enzim aracili DNA
bolinmesi diizeylerini artirma konusunda ¢ok az yetenek sergiler. Ayrica, ilag-enzim
baglanmasi 6nemli 6l¢iide azalir ve kinolonlar, DNA ligasyonunu engelleme veya stabil tiglii
enzim-DNA-ila¢ kompleksleri olusturma yeteneklerinin ¢ogunu kaybetmektedir. Giraz ve
topoizomeraz IV'teki serin kalintisindaki diren¢ mutasyonlarinin, ilaglarin yoklugunda
katalitik aktiviteyi olumsuz yonde etkiledigi goriilmemektedir. Bunun tersine, asidik

kalintidaki mutasyonlar genel katalitik aktiviteyi azaltmaktadir [78].
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Sekil 2.4. Kinolon direng mekanizmalari. Kinolon-enzim etkilesimleri giraz ve topoizomeraz IV'teki
mutasyonlar nedeniyle zayiflamaktadir (2) Diren¢ plazmidler aracilifiyla saglanir. (2a) Qnr
proteinleri (sar1), topoizomerazin DNA'ya baglanmasini azaltir ve enzim-DNA komplekslerini
kinolonlardan korur. (2b) Aminoglikozit asetiltransferaz Aac(6")-1b-cr, antibiyotikler siprofloksasin
ve norfloksasinin C7 halkasindaki serbest nitrojeni asetile ederek bunlarin potansiyelini azaltir. (2c)
Hiucredeki kinolon seviyeleri, plazmidler tarafindan eksprese edilen akis pompalari tarafindan
azaltilir. (3) Direng kromozomlar araciligiyla saglanir. (3a) Gram-negatif bakterilerdeki porinler az
eksprese edilir, bu da ila¢ emilimini azaltir. (3b) Kromozom tarafindan kodlanan akis pompalar1 asir1
eksprese edilir, bu da ilacin hiicrede tutulmasini azaltir [78].

Bu, serin mutasyonunun neden c¢ok daha sik bulundugunu en azindan kismen
aciklayabilir. Serin kalintis1 bakteri tiirlerinde yiiksek oranda korunur (Sekil 1.6). Bu, giraz
ve topoizomeraz IV'teki bir amino asit kalintisinin, bir sentetik antibakteriyel sinifina
duyarlilik saglamaktan bagka goriiniir bir iglevi olmayan, neden bakteri kralliginda bu kadar
tutarll bir sekilde muhafaza edildigi sorusunu giindeme getirmektedir. Ilging bir olasilik,
Streptomyces spp. tarafindan iiretilen bir antibiyotik olan neomisin iizerine yapilan bir
calismadan gelmektedir. Bu bilesik, vahsi tip giraz ifade eden S. aureus suslarina karsi ¢ok
az aktivite gosterir. Bununla birlikte neomisin, Ser-Leu kinolon direngli GyrA'y1 eksprese
eden suslara karsi aktiftir. Dolayistyla korunmus serin kalintisi, dogal olarak olusan

antibiyotiklere karsi koruma saglayan bir "diren¢ mutasyonunu" temsil edebilir [78].

2.7.5. Plazmid aracili kinolon direnci (PMQR)

PMQR'yi iceren mekanizmalar ilk olarak 1990'larin sonlarinda tanimlanmis ve son
on yilda kapsamli bir sekilde gdzden gecirilmistir [78]. [lk PMQR geni, qnrA, 1998 yilinda
siprofloksasine direngli bir K. pneumoniae klinik izolatinin genis konake¢i araligindaki
konjugatif plazmidinde tanimlanmistir [79] ve bugiine kadar yaklasik 100 Qnr varyanti
tanimlandi. Alt1 farklh aileye ayrilir: gnrA, qnrB, gnrS, gnrC, gnrD ve gnrVC. Qnr
proteinleri, pentapeptid tekrarli protein ailesine aittir ve DNA giraz1 ve topoizomeraz [V'i

kinolon inhibisyonundan fiziksel olarak koruyarak kinolon direnci kazandirmaktadir.
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PMQR igin ikinci bir mekanizma daha sonra 2006 yilinda kesfedildi ve iki spesifik amino
asit ikamesi olan Trpl02Arg ve Aspl79Tyr'yi barindiran bir aminoglikozid degistirici
asetiltransferazin iki islevli bir varyant1 olan AAC(6")-Ib-cr'den olusuyordu. Bu varyant,
siprofloksasin gibi kinolonlarda bulunan C7 piperazin halkasinin ikame edilmemis
nitrojenini asetile edebilir, bodylece ilacin aktivitesini azaltarak kinolon direnci
kazandirabilir. Kisa bir siire sonra, plazmit kodlu akis pompalari QepA ve OgqxAB'nin

kesfiyle PMQR igin tigiincii bir mekanizma eklenmistir [79].

Kinolon direncinin gelisimine katkida bulunan plazmid aracili kuinolon direng
(PMQR) belirleyicileri, c¢esitli mekanizmalar aracilifiyla diisiikk diizeyde direng
saglamaktadir. Bu mekanizmalar arasinda QepA ve OgxAB gibi farkli ailelere ait efflux

pompalar1 bulunur:

i. QepA, Hidrofilik florokinolonlara karsi direng saglayan Major Facilitator
Superfamily (MFS) ailesine ait bir efflux pompasidir. Ozellikle siprofloksasin, norfloksasin

ve enrofloksasine karsi duyarliligin azalmasina yol agar.

ii. OgxAB, Resistance-Nodulation-Division (RND) ailesine aittir ve kinolonlar
siprofloksasin, norfloksasin, nalidiksik asit, olaquindox ve flumekin'in 6tesinde, tetrasiklin,
kloramfenikol ve trimetoprim antibiyotiklerinin yani sira benzalkonyum kloriir veya

triklosan gibi biyositlere kars1 genis bir substrat spesifikligine sahiptir.

PMQR belirleyicileri genellikle tek baslarina klinik sinir degerini asacak diizeyde
diren¢ saglamazlar ancak kinolonlarin terapdtik seviyelerinin varliginda, ek direng
mekanizmalarinin se¢imi ve yiiksek seviyelerde kinolon direncinin ortaya ¢ikmasi igin

uygun bir arka plan saglarlar [79].

PMQR genleri, ¢oklu ila¢g direngli (MDR) plazmitlerde siklikla diger direng
belirleyicileriyle birlikte bulunur ve ¢esitli bakteri tiirlerinde genis bir cografi dagilima
sahiptir. PMQR mekanizmalarinin fenotipik tespiti zorluklar icerse de, genetik analizler bu
belirleyicilerin gergek prevalansint ortaya koymaktadir. PMQR belirleyicilerinin,
kinolonlarin hem klinik hem de klinik dis1 ortamlarda daha dikkatli kullanilmasi ihtiyacini
vurgulayan, kolay yatay yayilim potansiyeli ve birden fazla diren¢ mekanizmasi ile birlikte

secilme egilimleri nedeniyle, ciddi bir klinik sorun teskil ettigi belirtilmektedir [80].
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Konjugasyon, genlerin bir bakteriden digerine yatay olarak transfer edilmesinde ana
yontemdir ve antibiyotik direng genleri dahil olmak {izere, bakteri genomlarinin esnekligi,
evrimi ve adaptasyonu tizerinde onemli bir etkiye sahiptir [81]. Bu siire¢ sirasinda, DNA,
konjugatif plazmitler araciligiyla fiziksel olarak hiicreden hiicreye aktarilir. Her konjugatif
plazmit, hiicredeki replikasyon, korunma ve diger hiicrelere transferi saglayan temel genler
ve bilesenler iceren bir ¢ekirdek veya omurga sahiptir. Genomik veritabanlari, 3000'den
fazla dizili Acinetobacter plazmidini igermekte ve bu say1 stirekli olarak artmaktadir [81].
Acinetobacter cinsi, tek bir susta birden fazla plazmid bulundurabilmesiyle dikkat ¢ceker. Bu
plazmidlerin ¢ogu, potansiyel olarak aktive edilebilir bir gevseme geni (mobA) igerir, bu da

konjugatif transfer yeteneklerine isaret eder[81].

Klinik olarak 6nemli antibiyotik direngli Acinetobacter suslari genellikle biiyiik
konjugatif plazmitler igerir, ancak bunlarin sadece birkac¢i detayli olarak incelenmistir.
Acinetobacter'de, li¢ grup konjugatif plazmidin bir sustan digerine transfer yetenegi deneysel
olarak gosterilmistir [81]. 1lk grup, pACICU2 (64.366 bp) (NC 010606.1) ile yakindan
iligkili plazmit koleksiyonundan olusur ve A. baumannii plazmidlerinin LN 1 soyuna ait
olarak smiflandirilir. Bu plazmitlerin ¢cogunlugu, potansiyel olarak harekete gegirilebilir
gevseme geni (mobA) igerir. Ikinci gruptan daha az yaygin olan konjugatif plazmitler, gesitli
Acinetobacter cinslerinden suslarda kesfedilmistir ve tipik olarak antibiyotik direnci genleri
icerirler. Bu plazmitlerde tam bir konjugasyonla ilgili gen seti ve replikasyonu baslatan bir
proteini kodlayan bir gen bulunur. Rahatlatici gen, MOBP ailesinin bir iiyesidir ve bu
plazmit koleksiyonu Mindlin ve arkadaslarimin ¢alismasinda I1I-1a olarak bilinir. Ugiincii
grup konjugatif mega plazmitlerden prototip pA297-3, ne gevseme geni ne de replikasyon
baslatic1 proteini kodlayan gen igermez, ancak gesitli suslar arasinda aktif olarak seyahat

edebildigi gosterilmistir[81].

Bu genis plazmit c¢esitliligi, Acinetobacter suslari arasindaki gen aktariminin
karmasikligini ve antibiyotik diren¢ genlerinin yayiliminda konjugasyonun roliinii vurgular,
bu da antibiyotik direncinin anlagilmasi ve kontrol altina alinmasi i¢in 6nemli zorluklar
sunmaktadir. Bu, antibiyotik direnciyle miicadelede konjugatif plazmitlerin roliiniin daha iyi

anlasilmasini gerektirir.

Bu calismanin amaci, Kirsehir Egitim-Arastirma Hastahanesinden izole edilen
Kinolon direngli A. baumannii izolatlar1 arasinda plazmid aracili kinolon direng (PMQR)

genlerinin yayillimini, c¢esitliligini aragtirmak ve PMQR genlerinin konjugatif transfer
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mekanizmalarin1 inceleyerek antibiyotik direncinin onlenmesi i¢in yapilacak ulusal ve

uluslararasi ¢alismalara katki saglamaktir [81].
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3.  GEREC-YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Arastirmada Kullanilan Bakteri izolatlar1 ve Standart Suslar

Bu ¢alismada kullanilan kinolon direngli 29 A. baumannii izolati1 Kirsehir Ahi Evran
Universitesi, Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji laboratuvar stok
kiiltiirlerinden temin edildi. izolatlar Tibbi Mikrobiyoloji laboratuvari tarafindan 2021
Eyliil-2022 Aralik aylar1 arasinda rutin teshiste izole edilmis ve kiiltiir koleksiyonunda

saklanmistir.

Aragtirmada, rifampisin direngli E. coli J53-2 susu (F—met pro RifR) konjugasyon
deneylerinde alict hiicre olarak kullanildi. E. coli ATTC 25922 susu antibiyogram

calismalarinda kontrol olarak kullanilmistir.

3.1.2. Arastirmada Kullanilan Besiyerleri ve Kimyasallar

Arastirmada, bakterilerin iiretilmesi ve DNA izolasyonu yapmak amaciyla EMB
(Eosine Methylen Blue) Agar, Mueller Hinton Agar (MHA), Mueller Hinton Broth (MHB),
Bakteriyolojik Agar, Luria-Bertani (LB) Broth ve LB Agar besiyerleri Merck (Almanya)
firmasinda temin edildi. Molekiiler ¢alismalarda kullanilan Taq DNA polimeraz (5U/pul),
dNTPmix (10 mM), 50X TAE Buffer, DNA Loading Dye (6X) ve Etidyum bromiir (10
mg/ml) ThermoFisher Scientific (USA) firmasindan, Taq DNA Polimeraz Master Mix RED
(2X) enzimi Ampliqon (Denmark) firmasindan, Agarose CondaLab (Ispanya), 100 bp+
DNA ladder TransGen Biotechnology (Cin) firmasindan, antibiyotik diskler ise Bioanalyses
(Tiirkiye) firmasindan temin edildi. Arastirmada kullanilan sodyum kloriir (NaCl), di-
sodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4), potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4), amonyum
kloriir (NH4CI), D(+) glukoz monohidrat ve ampicillin sodium salt kimyasallart Merck
(Almanya) firmasindan temin edilirken, konjugasyon calismalarinda kullanilan rifampisin

Sanofi (Fransa) firmasindan temin edilmistir.

28



3.1.3. Arastirmada Kullamlan Alet ve Ekipmanlar

Bu calisma Kirsehir Ahi Evran Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ve Tibbi

Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvarlarinda bulunan alet ve ekipmanlar kullanilarak

gerceklestirildi. Calismada kullanilan cihazlar Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1: Calismada kullanilan cihazlar.

Makina/techizat adi Markasi Model
Otoklav JSR JSAC 60
Calkalamali Su Banyosu Memmert WNB22
Distile Su Cihaz1 GFL 2001/4
Inkiibator Memmert Model 55
Vorteks Scilogex MX-S
Magnetik Karistirict Scilogex MS-H-S
Analitik Terazi Ohaus AV 264C

pH metre Hanna H12211-02
Blok Isitic1 Boeco DBI
Thermocycler BioRad T-100
Horléontal Mlpl Jel Elektroforez Techne Tecne B2
ve Gii¢ kaynagi

UV translimiinator Daihan WUV-L50
No-Frost Buzdolabi Vestel P NF620
Derin Dondurucu Vestel W DDP-S1101
Mikrodalga Firin Vestel MW 20-MV
Mikrosantrifiij Sigma Sigma 1-14
Smmif-2 Steril Kabin Arma -

3.1.4. Cahsmada Kullanilan Primerler

Aragtirmada kinolon direngli 29 A. baumannii izolatinin plazmid aracili antibiyotik
direng genlerinin belirlenmesinde PCR teknigi kullanildi. Calsamada Calismada kullanilan

primerler Sentebiolab (Ankara, Tiirkiye) firmasindan temin edildi. Kullanilan primer ¢iftleri

ve Ozellikleri Tablo 3.2°de verilmistir.

29



Tablo 3.2: Caligmada kullanilan primerler primer dizileri.

Gen adi  Primer 5°-3’ Primer Sekans B a(f)g;fti Referans
F AGAGGATTTCTCACGCCAGG Yang ve digerleri,
gnrA 347 (2013)
R TGCCAGGCACAGATCTTGAC
F TGGCGAAAAAATTGAACAGAA Chen ve digerleri,
gnrB 594 (2012)
R GAGCAACGATCGCCTGGTAG
F GGGTTGTACATTTATTGAATC Wang ve digerleri,
gnrC 255 (2009)
R TCCACTTTACGAGGTTCT
gnrD F CGAGATCAATTTACGGGGAATA 582 Pribul, ve
digerleri, 2006
R AACAAGCTGAAGCGCCTG
F TCGGCACCACAACTTTTCAC Hamedve
gnrS 255 digerleri, (2018)
R TCACACGCACGGAACTCTAT
F CTGCAGGTACTGCGTCATG Goudarzi ve
gepA 403 digerleri, (2015)
R CGTGTTGCTGGAGTTCTTC
F GACAGCGTCGCACAGAATG
OgxA 339
R GGAGACGAGGTTGGTATGGA Chen ve diserleri
F  CGAAGAAAGACCTCCCTACCC (2012
ogxB 240
R CGCCGCCAATGAGATACA
F TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA
aac-6 482 Park, (2006)
R CTCGAATGCCTGGCGTGTTT
3.2. Yontem

3.2.1. A. baumanii izolatlarrrdanin Tamimlanmas1 ve Antibiyotik Duyarhliklarinin

Belirlenmesi

Bu ¢alismada kullanilan kinolon direngli 29 A. baumannii izolat1 Kirsehir Ahi Evran
Universitesi, Egitim ve Arastirma Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari stoklarmdan
temin edilmistir. Arastirmada kullanilan bu izolatlar Kirsehir Egitim-Arastirma Hastanesi
Tibbi Mikrobiyoloji laboratuvar: tarafindan cesitli klinik drneklerden saf kiiltiirleri izole
edildikten sonra VITEK® 2 otomatik sistem (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Fransa) ile A.
baumannii olarak identifiye edilmistir. izolatlarin antibiyotik duyarlilik profilleri Hastane

KARMED Bilgi islem sisteminden temin edilmistir. Soguk zincirde aseptik sartlarda
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Kirsehir Ahi Evran Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina getirilen
izolatlar 2 pg/ml siprofloksasin eklenmis LB agar besiyerine ekimi yapilmis, izolatlarin

hepsinin kinolona direngli olduklar1 belirlendikten sonra ¢calismada kullanilmistir.

3.2.2. Total DNA izolasyonu

A. baumanni izolatlarindan total DNA izolasyonu Kirsehir Ahi Evran Universitesi
T1ibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda yapildi. Bu amagla icerisinde 10 pg/ml siprofloksasin
eklenen LB Agar besiyerinde 37°C’de bir gece inkiibasyona birakildi. izolatlardan DNA

izolasyonu kaynatma yontemi ve kit ile olmak iizere iki metot ile gerceklestiril-

Kaynatma Yontemi ile DNA izolasyonu: Arastirmada kullanilan A. baumannii
izolatlarinin total DNA izolasyonu Ausubel ve digerleri (1995) tarafindan bildirilen
kaynatma DNA metodu ile yapildi. LB agarda bir gecelik inkiibasyon sonrasinda kiilttirde
iireyen izolatlardan bir 6ze dolusu alinip, 500 pl steril distile su igeren ependorflara aktarildi.
Tiipler vortekslenerek homojen bir siispansiyon elde edildi ve 10 dk. boyunca 100°C’ye
ayarlt su banyosunda inkiibe edildi. Daha sonra 14.800 rpm de 5 dk santrifiij edilen
eppendorf tiiplerden siipernatant steril bir tiipe aktarildi ve tez ¢alismasi boyunca total DNA
olarak kullanildi. Elde edilen total DNA’lar kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi .

Kit ile DNA Izolasyonu: Bu ¢alisma siiresince DNA dizin analizi yapilan genlerin
¢ogaltilmasinda kullanilan DNA &rneklerinin izolasyonu PureLink Mini DNA izolasyon

Kiti (Invitrogen, USA) iiretici firmanin &nerileri dogrultusunda.

3.2.3. A.baumannii izolatlarinda Kinolon ve Aminoglikozid Diren¢ Genlerinin Tespiti

Kinolon direngli A. baumannii izolatlarinda plazmid aracili kinolon direng genleri
(qnrA, qnrB, qnrC, qnrS, qnrD, qepA, ogxA, oqxB) ve aminoglikozid direng geni (aac-6-
1b-cr) PCR yontemi ile arastirildi. Genlerin amplifikasyonu igin tablo 3.2’de verilen primer
ciftleri kullanil. PCR reaksiyonlarinda qnrA, qnrC, qnrS, qnrD, qepA, ogxA, ogxB
genlerinin amplifikasyonu i¢in son hacim 25 ul olacak sekilde tablo 3.3’de her bir gen igin
verilen miktarlarda 10XTaq buffer, MgCI2, dNTPmix, primer (F, R), Tag DNA polimeraz,
steril distile su (dH20) ve total DNA ilve edilerek hazirlandi. qnrB ve aac-6-1b-cr geni igin
ise tablo 3.3’de verilen 2x ticari mastermix, primer (F,R) ve total DNA karisima eklendi ve

PCR reaksiyonunun son hacmi 25 pl olacak steril distile su ile tamamland1 maustir.
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Thermalcycler cihazinda yapilan PCR isleminde her bir genin c¢ogaltilmasi i¢in
reaksiyon tiipleri 95 °C’de 6n denatiirasyonda 5 dk bekletildi. Daha sonra uygulanan 35
siklusta, 95 °C’de 45 sn denatiirasyon, Tablo 3.4’da verilen her bir gen i¢in baglanma
sicakliginda (Tm) 45 sn, Tablo 3.4’da verilen her bir genin biiyiikliigiine gore 72 °C’de
uzama siireleri belirlenen zamanlarda gerceklestirildi. Son olarak yapilan son uzama

basamaginda 72 °C’de 5 dk. bekletilerek thermalcycler’da PCR dongiisii tamamlandi.

Tablo 3.3: Calismada kullanilan PCR karigimlari.

POCR reoakcivan karicimlar

Genler 10xTag MgCI2 dNTPmix Primer Primer TagDNA ddH20 Total Toplan

buffer  (ul) (ul) F(ul) R(ul) polimeraz (u) DNA Hacim
anrA 2,5 15 1 0,5 0,5 04 14,6 4 25
anrC 2,5 1 1 0,5 0,5 04 141 5 25
anrS 2,5 15 1 0,5 0,5 04 14,6 5 25
anrD 2,5 1 1 0,5 0,5 0,3 15,2 4 25
0epA 2,5 15 1 0,5 0,5 04 13,6 5 25
00XA 2,5 1 1 0.4 04 04 14,3 5 25
oagxB 2,5 15 1 0,5 0,5 0,4 13,6 5 25
Genler 2x Master Mix Primer F Primer R (ul) ddH20  Total Toplam
anrB 12,5 0,5 0,5 6,5 5 25
aac-6-1b-cr 12,5 0.4 0.4 17 4 25

Tablo 3.4: Calismada kullanilan PCR dongiileri.

2 PCR Déngiisii (35 dongii)
On
Genler Denatiirasyon Son Uzama
°C) /Siir); Denatiirasyon Primer Baglanma Uzama (°C)/Siire
(°C)/Siire (°C)/Siire (°C)/Siire
anrA 94 °C/5 dk 94 °C/45 sn 60 °C/45sn 72 °C/45 sn 72 °C/5 dk
anrB 95°C/5 dk 95 °C/45 sn 58 °C/45sn 72 °C/45 sn 72 °C/5 dk
anrC 94 °C/5 dk 95 °C/45 sn 57 °C/45sn 72 °C/45 sn 72 °C/5 dk
anrD 94 °C/5 dk 95 °C/45 sn 58 °C/45sn 72 °C/58 sn 72 °C/5 dk
anrS 94 °C/5 dk 94 °C/45 sn 60 °C/45sn 72 °C/45 sn 72 °C/5 dk
gepA 94 °C/5 dk 95 °C/45 sn 58 °C/45sn 72 °C/50 sn 72 °C/5 dk
0QgxA 94 °C/5 dk 95 °C/45 sn 59 °C/45sn 72 °C/50 sn 72 °C/5 dk
ogxB 94 °C/5 dk 95 °C/45 sn 60 °C/45sn 72 °C/45 sn 72 °C/5 dk
aaac-6- 94 °C/5 dk 95 °C/45 sn 61 °C/45sn 72 °C/30 sn 72 °C/5 dk
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3.2.4. A.baumannii izolatlarinda Direncin Aktarilabilirligi

A. baumannii izolatlarinda tespit edilen antibiyotik diren¢ genlerinin konjugatif
plazmitler tizerinde yer alip almadigi Broth Mating metodu kullanilarak konjugasyon testleri
ile arastirildi .Konjugasyon deneyinde alici hiicre olarak rifampisin direngli E.coli J53AziR
susu, dondr olarak plazmit aracili kinolon diren¢ geni tasiyan A. baumannii izolatlart
kullanildi. Hem dondr hem de alict hiicreler, gece boyunca LB broth iginde bir gece inkiibe
edildi. Daha sonra bakteri kiiltiirleri 1:1 oraninda alic1 E. coli J53 hiicresi ile karistirildiktan
sonra 18 saat calkalamasiz inkiibatorde 37°C’de inkiibe edildi. Transkonjugantlar,

rifampisin (150 pg/ml) ve ampisilin (50 pg/ml) igceren LB Agar plakalari tizerinde segildi.

Transkonjugant hiicrelerin antibiyotik duyarlilik paternleri Kirby-Bauer disk
difiizyon testi ile belirlendi. Transkonjugant hiicreler rifampisin (150 ug/ml) ve ampisilin
(50 pg/ml) igeren 3 ml LB broth besiyerlerinde ¢alkalamali ortamda 37°C’de bir gece inkiibe
edildi. inkiibasyon sonucunda hiicreler santrifiij ile topland1 ve plazmit izolasyonlar1 GenelJet
Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) kullanilarak iiretici firmanin
onerileri dogrultusunda gerceklestirildi. Transkonjugantlardaki kinolon direng genleri Tablo
3.2°de verilen primerler ve transkonjugant hiicrelere ait izole edilen plazmitler kalip DNA

olarak kullanilararak gergeklestirilen PCR reaksiyonlari ile tespit edilmistir.

3.2.5. Etik Kurul Onay1

Bu arastirma Kirsehir Ahi Evran Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu

tarafindan 2023-08/65 nolu karar1 ile onay alinarak gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1.  1lzolatlarin Tammmlanmasi ve Antibiyotik Direnc Profilleri

Calismada kullanilan kinolon direngli 29 A. baumannii izolati Kirsehir Ahi Evran
Universitesi, Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji laboratuvarina gelen gesitli
klinik 6rneklerden izole edilmistir. Izolatlar Vitek 2 otomatize bakteri identifikasyon
cihazinda tanimlanmis ve antibiyotik duyarliliklar belirlenmistir. Buna gore kan, yara, idrar,
dalak, katater kiiltiirii ve diger (kan, yara veya idrar) drneklerden elde edilen A. baumannii
izolatlarinin sayist 6 (%20,7), 7 (%24,1), 2 (%6,9), 7 (%24,1), 1 (%3,5), 6 (%20,7) olarak
tespit edilmistir (Tablo 4.1). A. baumannii izolatlarinin tiimiiniin gentamisin, siprofloksasin,
levofloksasin ve amikasine direncli oldugu; ancak tigesiklin ve kolistine duyarli oldugu

belirlenmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.1: Calismada kullanilan A. baumannii izolatlarinin izole edildigi klinik 6rneklerin
dagilimu.

Klinik Ornek A. baumannii sayis1 n(%)
Kan 6 (20,7)

Yara 7 (24,1)

Idrar 2(6,9)

Dalak 7 (24,1)

Katater Kiiltiirti 1(3,5)

Diger 6rnekler 6 (20,7)

Toplam 29 (100)

Tablo 4.2: Calismada kullanilan izolatlarin hastane Karmed sisteminde antimikrobiyal duyarlilik

sonugclart.

Antibiyotik A.baumannii Izolatlarimin Antibiyotik Duyarhhklari
R n(%) S n(%)

Gentamisin 29 (100) 0

Siprofloksasin 29 (100) 0

Levofloksasin 29 (100) 0

Amikasin 29 (100) 0

Tigesiklin 0 29 (100)
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4.2.  A. baumannii izolatlarmin Plazmid Aracih Kinolon Diren¢ Genleri Tespiti

Aragtirmada kullanilan kinolon direngli 29 A. baumannii izolatlarinda plazmid aracili
antibiyotik direng genleri tablo 3.2’de verilen gen spesifik primerler kullanilarak yapilan

PCR yontemi ile belirlenmistir.

4.2.1. A. baumannii izolatlarinda qnr Genlerinin Tespiti

Yapilan bu ¢alismada kinolon direngli 29 A. baumannii izolatlarinda gnrA, gnrC ve
gnrD genleri tespit edilmemisken, 24 izolatta qnrB, 3 izolatta da gnrS genlerinin oldugu
belirlenmistir (Tablo 4.3; Sekil 4.1).

4.2.2. A.baumannii izolatlarinda Efflux Pompa Sistemini Kodlayan Genlerin Tespiti

Kinolon direngli 29 A. baumannii izolatinin higbirinde kinolonlarin hiicreden
atilmasini saglayan efflux pompa sistemini kodlayan gepA geni tespit edilmemistir. Efflux
pompa sistemini kodlayan diger genlerinden 0gxA geni 16 izolatta, ogxB geni ise 3 izolatta
belirlenmistir (Tablo 4.3; Sekil 4.1).

4.2.3. A. baumannii izolatlarinda Modifiye Aminoglikozid Asetiltransferaz Geni

aac(6")-1b-cr Tespiti

Caligmada plazmid araciligiyla kinolon direngli izolatlarda aktarilabilen genlerden
modifiye aminoglikozid asetiltransferaz enzimini kodlayan aac (6°)-1b-cr geni 29 A.
baumannii izolatindan 15’inde tespit edilmistir (Tablo 4.3; Sekil 4.1).

[y

M
C—v
=
-

Sekil 4.1. PCR ile pozitif kinolon direng genlerinin agaroz jel elektroforez gériintiisii. 1,2: 0gxA (339
bp); 3,4: ogxB (240 bp); 5,6: gnrB (594 bp); 7,8: gnrS (255 bp); 9, 10: aac-6’-Ib-cr (482 bp).
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Tablo 4.3: Kinolon direngli A. baumannii izolatlarindan PCR ile tespit edilen plazmid aracili
direng genlerinin dagilimi.

Ornek No gnrA gnrB gnrC  gnrS  gnrD gepA  ogxA  ogxB aac(6’)-1b-cr

AB1 - + - - - - + - -
AB2 - - - + - - + - -
AB3 - + - + - - + - -
AB4 - + - - - - + - +
AB5 - + - - - - + - -
AB6 - + - - - - + - +
AB7 - - - - - - + - +
AB38 - + - - - - + - +
AB9 - + - - - - + + +
AB10 - + - - - - + - -
AB11 - + - + - - + - +
AB12 - + - - - - ] ] +
AB13 - + - - - - + - +
AB14 - - - - - - + + +
AB15 - + - - ; - - - -
AB16 - - - - - - + - -
AB17 - + - - - - + - -
AB18 - + - - - - - - +
AB19 - - - - - - - - -
AB20 - + - - - - - - -
AB21 - + - - ; - - - -
AB22 - + - - - - - - +
AB23 - + - - - - - - +
AB24 - + - - ; - ; ; -
AB25 - + - - - . - - ;
AB26 - + - - - - + + +
AB27 - + - - - - - - +
AB28 - + - - - - - - +
AB29 - + - - - - - - -
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4.3.  A. baumannii izolatlarinda aktarilabilir diren¢ genlerinin Tespiti

A.baumannii izolatlarinda aktarilabilir antibiyotik diren¢ genlerinin tespiti i¢in
gerceklestirilen konjugasyon deneyleri sonucunda A. baumannii AB24 nolu izolatin
konjugatif bir plazmide sahip oldugu ve tizerinde gnrB genini tasidig: tespit edildi (Tablo
4.4 ve Sekil 4.2).

Tablo 4.4: Donor bakteri hiicresinin kinolonlara duyarlilikalari.

Antibiyotik Tc24 izolatinin antibiyotik duyarhhg:
Norfloksasin Direngli

Ofloksasin Direngli
Siprofloksasin Direngli

Gentamisin Direngli

Sekil 4.2. gnrB geninin goriintiisii (M: Marker; 1: AB24 nolu izolat; 2: Transkonjugant hiicre; 3:
Pozitif kontrol).
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Sekil 4.3. Konjugasyonda kullanilan E. coli J53 izolatinin kinolon duyarliligimnin disk difiizyon
yontemiyle belirlenmesi

Sekil 4.4. Konjugasyonda sonrasi E. coli J53 izolatinin kinolon direncinin disk difiizyon yontemiyle
belirlenmesi.
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5. TARTISMA-SONUC

Gegen ylizyilda antibiyotiklerin kesfi, tip bilimi alaninda bir doniim noktas1 olarak
durmaktadir ve bakteriyel enfeksiyonlara bagli morbidite ve mortalite oranlarini biiyiik
6l¢iide azaltmaktadir. Bu 6nemli ilerleme, bulasict hastaliklarin tedavisine yonelik yaklagimi
dontistiirerek halk sagligi ve tibbi tedavi metodolojilerinde 6nemli bir sicramaya isaret etti.
Antibiyotikler, saglik hizmeti saglayicilarinin bir zamanlar tedavi edilemez veya oliimciil
oldugu diisiiniilen enfeksiyonlarla etkili bir sekilde miicadele etmelerini sagladi, bdylece
sayisiz hayat kurtardi ve diinya capinda saglik hizmetlerinin kalitesini artirdi.
Antibiyotiklerin asir1 ve yanlis kullanimindaki kiiresel artis, ampirik antibiyotik tedavilerinin
baslamasiyla birlikte yaygin bir endise haline gelmistir. Bu gelisigiizel uygulama, bulasici
patojenlerin bu ilaglara karsi diren¢ gelistirme siirecini hizlandirmistir. Sonug olarak,
antibiyotikler klinik ortamlarda giderek daha az etkili hale gelmekte ve bir zamanlar basarili
bir sekilde tedavi edebildikleri enfeksiyonlara kars1 etkinliklerini azaltmaktadir. Bu egilim
sadece hasta bakimini tehlikeye atmakla kalmiyor, ayn1 zamanda halk sagligi i¢cin de 6nemli
bir zorluk teskil ediyor ve antibiyotik direncinin yiikselisini engellemek icin acil ve
koordineli ¢abalar gerektiriyor. Kiiresel olarak, hastanelerde, farkli bolgelerde ve ulusal
Olcekte diizenli izleme yoluyla antibiyotik direncinin gelisimiyle miicadele etmek icin ortak
bir ¢caba vardir. Bu gézetim, direnisin yayilmasini ve evrimini yonetmek i¢in ¢ok dnemlidir.
Epidemiyolojik arastirma ve sistematik raporlama yoluyla antibiyotik diren¢ profillerinin
izlenmesi uygulamasi, diren¢ mekanizmalarinin dinamiklerini anlamak ve bu acil sorunu
hafifletmeyi amacglayan halk saglig1 stratejilerini bilgilendirmek i¢in gereklidir. Bu tiir
cabalar, bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde antibiyotiklerin etkinliginin devam etmesini
saglamak i¢in kritik dneme sahiptir ve antibiyotik direncine koordineli ve bilingli bir

yaklasimin 6nemini vurgulamaktadir [82].

A. baumannii, son on yilda, kiiresel 6l¢ekte zorlu bir nozokomiyal patojen olarak
ortaya ¢ikt1 ve bugiin bilinen en usta ¢oklu ilaca diren¢li (MDR) organizmalardan biri olarak
iin kazandi. Direng gelistirmedeki yeterliligi, mevcut antibiyotik tedavilerinin saldirisina
kars1 hayatta kalmasini 6nemli dl¢iide artiran bir mekanizma olan yatay gen transferi yoluyla

mevcut direng genlerini yukar1 regiile etme veya yenilerini edinme yetenegine atfedilir.
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Organizmanin esnekligi ve uyarlanabilirligi, onu modern tip i¢in dnemli bir zorluk teskil

eden basarili MDR patojenlerinin miitkemmel bir 6rnegi olarak konumlandiriyor [83].

A. baumannii enfeksiyonlar1 ile iliskili klinik belirtiler ¢esitlidir ve hastane
ortamindaki ¢esitli niglerden yararlanma yetenegini yansitan ¢ok ¢esitli kosullar1 kapsar.
Yillar gectikce, yanik hastalarinda sekonder menenjit, idrar yolu enfeksiyonlari,
nozokomiyal pnomoni, bakteriyemi ve ciddi siliperenfeksiyonlara neden oldugu
gosterilmistir. Bu enfeksiyonlar sadece patojenin hastaliga neden olmadaki ¢ok yonliiliiglini
gostermekle kalmaz, aym1 zamanda oOzellikle bagisikligr baskilanmis ve kritik hastalarda
enfeksiyonlariyla iligkili kritik sonuc¢larin altin1 ¢izer. A. baumannii enfeksiyonlarinin
yaygin dogasi, hem uluslararast hem de ulusal baglamda, hem toplum hem de hastane
kaynakli enfeksiyonlarda en sik izole edilen patojen olarak prevalansinin altin1 ¢izmektedir.
Bu yaygin yayginlik, A. baumannii'nin ortaya ¢ikardigi énemli halk saglig1 sorununun bir
gostergesidir ve gelismis silirveyans, siki enfeksiyon kontrol dnlemleri ve etkisini azaltmak
icin yeni terapétik stratejilerin gelistirilmesini gerektirmektedir. Organizmanin hastane
ortamlarinda gelisme ve birden fazla antibiyotik sinifina direnme kapasitesi, direng
mekanizmalarini, epidemiyolojisini ve yeni tedaviler tarafindan hedeflenebilecek potansiyel
giivenlik agiklarini anlamay1 amaglayan kapsamli arastirma ¢abalarini katalize etmistir [83].
Acinetobacter baumannii enfeksiyonlariyla, ozellikle ¢oklu ilaglara direngli olanlarla
miicadele alaninda, cesitli antibiyotiklerin etkinlikleri degerlendirilmistir. Bunlar arasinda,
gentamisin ve amikasin gibi aminoglikozitler, A. baumannii'ye karsi in vitro aktivite
gdstermis ve bu da onlar1 bakteriyemi olmadan idrar yolu enfeksiyonlarini (IYE) ele almak
icin giliclii segenekler haline getirmistir. Bu antibiyotikler, basarili tedavi sonuglari i¢in
onemli bir faktdr olan idrarda yiiksek konsantrasyonlara ulasma yetenekleri nedeniyle
IYE'ler icin ilk tercih monoterapi olarak tercih edilir (84). Levofloksasin ve siprofloksasin
dahil olmak iizere florokinolonlar, izole edilmis A. baumannii suslarina karsi etkinlik
gosterebilen bagka bir antibiyotik sinifini temsil eder. Hem parenteral hem de oral formlarda
ikili kullanilabilirlikleri, hassas izolatlarin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde 6nemli
bir avantaj saglar. A. baumannii enfeksiyonlarina karsi spesifik uygulamalar1 hakkinda
sinirh bilgiye ragmen, florokinolonlar klinik ortamlarda, &zellikle IYE'leri tedavi etmek i¢in
siklikla kullanilmaktadir. Ozellikle, levofloksasinin yan etkiler ve hastalik niiks oranlart
acisindan siprofloksasinden daha iyi performans gosterdigi gozlemlenmistir, ancak klinik
kullanimda goreceli faydalarinin kesin bir karsilastirmasi yapilmamistir [84]. Coklu ilaca

direngli (MDR) ve yaygin ilaca direncli (XDR) patojenler karsisinda, kolistin gibi eski
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ajanlar, A. baumannii'nin neden oldugu pnémoni gibi belirli durumlar i¢in birinci basamak
tedaviler olarak onerilmeye devam etmektedir. Hem kolistin hem de tigesiklin, MDR ve
XDR patojenlerine karsi uygulanabilir terapdtik secenekler olarak kabul edilir. Buna
ragmen, literatiir, ¢esitli enfeksiyonlarda kolistin ile tigesiklin arasindaki etkinligi dogrudan
karsilagtiran kapsamli nicel analizlerden yoksundur [85]. Bu bosluk, A. baumannii suslarinin
neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde bu antibiyotiklerin optimal kullanimim
aydinlatmak ic¢in daha fazla arastirmaya duyulan ihtiyacin altin1 ¢izmektedir. Acinetobacter
baumannii diren¢ paternlerinin kapsamli bir analizinde, ¢esitli arastirmalar bu zorlu
patojenin yarattig1 kiiresel zorlugu aydinlatmistir. [86] Sudan'daki, 275 A arasinda yiiksek
bir direng prevalansi bildirdiler. baumannii isolates, with 91% resistance to ciprofloxacin,
92% to gentamicin, 81% to amikacin, and 37% to colistin. Benzer sekilde, [87] Kkolistine
%1.7, amikasin %52 ve siprofloksasine %87 diren¢ oranlar1 ortaya koyan 441 kopya
olmayan klinik izolat1 incelemistir. Buna karsilik, [88] iran'n giineybatisindaki Ahvaz'dan,
80 A. baumannii susundan 75'inin ¢oklu ila¢ direncine odaklanarak, tigesiklin ve kolistine
kars1 sirastyla %56.25 ve %97.5 oranlarinda 6nemli duyarlilik kaydetti, vakalarin %90'1nda
amikasin ve gentamisine eszamanli direng gosterdi ve izolatlarin %70'inden fazlasi hem

amikasin hem de siprofloksasine direng gosterdi.

Calismamiz, iran'daki Mortazavi ve Sudan'daki Omar'm bulgulariyla uyumludur,
ancak Uwingabiye tarafindan bildirilenlerden farklidir. Siprofloksasine direngli 29 A.
baumannii izolatini analiz ettik, direng profillerini dnceki arastirmalarla karsilagtirdik ve
yaygin olarak Onerilen antibiyotiklere duyarliliklarii degerlendirdik. Dikkat cekici bir
sekilde, tiim izolatlar sadece siprofloksasine degil, ayn1 zamanda gentamisin, levofloksasin
ve amikasine de diren¢ gosterdi. Buna karsilik, tigesiklin ve kolistine esit derecede
duyarhydilar. Bu izolatlar, idrar, kan, yaralar, dalak ve kateter kiiltiirleri dahil olmak {izere
cesitli klinik orneklerden elde edildi ve patojenin yaygin direncinin altini ¢izdi. Farkli
caligmalarda gozlenen diren¢ oranlarindaki tutarsizlik, cografi farkliliklara, antibiyotik
receteleme uygulamalarindaki farkliliklara ve antibiyotik receteleri i¢cin uyumlu ve etkili bir
sekilde yonetilen bir izleme sisteminin olmamasina baglanabilir. Bulgularimiz, A.
baumannii direncine iliskin artan kanitlara katkida bulunarak, direncin yayilmasini azaltmak
ve tigesiklin ve kolistin gibi kritik antibiyotiklerin etkinligini korumak i¢in saglam siirveyans

ve yonetim programlarina duyulan ihtiyaci vurgulamaktadir.
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Son yillarda, Acinetobacter baumannii, kinolonlara direng gosteren onemli sayida
izolat ile antibiyotik direnci tartigmasinda dnemli bir figiir haline gelmistir. Bu direng, bu
suslar1 yaygin olarak ilaca direncgli (XDR) veya pan-ilaca direngli (PDR) olarak siiflandirir
ve A. baumannii'nin neden oldugu enfeksiyonlarin yonetiminde biiytik bir zorlugu vurgular
[89]. Sentetik antibakteriyel ilaglar olan kinolonlar, genis bir aktivite spektrumuna sahiptir
ve hem gram pozitif hem de gram negatif bakteri tiirlerinin ¢esitli dizilerine kars1 etkili
olmustur. Bununla birlikte, s on birka¢ yilda florokinolonlarin yaygin kullanimi, diinya
genelinde direncin artmasina neden olmustur. Florokinolon direncinin ortaya ¢ikmasi, biiytlik
Olciide, bakteriyel DNA replikasyonu i¢in kritik enzimler olan giraz ve topoizomerazi
kodlayan genlerin kinolon direncini belirleyen boélgelerindeki (QRDR'ler) mutasyonlara
atfedilir. Bu mutasyonlar, florokinolonlara kars1 6nemli bir direng mekanizmasi saglar. Ek
olarak, ya akis pompalarinin aktivasyonu ya da dis membran porin ekspresyonunun asagi
regiilasyonu yoluyla elde edilen hiicre i¢i ila¢ birikiminin azaltilmasi, florokinolon

direncinin bir baska koklii mekanizmasini temsil eder [90].

1998'den beri, plazmid aracili kinolon direnci (PMQR) fenomeni kabul edilmistir ve
bu tiir diren¢ elemanlar1 yatay olarak aktarilabilir. QNR (DNA giraz ve topoizomeraz IV'i
florokinolon etkisinden koruyan pentapeptit tekrar ailesi proteinlerini kodlayan), aac(6’)-Ib-
cr (aktivitelerini azaltmak igin belirli florokinolonlari modifiye eden iki islevli bir
aminoglikozit asetiltransferaz) ve akis pompasi genleri oqgxAB ve gepA dahil olmak iizere

PMQR genleri bu direng profiline katkida bulunur [91].

gnr genleri, yani qnrA, gnrB ve gnrS, bakteri enzimlerini florokinolonlardan koruyan
proteinleri kodlar ve bdylece bakterilerin ilaglarin etkilerinden kagmasini saglar. Aac (6 ') -
Ib-cr geni, norfloksasin ve siprofloksasin gibi florokinolonlari asetilasyon yoluyla degistirir
ve antibakteriyel aktivitelerini azaltir, ancak ikame edilmemis bir piperazinil nitrojen
icermeyen florokinolonlari etkilemez. Birincil kolaylastirici siiper ailesinin bir pargasi olan
gepA ve direng-nodiilasyon-bdliinme (RND) ailesine ait oqxAB gibi akis pompalari, ilaglari
bakteri hiicrelerinden aktif olarak uzaklastirarak bakterilerin siprofloksasin dahil hidrofilik
florokinolonlara duyarliligini azaltir. A. baumannii izolatlar1 arasinda PMQR'nin artan
prevalansi, devam eden siirveyans, yeni terapotik segeneklerin arastirilmasi ve kinolon
direncinin yayilmasini yonetmek ve azaltmak icin antibiyotiklerin akillica kullanilmasi
gerekliliginin altin1 ¢izmektedir. Genellikle plazmitler tizerinde bulunan antibiyotik direng

genleri, bu genlerin ilk kesfedilmesinden bu yana ¢esitli antibakteriyel ajanlara kars1 direncin
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hizli kiiresel yayilmasina 6nemli dl¢iide katkida bulunan bir siire¢ olan konjugasyon yoluyla
bakteriler arasinda aktarilabilir. Plazmid aracili kinolon direncinin (PMQR) yayilmasi,
cesitli PMQR genleri dizisini tanimlayan arastirmalarla 6zellikle ilgilidir. Bu fenomen,
bakteriyel enfeksiyonlara kars1 antimikrobiyal cephaneligin 6nemli bir bileseni olan kinolon
antibiyotiklerin etkinligine meydan okudugu i¢in bizimki de dahil olmak iizere saglik

kurumlart igin kritik Klinik etkilere sahiptir. [91, 92, 93].

Yapilan bu tez calismasinda amacimiz, hastanemizde toplanan cesitli klinik
orneklerden plazmid aracili tespit yoluyla siprofloksasine direngli 29 A. baumannii izolatin
tanimlamak ve korumaktir. Kinolon direncinin en sik karsilagilan belirleyicileri gnrA, B, C,
D, S, qgepA, ogxA, B ve aac(6)-ib-cr genleridir. [94] tarafindan yapilan g¢alismada
siprofloksasine direngli 86 izolat analiz edilerek 57 izolatta (%66,27) qnrA, 61 izolatta
(9%70,93) gnrS ve 45 izolatta (%52,32) aac(6')-1b varligi ortaya konmustur. Ayrica incelenen
izolatlarda 63 izolatin (%73.25) ogx A, 34 izolatin (%39.53) oqxB tasidig1, gepA ve qnrB'nin
ise bulunmadigi tespit edildi. [95], Cin'de yaptiklar1 arastirmada, 39 vakada A.
baumannii‘deki gnrB ve gnrS genlerini tanimladilar. Bunlar arasinda qnrB geni 3 izolatta
(%7.7) ve qnrS geni sadece 1 izolatta (%2.6) bulundu ve kohortta diger QNR genleri tespit
edilmedi. Ayrica, [96] tarafindan Subat ve Agustos 2009 arasinda toplanan izolatlari
inceleyen 2017 tarihli bir ¢alismada, 265 Escherichia coli, 33 Klebsiella pneumoniae ve 2
Klebsiella oxytoca izolatinda nalidiksik aside diren¢ veya ara duyarhlik arastirilmistir. PCR
yonteminde E. coli izolatlarimin 99'unda (%37.4) qnr (qnrA, qnrB ve qnrS) genlerinin
yoklugu saptanirken, bu genler K. pneumoniae izolatlarinda bulundu. aac(6')-1b geni 4
izolatta (%12.1) mevcuttu. Aac(6)-Ib pozitif E. coli izolatlar1 arasinda aac(6')-lb-cr
varyantlari iizerine yapilan bir arastirma, BtsCI kisitlama enzimi kullanilarak, aac(6')-1b-cr
varyantini tasiyan 97 izolatin (%98) aac(6')-Ib-cr varyantini tagidigini tespit etti. Calisma,
izolatlarda spesifik genlerin varligini ve aktarilabilirligini degerlendirmeye odaklandi. PCR
analizi, qnrB'nin 29 izolatin 24'tiinde mevcut oldugunu ve %82.8'ini olusturdugunu ve yiiksek
bir prevalansa isaret ettigini ortaya koydu. Ek olarak, qnrS ve oqxB, her biri 29 izolattan
3'tinde bulundu ve %10.3" temsil etti. OgxA geni, numune havuzunun yaklasik% 55.2'si
olan 29 izolattan 16'sinda tespit edildi ve 29 izolattan 15'inde veya% 51.7'sinde aac(6’) -1b
tanimland1. Tersine, izolatlarin higbiri qnrA, qnrC, qnrD veya qepA genleri i¢in pozitif test
edilmedi ve incelenen izolatlar arasinda belirli bir gen varligi ve yoklugu modelini vurguladi.
Konjugasyon deneyleri yoluyla bu genin aktarilabilirligini daha da arastirdik. 29 A.

baumannii izolatindan 1'inin (%3.44) konjugatif plazmit i¢erdigi saptandi. Bu plazmid
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basarili bir sekilde E. coli J53-2'ye aktarildi ve elde edilen transkonjugan hiicrelerin
antibiyotik duyarlilik paternleri disk difiizyonu kullanilarak belirlendi. Her transkonjugant
hiicre fenotipik olarak orijinal tipindeki bir A. baumannii izolat1 ile eslesti. qnrB geninin
amplifikasyonu PCR ile dogrulandi, bu da genin gerg¢ekten de gesitli antibiyotik direng
faktorleri tasidigi bilinen konjugatif plazmitler yoluyla bulasabilir oldugunu gosterdi.
Konjugasyon deneylerinden elde ettigimiz sonuglar, kinolon direnci ile iligkili gnrB geninin
hastane klinik izolatlarinda yaygin oldugunu ve yatay olarak aktarilabildigini
gostermektedir. Bu bulgu, bakteri popiilasyonlar1 arasinda direng mekanizmalarinin yayilma
potansiyelinin altin1 ¢izmektedir. Bulgularimiza dayanarak, sonuglarimizin Cin'de Yang
tarafindan bildirilenlerle tutarli oldugu sonucuna varabiliriz ve qnrB'yi PMQR'de kinolon
direncini kodlamaktan sorumlu baskin gen olarak vurgulayabiliriz. Bu, hem Muhammed
hem de Pazarli'nin bulgulariyla celisiyor ve farkli ¢aligmalar ve cografi konumlarda PMQR
genlerinin prevalansindaki degiskenligi daha da vurguluyor. Bulgularimiz, Cin'de K.
pneumoniae'nin 410 klinik izolatin1 analiz eden [97] tarafindan yiiriitiilen arastirma ile
uyumludur. Calismalarinda, iki qnrA pozitif, bes qnrB pozitif ve on yedi qnrS pozitiften
olusan yirmi dort qnr-pozitif izolat {izerinde yapilan konjugasyon deneyleri, iki qnrB pozitif
ve on qnrS pozitif izolat dahil olmak iizere on iki benzersiz qnr igeren izolatla sonuglandi ve
tiim donorlerin ve sonugta ortaya ¢ikan mutantlarin ayni geni paylastigini gosterdi. Bununla
birlikte, sonuglarimiz [98], 85 P. aeruginosa ve 45 A. baumannii izolatin1 inceledi.
Konjugasyon deneylerinde tiim konjugatlarin aac(6")-Ib genini barindirdig: ve P. aeruginosa
PMQR determinantlarinin %14.1'inin (12/85) basarili bir sekilde aktarildigi, A. baumannii
izolatlarinda ise aktarilabilir gen gézlenmedigi bulunmustur. Bu tutarsizlik, farkli bakteri
tirleri arasinda PMQR gen aktarilabilirligindeki degiskenligi vurgulamakta ve kiiresel
olarak ve 6zellikle bu tiir aragtirmalarin yetersiz oldugu Tiirkiye'de PMQR genleri hakkinda
daha kapsamli ¢alismalara duyulan ihtiyacin altini ¢izmektedir. Arastirmamiz,
Acinetobacter baumannii suslarinda plazmid aracili kinolon diren¢ genlerinin varligim
ortaya ¢ikarmis ve saglik hizmeti ortamimizda tedavi protokolleri ve enfeksiyon kontrol
Onlemleri i¢in 6nemli zorluklar ortaya koymustur. Bu kesif, ampirik veriler ve Minimum
Inhibitér Konsantrasyon (MIC) degerleri ile kanitlandig1 gibi, kinolon bazli antibiyotiklerin
kullanimiyla iliskili dogal risklerin altin1 ¢izmektedir. Plazmid aracili direnci tespit
edememeleri nedeniyle standart molekiiler analizler yoluyla diren¢ mekanizmalarini
tanimlamanin karmasiklig1, kinolon direncinin gelisiminin ayrintili bir sekilde anlagilmasina

yonelik onemli ihtiyact vurgulamaktadir. Hem ulusal hem de uluslararast kapsamli
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siirveyansin uygulanmasi, plazmid aracili kinolon direncinin prevalansin1 dogru bir sekilde
degerlendirmek i¢in esastir. Bu tiir ¢abalar sadece bu sorunun biiyiikliigiinii aydinlatmakla
kalmayacak, ayn1 zamanda etkili sinirlama stratejilerinin gelistirilmesini saglayarak saglik
kurumlarina ve topluma da fayda saglayacaktir. Bu arastirma, direncin hizla yayilmasini

Oonlemek icin 6nlemler tasarlamak i¢in bir temel gorevi goriir.

Sonug olarak, A. baumannii suslarinin ¢gogunlugunun ¢oklu ilaca direngli oldugu,
siprofloksasin, levofloksasin, amikasin ve gentamisin gibi antibiyotiklere direng gosterdigi
bulundu. Coklu ila¢ direnci bulunan izolatlarda tedavide kolistin veya tigesiklin kullanimini
icermesi Onerilir. Cok ilag direngli A. baumannii'nin 6nemli bir zorluk olarak ortaya ¢ikmast,
hastane ortamlarinda siki kontrol 6nlemlerine, ihtiyatl antibiyotik kullanimina ve titiz el
hijyeni uygulamalarina duyulan ihtiyacin altin1 ¢izmektedir. A. baumannii'nin ¢ok c¢esitli
klinik ~ orneklerden izole edilebilecegi g6z Oniine alindiginda, mikrobiyoloji
laboratuvarlarina gonderilen 6rneklerin titiz bir sekilde incelenmesi zorunludur. Ayrica,
calismamiz, konjugatif plazmitlerin, kinolona direngli A. baumannii izolatlar1 arasinda
kinolon direngli genlerin iletiminde rol oynadigin1 gostermektedir. Aktarilabilir direng
genleri ile ilgili devam eden arastirmalarin ve Gram-negatif basillerdeki fenotipik direncin
hastane gozetim sistemleri tarafindan siirekli izlenmesinin gerekliligini gostermektedir. Bu
onlemler, patojenler arasinda kinolon direncinin yayilmasini azaltmak i¢in kritik dneme

sahiptir.
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