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OZET
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Dr. Sait Ramazan GULBAY
TIPTA UZMANLIK TEZI
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Son yillarda diinya capinda giderek artan siklikta hastane kaynakli salgmlarla giindeme gelen
Acinetobacter spp. saghk hizmeti iliskili enfeksiyonlarm 6nemli bir nedenidir. Ozellikle coklu ilaca direngli
(MDR) 4. baumanniinin artik biiyiik klinik 6neme sahip oldugu kabul edilmektedir. Bununla birlikte, diger
bir¢cok Acinetobacter tiirii de saglik hizmeti iliskili enfeksiyonlara neden olabilmektedir. Literatiirde
Acinetobacter spp. ile ilgili daha 6nce karbapenem, kinolon ve tetrasiklin grubunun da dahil oldugu birgok
antibiyotik grubuna diren¢ raporlanmistir.Ozellikle direncli A. haumannii enfeksiyonlarinin tedavisinde son
care olarak kullanilmakta olan polimiksinlere gelisen direncin de raporlanmasi ile birlikte, bu problem endise
verici seviyeye tirmanmistir. Bunun yaninda A. baumannii’de quorum sensing (QS) sistemlerinin biyofilm
iiretimi gibi ¢esitli hiicresel mekanizmalarda kilit rol oynadig1 ve varolan antibiyotik direncinin gliglenmesine

sebep oldugu gosterilmistir.

Acinetobacter spp.’de antibiyotik direncine yonelik bilgiler genellikle 4. baumannii hakkindaki
arastirmalardan elde edilmistir. Non-baumannii tiirlerin antibiyotik direnci ile ilgili mekanizmalar heniiz
yeterince aydinlatilamamistir. A. baumannii’de karbapenem direncinde AmpC, blaOXA-23, blaOXA-24,
blaOXA-51 ve blaOXA-58 genlerinin yanisira blaVIM, blaIMP, blaSPM, blaGIM ve blaSIM gibi metallo-beta-
laktamaz liretimini saglayan genler sorumludur. Son ¢are antibiyotikler olarak kullanilmakta olan tigesiklin ve

kolistin direncinden sorumlu olan genler ise sirasiyla tet ve mcr genleridir.

Bakterilerdeki QS mekanizmasi, biyofilm tiretimi vb. dirence katki saglayan ve virtilansi arttiran bazi
yetenekleri organize etmektedir ve bu mekanizmayi inhibe edebilecek “Quorum Quencher” arayisi son
zamanlarda artmistir. Bu tiir bilesiklerin QS mekanizmasini inhibe etmesi ve dolayisiyla bakterilerde ilag
direnci geligimini azaltmasi/engellemesi beklenmektedir. QS sistemlerine sahip Acinetobacter spp.’lerin, bu

mekanizmayi regiile eden genleri abal ve abaR genleridir.

Giintimiizde bakteriler tiim antibiyotiklere kars1 hayatta kalmak i¢in farkli yollarla direng gelistirme
yetenegine sahiptirler. Bakteriler arasindaki QS mekanizmasinin inhibe edilerek; bu sistemle regiile edilen
viriilans faktorleri, biyofilm olusumu ve bakteriyel direng mekanizmalariin zayiflatilma stratejisi direngli
bakteriyel enfeksiyonlarin énlenmesinde umut vaadetmektedir. Bu nedenle bakterilerin QS ve antibiyotik

diren¢ mekanizmalari arasindaki iliskinin daha da aydinlatilmasi gerekmektedir.

Caligmamizda c¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen, identifikasyonu MS MALDI-TOF (bioMerieux,
Marcy I'Etoile, France), antibiyotik duyarliliklar1 BD Phoenix otomatize sistemi (Becton-Dickinson, ABD) ile
tespit edilmis 99 adet Acinetobacter spp. susu kullanilmistir. AmpC, blaOXA-23, blaOXA-24, blaOXA-51,
blaOXA-58, blaVIM, blaIMP, blaSPM, blaGIM, blaSIM tetX, mcr-1 ve QS genleri olan abal, abaR DNA
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izolasyonu ve RT-PCR ile tespit edilmistir. QS genleri olan abal ve abaR’nin her ikisini de tasiyan ve
tasimayan izolatlar iki ayr1 grup olarak degerlendirilmis ve bu gruplar arasindaki bahsi gegen antibiyotik direng
genlerinin varlig1 ve ¢esitli antibiyotikler i¢in direng diizeyleri karsilagtirilmigtir. Caligmamizda housekeeping
gen olarak 16s rRNA kullanilmigtir. Suslardan izole edilen DNA Titertek Berthold Colibri Microvolume

Spectro Nanodrop 6l¢iimii ve jel elektroforezi ile dogrulanmistir.

Elde ettigimiz bulgular, QS genleri ile blaOXA-51 ve blaOXA-23 genlerinin varligi ve amikasin,
siprofloksasin, levofloksasin, imipenem ve meropenem direnci arasinda iligki olabilecegini destekler nitelikte
literatiire katki sunmaktadir. Ancak bu alanda daha fazla caligmaya ihtiyag vardir. Acinetobacter
enfeksiyonlarinda antibiyotik direnci ile miicadelede umut vadeden QS inhibisyonu stratejisinin ilerleme
kaydetmesi antibiyotik direnci ile miicadele alaninda yeni bir donemin baglangict olabilir. Calismamiz bu

alandaki az sayida arastirmadan biri olma 6zelligini tagimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Gen Ekspresyonu; Antibiyotik Direnci; Acinetobacter; Quorum sensing.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF QUORUM SENSING AND ANTIBIOTIC RESISTANCE
GENES IN ACINETOBACTER SPP. STRAINS ISOLATED FROM VARIOUS
CLINICAL SAMPLES

Dr. Sait Ramazan GULBAY
THESIS OF MEDICAL SPECIALTY

KONYA 2024

Acinetobacter spp., which has become an increasingly common cause of hospital-acquired epidemics
worldwide in recent years, is an important cause of nosocomial infections. In particular, multidrug-resistant
(MDR) 4. baumannii is now considered to be of great clinical importance. Besides, many other Acinetobacter
species can also cause nosocomial infections. In the literature, resistance to many antibiotic groups, including
carbapenem, quinolone and tetracycline groups, has been previously reported for Acinetobacter spp.. This
problem has escalated to an alarming level, especially with reports of developing resistance to polymyxins,
which are used as a last resort in the treatment of resistant A. baumannii infections. In addition, it has been
shown that Quorum Sensing (QS) systems in 4. baumannii play a key role in various cellular mechanisms such

as biofilm production and strengthen existing antibiotic resistance.

Information on antibiotic resistance in Acinetobacter spp. has generally been obtained from studies on 4.
baumannii. The mechanisms related to antibiotic resistance of non-baumannii species have not yet been
sufficiently elucidated. In addition to the AmpC, blaOXA-23, blaOXA-24, blaOXA-51 and blaOXA-58 genes,
genes that provide metallo-beta-lactamase production such as blaVIM, blaIMP, blaSPM, blaGIM and blaSIM
are responsible for carbapenem resistance in 4. baumannii. The genes responsible for resistance to tigecycline

and colistin, which are used as antibiotics of last resort, are tet(X) and mcr-1 genes, respectively.

The QS mechanism in bacteria organizes some abilities that contribute to resistance and increase virulence,
such as biofilm production, and the search for "Quorum Quencher" that can inhibit this mechanism has
increased recently. Such compounds are expected to inhibit the QS mechanism and thus reduce/prevent the
development of drug resistance in bacteria. The genes that regulate this mechanism in Acinetobacter spp. with

QS systems are abal and abaR genes.

Today, bacteria have the ability to develop resistance to all antibiotics in different ways to survive. By
inhibiting the QS mechanism between bacteria; Virulence factors regulated by this system, biofilm formation
and the strategy of weakening bacterial resistance mechanisms are promising in preventing resistant bacterial
infections. Therefore, the relationship between QS and antibiotic resistance mechanisms of bacteria needs to
be further elucidated.

In our study, 99 Acinetobacter spp. isolated from various clinical samples were identified by VITEK MS
MALDI-TOF (bioMerieux, Marcy 1'Etoile, France) and their antibiotic susceptibilities were determined by the
BD Phoenix automated system (Becton-Dickinson, USA). strain was used. AmpC, blaOXA-23, blaOXA-24,
blaOXA-51, blaOXA-58, blaVIM, blaIMP, blaSPM, blaGIM, blaSIM tetX, mcr-1 and QS genes abal, abaR
were detected by DNA isolation and RT-PCR. Isolates carrying and not carrying both the QS genes abal and
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abaR were evaluated as two separate groups, and the presence of the mentioned antibiotic resistance genes and
resistance levels for various antibiotics were compared between these groups. In our study, 16s rRNA was used
as the housekeeping gene. DNA isolation was confirmed by Titertek Berthold Colibri Microvolume Spectro

Nanodrop measurement and gel electrophoresis.

Our findings contribute to the literature by supporting that the expression of QS genes and blaOXA-51 and
blaOXA-23 genes may be related. Still, a lot of study has to be carried out in this area. The progress of the
promising QS inhibition strategy in combating carbapenem resistance in Acinetobacter infections may be the
beginning of a new era in the field of combating antibiotic resistance. Our study is one of the few studies

conducted in this field.

Keywords: Gene Expression; Antibiotic Resistance; Acinetobacter; Quorum Sensing.
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1. GIRIS VE AMAC

Acinetobacter spp. Hollandali mikrobiyolog Beijerinck, 1911 yilinda tanimlamis
Gram negatif (ancak bazen ayrimi1 zordur), hareketsiz, aerob, oksidaz negatif, katalaz pozitif
ve nonfermantatif kokobasillerdir (Bergogne-Bérézin & Towner, 1996; Towner, 2009). Cins
admi1 Yunanca "hareket etmeyen" anlamina gelen "acinetus" ve Latince basil anlamina gelen
"bakter" kelimesinden almistir. Su ana kadar bu cinse ait 63 tiir tanimlanmis olup bunlarin
cogu patojen olmayan cevresel organizmalardir (LPSN - List of prokaryotic names with
standing in nomenclature, 2023).

Bu cinse ait mikroorganizmalar baslangicta diisiik viriilansa ve ¢ok az klinik 6neme
sahip firsatci komensaller olarak kabul edilmistir. Ancak son yillarda yogun bakim
tinitelerinin yayginlagmasi, mekanik ventilasyon ekipmanlarinin ve vendz kateterlerin daha
stk kullanilmas1 ve Ozellikle antibiyotik kullaniminin artmasiyla birlikte Acinetobacter
tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlarin siklig1 ve siddeti artmistir. Acinetobacter'in etken
oldugu bildirilen enfeksiyonlarin ¢ogu A. baumannii tiriyle iligkilidir ve onu A.
calcoaceticus ve A. Iwoffii takip etmektedir. A. haemolyticus, A. johnsonii, A. junii, A.
nosocomialis, A. pittii, A. schindleri ve A. ursingii gibi diger tiirlerin zaman zaman patojen
oldugu rapor edilmistir. Ancak hem klinik veri analizleri hem de hayvan modeli ¢caligmalar
A. baumannii'nin en 6ldiiriicii tiir oldugunu gostermektedir (Malta vd., 2020). A. baumannii,
antibiyotik direnci gelistirerek insan sagligina kiiresel bir tehdit olusturan ESKAPE(E.
faecium, S. aureus, K. pneumoniae, A. baumannii, P. aeruginosa ve Enterobacter spp.)
grubu organizmalarindan biridir (Tacconelli vd., 2018). Her ne kadar A. baumannii
enfeksiyon oranlar1 diger ESKAPE patojenleriyle karsilastirildiginda nispeten diisiik olsa da,
tiim kiiresel 4. baumannii izolatlarinin yaklasik %45'1 ¢coklu ilaca direngli (MDR) olarak
kabul edilmekte ve oranlar Amerika Birlesik Devletleri, Latin Amerika ve Orta Dogu'da
%601 agsmaktadir. Tiirkiye ve Yunanistan’da MDR oranlarinin %90" astigin1 bildirmistir
(De Oliveira vd., 2020).

A. baumannii-calcoaceticus kompleksi (ABC) tirleri (4. baumannii, A.
calcoaceticus, A. dijkshoorniae, A. nosocomialis, A. pittii, A. seifertii), Acinetobacter
cinsinin tibbi acidan en onemli filo grubudur ve klinikte en sik karsilasilan iiyesi A.
baumannii'dir. Diinya genelinde, ABC tiirlerinin antimikrobiyal ajanlara duyarliligi son 30
yilda azalmistir ve bir¢ok izolat (basta A. baumannii) artik ¢oklu ilaca diren¢li (MDR) veya
genislemis ila¢ direncli (XDR) olarak karsimiza c¢ikmaktadir (Karlowsky vd., 2022).

Bilhassa A. baumannii fizyolojisinin 6nemli bir 6zelligi hizli direng gelistirme egilimidir.



2011'den 2016'ya kadar, karbapenem ve beta-laktam sinifi antibiyotiklere direngli A.
baumannii izolatlarinin oranmi diinya ¢apinda %30'un iizerinde artmistir (De Oliveira vd.,
2020).

Antibiyotik direnci diinya ¢apinda saglik sistemleri i¢in maliyetlerin artmasina neden
olan 6nemli bir olgu olarak ortaya ¢ikmistir. Son yillarda hem hastanede kalis siiresinin hem
de tedavinin uzamasi nedeniyle ciddi morbidite, mortalite ve artan maliyetle
iliskilendirilmistir. Cephanemizde yeni antimikrobiyal maddeler bulunmasina ragmen,
direng gelisimi geometrik bir hizla genigleyen bir sorun olarak devam etmektedir.

Acinetobacter tiirlerinde antibiyotik direncinin mekanizmalari li¢ gruba ayrilabilir.
[lk olarak, membran gecirgenligini azaltarak veya antibiyotigin disa akisini (efluks) artirarak
ve dolayisiyla hedefe erisimi engelleyerek direnc elde edilebilir. Ikinci olarak, bakteriler
antibiyotik hedefini genetik mutasyon veya translasyon sonrasi modifikasyon yoluyla
koruyabilir. Ve son olarak antibiyotikler hidroliz veya modifikasyon yoluyla dogrudan
etkisiz hale getirilebilir (Kyriakidis vd., 2021).

Beta-laktamazlar, Acinetobacter cinsi i¢in en 6nemli diren¢ mekanizmasi olmaya
devam etmektedir; periplazma i¢inde yogunlagirarak hiicre duvarindaki penisilin baglayici
protein (PBP) hedefine ulagsmadan 6nce beta-laktam ajanlarini hidroliz ederler. Bu bakteriler
icin karbapenem direncinde de rol alan AmpC’lerin yaninda oksasilinazlar (OXA) olarak
OXA-23, OXA-24, OXA-51 ve OXA-58 ayrica metallo-beta-laktamazlar (MBL) olarak da
VIM, IMP, SIM, SPM ve GIM siklikla rapor edilmektedir (De Oliveira vd., 2020; Ellington
vd., 2007; Woodford vd., 2006).

Karbapenem direncli 4. baumannii (CRAB) kolistin ve tigesiklin,minosiklin gibi
ajanlar klinik yanitlar1 ¢cok etkili olmasa da elimizdeki son silahlardir ancak bu ilaglara kars1
direncin de ortaya ¢iktig1 bildirilmistir. Kolistin direncinin mekanizmasi1 muhtemelen A.
baumanniimin lipopolisakaritindeki modifikasyonlarda yatmaktadir, tetrasiklin direnci ise
muhtemelen efluks pompasi iliskilidir (Perez vd., 2007). Bunun yaninda 6zellikle kolistin
istenmeyen yan etkileri nedeniyle etkin bir sekilde kullanilamamakta ve yeni gelistirilen
betalaktam/betalaktamaz inhibitérii kombinasyonlar1 ile birlikte sinerjizm halinde etkili
olabilmektedir (Liang vd., 2023).

Antimikrobiyal diren¢ probleminin giderek biiyliyor olusu bilim diinyasinda
alternatif strateji arayislarma sebep olmustur. Ciinkii yeni antimikrobiyallerin kesfi i¢in
gereken siirenin fazla olmasi ve maliyetin giderek artmasina karsin mikroorganizmalarin
diren¢ gelistirme kabiliyetleri de giiclenmistir. Son yillarda antimikrobiyal direng

problemine ¢6ziim bulmak amaciyla popliler hale gelen quorum quencer (QQ) olarak

2



tanimlanan anti-quorum sensing Ajanlar umut vericidir(Bouyahya vd., 2022; Seleem vd.,

2020).

Quorum sensing (QS) ya da ¢ekirdek algilama, mikrobiyomda yaygin olarak bulunan
ve hiicre yogunluguyla iligkili olan hiicreden hiicreye bir iletisim sistemidir. Belli bir
sayidaki koloni popiilasyonu, yeterli yogunlukta acil homoserin lakton (AHL) sinyal
molekiilii iireterek, biyofilm iiretimi, ¢esitli viriilans faktorleri ve ilag direnci mekanizmalari
dahil olmak iizere birgok derin hiicresel siireci etkinlestirebilmekte, antibiyotikleri tolere

edebilmekte ve patojenitesini arttirabilmektedir (X. Zhao vd., 2020).

A. baumannii'nin kromozomal olarak kodlanmis LuxI ve LuxR homologlarindan
olusan bir AHL tabanli QS sinyal sistemi vardir. 4bal geni, 3-hidroksi-dodekanoil-(L)
homoserin laktonun (3-OH-C12 HSL) sentezinden sorumludur. Bu ligandin reseptorii abaR
tarafindan sentezlenir. Bu sistemin kullanim onay1 almig ¢esitli terapotikler veya gesitli
bitkisel ekstratlar ile inhibe edilmesi halinde antimikrobiyal tedavinin etkinligi arttirilabilir,
tedavi rejimlerinde daha diisiik dozlarda antimikrobiyal kullanilarak olasi yan etkilerin
online gegilebilir (Kalia, 2013; Seleem vd., 2020).

A. baumannii suslar1 ile yapilan bir ¢calismada, QS’nin 4. baumannii'de ilaca direng
genlerinin ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynayabilecegi gosterilmistir. Bu nedenle,
QS sinyal molekiilleri, MDR A. baumannii enfeksiyonlarinin tedavisinde 6énemli bir hedef
olabilir (Dou vd., 2017a).

Bu calismada ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen Acinetobacter spp. suslarindaki
antibiyotik duyarliliklari, diren¢ genlerinin ve QS genlerinin varlig1 ve ekspresyon diizeyleri
molekiiler yontemler ile ¢alisilmis ve analiz edilmistir. Boylece Acinetobacter spp. igin
antibiyotik direng genleri ve QS genleri arasindaki olasi1 parallellikler irdelenmis, QQ
stratejisi ile iistesinden gelinmesi olasi antibiyotik diren¢ mekanizmalar1 aydinlatilmaya

calisilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Acinetobacter spp.

Gelismis iilkelerde, diren¢li Gram negatif basillerin sebep oldugu hastane
enfeksiyonlarmin kontrolii son 20 yilda 6énemli bir halk sagligi sorunu haline gelmistir.
Hastane enfeksiyonlarina neden olan direngli mikroorganizmalar 1970’lerde
Enterobacteriaceae ailesine ait iken, hastanelerde genis spektrumlu antibiyotiklerin
terapotik kullaniminin artmasiyla birlikte P. aeruginosa, S. maltophilia ve A. baumannii gibi
zorunlu aerobik Gram negatif basillerin prevalansi yiikselmistir (Bergogne-Bérézin &

Towner, 1996).

Acinetobacter cinsinin saglik hizmeti iliskili enfeksiyonlara (SHIE) neden olan
iiyeleri, ABC kompleksini olusturan tiirlerdir (Mari-Almirall vd., 2019; Singkham-In &
Chatsuwan, 2018).

2.1.1. Tarih¢e ve Taksonomi

IIk kez Beijerinck tarafindan topraktan izole edilen Acinetobacter spp. 1800’lii
yillarda Morax-Axenfeld basilleri olarak anilmis olsa da 1911 yilinda Micrococcus
calcoaceticus olarak adlandirilmistir (Bergogne-Bérézin & Towner, 1996; Peleg vd., 2008).
Brison ve Prevot tarafindan 1954 yilinda karakteristik 6zellikleri belirlenen ve Gram negatif,
pigmente sahip olmayan, hareketsiz, sporsuz, kapsiillii, zorunlu aerobik ve nonfermentatif
kokobasiller olan bu cinsin adi Yunanca hareketsiz anlamina gelen “akinetos” ve basil
anlamima gelen “bacter” sozcliklerinden {iretilmistir (Brisou & Prevot, 1954). 1971°de
Baumann ve arkadaslarinin onerisiyle Acinetobacter spp. resmi olarak Moraxellaceae ailesi

icinde kabul edilmistir (Baumann, 1968).

DNA-DNA hibridizasyon metoduyla yapilan taksonomik ¢aligmalar sonucunda 1987
yilinda 12 farkli genomik tiir kesfedilebilmisken bu say1 giiniimiizde 82’ye ulasmistir
(Bouvet & Grimont, 1987; LPSN - List of prokaryotic names with standing in nomenclature,
2023). Bilimsel olarak siklikla karsilagilan tiirler: A. baumannii, A. calcoaceticus, A.
haemolyticus, A. junii, A. johnsonii, A. lwolffii, A. radioresistens’dir. A. calcoaceticus, A.
baumannii A. pittii ve A. nosocomialis biiyik bir benzerlik gostermektedir. Fenotipik
ozellikleri ¢ok benzer 6zellik gosteren bu dort bakteri tiirii ABC olarak adlandirilmistir bu

komplekse daha sonra A. seifertii ve A. dijkshoorniae de eklenmistir. Belirtilen tiirler



sakkarolitik olmalar1 ve hemoliz 6zellikleri ile ayirt edilmektedir (Baumann, 1968). A

baumannii klinik 6rneklerde en sik izole edilen patojen tiir olmak birlikte klinik olarak 6nemi

olan diger tiirler 4. Iwoffii, A. haemolyticus, A. johnsonii, genomik tiir 3 ve genomik tiir 6°dir.

A. johnsonii, A. Iwoffii ve A. radioresistens cilt florasinda yer alan ve non-sakkarolitik

Acinetobacter tiirleridir (Winn WJ, 2006).

Tablo 2.1. Acinetobacter spp. Taksonomisi (Baumann vd., 1968)

Alem Bacteria

Sube Proteobacteria

Simf Gamma Proteobacteria
Takim Pseudomonadales

Aile Moraxellaceae

Cins Acinetobacter

Tablo 2.2. Acinetobacter spp. Kategorizasyonu (Baumann vd., 1968)

Sakkarolitik
Hemolitik Non-Hemolitik
A. alcaligenes, A. baumannii,
A. anitratus, A. calcoaceticus,
A. haemolyticus A. anitratus,

A. calcoaceticus
subsp. anitratus

2.1.2. Genel Mikrobiyolojik Ozellikler

Non-sakkarolitik

Non-Hemolitik

A. calcoaceticus subsp. lwolffii,
A. johnsonii,
A. junii,
A. lwoffi

Acinetobacter spp. hareketsiz, katalaz pozitif, oksidaz negatif, indol negatif ve non-

fermentatif Gram negatif kokobasillerdir. Dogada toprak, su ve ¢evreyle etkilesim halinde

olan her tiirlii ortamda yaygin olarak bulunmaktadir. Cansiz yiizeylerde uzun siire hayatta

kalarak SHIE’lerin énemli bir kismin1 meydana getirmektedir. Bu bakteriler iiremek igin



herhangi bir tireme faktoriine veya 6zel kosullara gerek duymadiklari gibi zorlu kosullara da
olduk¢a dayaniklidirlar (Baumann, 1968). Aslinda 20-30°C’de bile iireyebilse de en iyi
tireme sicakliklar1 33- 35°C°dir. Uremenin logaritmik fazinda 0.9-1.6 ul ¢apinda, 1.5-2.5 pl
uzunlugundadirlar ve mikroskopide genellikle ciftler halinde veya kisa zincirler halinde

goriiniirken duragan fazda kok benzeri gériinmektedirler (Jung & Park, 2015).

Hiicre duvari, diger Gram negatif bakterilerin hiicre duvari yapisindadir; fakat
peptidoglikan tabakasinda kristal viyole boyasini tutma egiliminden dolayr Gram boyama
ile hazirlanan preparatlarda Gram pozitif kok benzeri goriinebilmektedir bu da ayrimini
giiclestirmektedir (Prashanth & Badrinath, 2005). Bu yiizden bu bakteriler, Gram boyali
preparatlarda Neisseria ve Haemophilus cinsleri ile karigabilmekle birlikte ayrimlari oksidaz
testi ile yapilabilmektedir. Enterobacteriales takimindan ise non-fermantatif olusu, nitrati

indirgeyememesi ve zorunlu aerop olmasiyla ayrilmaktadir (GH Bahar, 2008).

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda rutin olarak kullanilan besiyerlerinde
kolaylikla iireyebilen Acinetobacter spp.’ler, koyun kanli agarda 37°C’de 18- 24 saat
inkiibasyon sonrasinda karakteristik morfolojisi olan 2-3 mm ¢apinda koloniler meydana
getirmektedirler. Pigmentsiz, beyaz-krem renkli koloniler olusturabildigi gibi baz1 kapsiillii
izolatlarda mukoid koloni gérmek de miimkiin olmaktadir (Winn WIJ, 2006). Ozellikle A.
haemolyticus gibi baz1 izolatlar, koyun kanli agarda hemoliz yapabilmektedir. Eozin-metilen
blue (EMB) agarda laktoz negatif ve mavi-grimsi koloniler meydana getirirken MacConkey
agarda kiiciik, seffaf ya da pembemsi, S tipi koloniler olusturmaktadir (Prashanth &
Badrinath, 2005). Uc sekerli demirli besiyerinde asit olusturmadiklaridan besiyerinde sar1
renk degisimi gozlenememektedir. Klinik 6rneklerden kolaylikla izole edilmesi i¢in bazi
secici besiyerleri de mevcut olmakla birlikte yaygin degildir. Bu besiyerlerinden en yaygin
kullanilanlar1 diger mikroorganizmalarin liremesini engelleyen bromkrezol moru, safra
tuzlar1 ve seker bulunduran Herellea agar ve bazi antibiyotikleri bulunduran Leeds
Acinetobacter Medium’dur. Diski ve toprak vb. kontamine 6rneklerden izole etmek i¢in ise
amonyum veya nitrat tuzlart bulunduran sivi mineral besiyerleri tercih edilmektedir.
Laboratuvar ortaminda, Acinetobacter’ler arasinda tiir diizeyinde identifikasyon belirli
biyokimyasal parametreler ve lireme Ozellikleri yardimiyla yapilabilmektedir. Klinikte
yaygin olarak karsilagilan tiirlerin ayriminda, glikozu oksitleyen, non-hemolitik ve 44°C’de
iireyebilen tlirler 4. baumannii; glikozu oksitleyemeyen, non-hemolitik tiirler 4. Iwoffii;
hemolitik tilirler ise 4. haemolyticus seklinde adlandirilmaktadir. 37°C’de ilireyememe

ozelligi A. johnsonii tirlinlin karakteristik 6zelligidir (Bergogne-Bérézin & Towner, 1996).



2.1.3. Epidemiyoloji

Acinetobacter tiirleri, hayatta kalmak icin ihtiya¢ duydugu gereksinimleri en asgari
diizeyde tutarak, bir¢ok ortamda yasayabilen,kliniklerde salginlara yol agan 6nemli bir
firsatg1 patojenlerdir. Susuz ortama dayanikli olmalari, cansiz yiizeylerde uzun siire hayatta
kalabilmeleri ve farkli 1s1 ve pH seviyelerinden etkilenmemeleri, 6zellikle 4. baumannii
izolatlarinin bu salginlarda baglica rol oynamasina sebep olmaktadir. A. baumannii’nin,
saglikli insanlarin koltuk alti, kasik gibi nemli bolgelerindeki deri florasinda, agiz
boslugunda ve barsak  mikrobiyotasinda bulunabildigi daha oOnceki c¢alismalarda

gosterilmistir(Bergogne-Bérézin & Towner, 1996).

A. baumannii izolatlarinin MDR olarak kabul edilebilmesi i¢in kullanim onay1 olan
antibiyotik gruplarindan en az li¢ veya daha fazlasina kars1 diren¢ gdstermesi gerekmektedir.
Bu antibiyotik gruplari; aminoglikozidler (amikasin, gentamisin), karbapenemler
(imipenem, meropenem), kinolonlar (siprofloksasin, levofloksasin), sefalosporinler
(seftazidim, sefepim) ve polimiksinlerdir (kolistin ve polimiksin B) (Falagas & Kopterides,

2006; Karageorgopoulos & Falagas, 2008).

Bir¢ok bilim insani, MDR A. baumannii suslarinin yayilma ihtimalini arttiran
durumlari arastirmis ve hastalarin 6zelliklerini incelemistir. Bu aragtirmalardan yola ¢ikarak
uzun siireli hastanede yatisin, sik cerrahi girisimin, yogun bakimda uygulanan mekanik
ventilasyonun, kan transfiizyonunun ve oOzellikle karbapenem ve {igiincii kusak
sefalosporinler gibi genis spektrumlu antibiyotiklerin sik ve gereksiz kullaniminin MDR 4.
baumannii 1izolatlarinin yaygimlagsmasimna neden olabildigi gosterilmistir (Falagas &

Kopterides, 2006; Karageorgopoulos & Falagas, 2008).

Acinetobacter spp. ile ilgili ¢esitli epidemiyolojik ¢alismalara gére, Avrupa ve Kuzey
Amerika {ilkelerinin yaninda, Japonya, Cin, Hong Kong, Giiney Kore ve Brezilya dahil
olmak tiizere diinyanin bir¢ok farkli iilkesinde MDR A. baumannii’nin neden oldugu
enfeksiyonlar bildirilmistir (Zeina A Kanafani & Souha S Kanj, t.y.). Bunlarin biiyiik
cogunlugunun ise saglik hizmeti iliskili oldugu tespit edilmistir. Hastane enfeksiyonlarinin
yaninda ozellikle tropikal bolgelerde sicak ve nemli aylarda toplum kaynakli pndmoni
vakalar1 da bildirilmistir (Doughari vd., 2011). Ayrica Birlesik Krallik ve ABD ordusunda,
Afganistan ve Irak’ta gérevleri sirasinda yaralanan askeri personellerden oldukca direngli

ABC kompleksi izole edildigi tespit edilmistir (Peleg vd., 2008).



Avrupa Antimikrobiyal Diren¢ Siirveyans Agi (EARS-net) verilerine gore 2022
yilinda 8.865 Acinetobacter spp. izolatinda yapilan arastirmaya gore meropenem ve
imipenem direnci Fransa ve Almanya’da %5-10, Yunanistan, Bulgaristan ve Italya’da bu
oran %50-98 araliginda tespit edilmistir. Orta Asya ve Avrupa Antimikrobiyal Direng
Stirveyanst (CAESAR) verileri de Avrupa’daki bu verileri destekler mahiyettedir
(CAESAR, 2023; EARS-net, 2022).
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Sekil 2.1. Acinetobacter spp.’nin Avrupa iilkelerindeki karbapenemlere (imipenem/meropenem) direngli
istilac1 izolatlarin dagilimi (CAESAR, 2023)
Tiirkiye’de ise CAESAR verilerine gére 2021 yilinda Acinetobacter spp. direng
oranlar1 karbapenemler i¢in yaklasik %93, aminoglikozidler i¢in yaklasik %85, kinolonlar

icin yaklasik %94 tiir.

Tiirkiye’de 2017 yilinda raporlanan 2620 Acinetobacter spp. izolatinin %45°1 yogun
bakim iinitelerinden izole edilmisken, 2021 yilinda 3516 izolattin %83’li yogun bakim
tinitelerinden izole edilmistir. Tiirkiye genelinde altmisin {izerinde laboratuvarda izole edilen
E. coli, K. peumoniae, Acinetobacter spp., P. aeruginosa, S. aureus,S. pneumoniae, E.
faecalis ve E. faecium suslar1 arasinda Acinetobacter spp. oran1 2017 - 2021 yillar1 arasinda

yakin seyretmis ve yaklasik %14 olarak tespit edilmistir (CAESAR, 2023).

Insanlarda potojen olan tiirlerden A. haumannii MDR ve pan ilag direngli (PDR)

suslari ile mortalitesi yiiksek SHIE’lere neden olurken, klinik salginlarda en ¢ok gériilen tiir



olsa da diger ABC iiyeleri de ciddi hastaliklar olusturmaktadir. Diinya genelindeki klinik
laboratuvarlarda identifikasyondaki teknolojik sinirlamalar sebebiyle tam anlamiyla ayrim
yapilamayan non-baumannii Acinetobacter spp. hakkinda yapilan arastirmalar ise siirlidir

(Wisplinghoff vd., 2012).

A. johnsonni ve A. Iwoffii olumsuz ¢evre kosullarinda canli kalabildikleri gibi domuz
pastirmasi, yumurta, pastorize slit ve balik benzeri dondurulmus gidalarda da
iireyebilmektedir. A. Iwoffii orofarenks ve derinin normal florasinda bulunan, hastane
enfeksiyonlarinda ve immiinkompromize hastalarda izole edilen bir patojendir. 4. Iwoffii'ye
bagli toplum kokenli enfeksiyon vakalar pndmoni, akut gastroenterit, karaciger apsesi,

septisemi ve endokardit olarak bildirilmistir (Winn W1J, 2006).

A. nosocomialis tiirii 1996 yilinda kalga enfeksiyonlu bir hastadan izole edilmistir.
ABC kompleksi {iiyelerindendir. Diigiik viriilansh firsat¢it bir patojen olmasma karsin
viriilans faktorleri agisindan detayli sekilde incelenmistir. A. nosocomialis daha once A.
baumannii olarak adlandirilsa da genom dizilimindeki farklardan Gtiirii yeniden
smiflandirilmistir. 4. nosocomialis'te birgok potansiyel viriilans faktorii gosterilmistir.
Bunlar, CTFR inhibitdr faktor, protein O-glikosilasyon sistemi, tip-I salgi sistemi, tip-1I salg1
sistemi, dis zar vezikiillerinin salgilanmasi, dis membran proteini A (OmpA), CpaA proteaz

ve QS seklinde siralanabilir (Carruthers vd., 2013).

ABC kompleksi iiyelerinden olan A. pittii, ¢evrede yaygin bulunmakta ve
yiyeceklerin, hayvanlarin kontaminasyonuna sebep olmaktadir. Insanlarda deri veya agiz
yoluyla enfeksiyona sebep olur (Chusri vd., 2014). Nadir olarak karsilasilsa da A. pittii ile
enfekte hastalarin 6liim oran1 %15 tir (Wisplinghoff vd., 2012).

A. junii, esas olarak dnceden antimikrobiyal tedavi gérmiis, invaziv prosediirler veya
malignite gecirmis hastalar etkileyen firsat¢1 bir patojendir. A. junii'nin neden oldugu yeni
ortaya ¢ikan enfeksiyonlar ve hastaneden edinilen 4. junii izolatlarinda artan antimikrobiyal

diren¢ izlenmelidir(Chusri vd., 2014).
2.1.4. Patogenez ve Viriilans Faktorleri

Bir mikroorganizmanin konak hiicrede hastalik olusturma yetenegine patojenite
denilmektedir. Mikroorganizmalarin konakta yerlesmesine, lireyip kolonize olmasina,
konak hiicrelerini hasara ugratarak hastalik meydana getirmesine virulans, bu olaylardan

sorumlu faktorlere de virulans faktorleri adi verilir. Acinetobacter spp. igerisinde daha



yaygin olan ve nispeten daha ¢ok Onem tasiyan tiir 4. baumannii oldugundan, bu tiir
detaylica arastirilmis ve iligkili bir¢ok viriilans faktorii tanimlanmistir. Bu viriilans
faktorleri: porinler, lipopolisakkaritler (LPS), kapsiil olusturma, fosfolipaz {iretimi, protein
sekresyon sistemleri, dis membran vezikiilii (OMV), demir kazanimi mekanizmalari, PBP
7/8, pili/hareket kabiliyeti, hemolitik aktivite, biyofilm olusturma, efluks pompalar1 ve
QS’tir (Skariyachan vd., 2019).

Kapsiiler
polisakkarid Porinler

Fosfolipaz

oooooo

Di1s membran

Dis
membran
vezikiil
Olusumu

Efluks
pompasi

Sekil 2.2. A. baumannii viriilans faktorleri (Skariyachan vd., 2019)

2.1.4.1. Porinler ve OMP’ler

Porinler, hidrofilik maddeler icin gegirgenligi ¢ok az olan, ¢ift sirali lipid yapili
membranlar boyunca molekiillerin tasinmasma olanak saglayan kanallar olusturabilen
proteinlerdir. Bir¢ok farkli gérevi bulunmaktadir. Porinler, diger hiicrelere adhezyon ve
bakterisidal bilesiklerin Gram negatif bakterilerin ylizeyine baglanmasina kars1 potansiyel
hedef odakli hareket ederek gerekli viriilans cevabini olusturmaktadir. Antibakteriyel
etkiden kagmak, bakteride olusan varyasyonlar veya antibiyotiklerin varligina yanit olarak
porin ekspresyonu diizenlenmesi, birgok bakterinin uyguladigi hayatta kalma stratejileridir.

Porinler diren¢ mekanizmalarinda da kritik bir 6neme sahiptirler (Marti vd., 2006).

A. baumannii’de dis membran ve sitoplazmik membran arasindaki periplazmik
aralik; proteaz, fosfataz, lipaz, niikleaz gibi hidrolitik enzimler ve penisilin baglayici

proteinlerin de aralarinda bulundugu ¢ok sayida proteini barindirmaktadir (Seifert vd.,
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1993). Gram negatif bakterilerde, periplazmik araliktaki proteinler, enzimler, LPS, DNA ve
RNA gibi molekiillerden olusan Omp’ler bulunmaktadir (C. R. Lee vd., 2017).
Acinetobacter tiirleri 6zellikle OmpA, proteazlar ve fosfolipazlarin (PL’lerin) da dahil
oldugu c¢esitli viriilans faktorlerini igeren dis membran vezikiilleri salgilamaktadir.
Bakterilerin bu vezikiiller sayesinde doku parcalayici enzimleri iceren molekiilleri konak
hiicrelere aktararak hem konak immiin cevabindan korundugu hem de konak hiicrede

sitotoksisiteye sebep oldugu gosterilmistir (Russo vd., 2010).

A. baumannii’nin ana porini, dis membranda yer alan 1stya kars1 hassas bir protein
olan ‘heat-modifiable protein (HMP-AB)’dir (Vila vd., 2007). HMP-AB ile ilgili gen,
molekiil kiitlesi 35.636 Da olan 346 amino asit i¢eren bir proteini kodlamakta ve monomerik
porinlere benzer bicimde zarda birlesik durmaktadir (Gribun vd., 2004). Amino asit dizi
analizi, Gram negatif bakterilerdeki porinlerin yapisini ortaya koyar, olduk¢a negatif bir
hidropati indeksi, hidrofobik kalinti uzantilarinin yoklugu, hafif negatif bir toplam yiik,
diistik kararsizlik indeksi, yiiksek glisin igerigi ve sistein kalintilarinin yoklugu porinlerin
genel yapisimi teskil etmektedir. HMP-AB'min diger Omp'lerle sekans kiyaslamasi,
Enterobacteriaceae monomerik OmpA ve P. aeruginosanin OmpF ile net bir homolojiyi
ortaya koymaktadir. OmpA, A. baumannii’nin sahip oldugu daha 6nceki ¢aligmalarda tespit
edilmis ve Ozellikleri iyi bilinen bir virlilans faktoriidiir. OmpA, sitokrom C ve apoptozu
indiikleyen “’b-barrel’” olarak isimlendirilen fi¢1 biciminde olan bir porindir. OmpA, yiizey
motilitesi ve biyofilm olusumuyla 4. baumannii’nin canliligini siirdiirmesi lizerinde direkt
etkilidir (C. R. Lee vd., 2017). Bu porinler, yaklasik olarak 800 Da'ya kadar olan kiitleye
sahip beta-laktamlarin ve sakkaritlerin gegisine olanak taniyan yavas porinler olarak
bilinmektedir (Gribun vd., 2003; Nitzan vd., 1999). Bu gruba dahil olan yavas porinler,
kiigtik boyuttaki ¢oziinen molekiillerin ¢ok daha yavas diflizyonunu saglarken E.coli' nin
OmpF kanalindan gecemeyen ¢ok daha biiyilik boyuttaki ¢6ziinen molekiillerin difiizyonuna
da izin vermektedir. Bu nedenle, klasik trimerik porin bulundurmayan organizmalarda, bu
grubun proteini ana porin olarak fonksiyon gérmekte ve yiiksek diizeyde igsel dirence
katkida bulunmaktadir (Nikaido, 2003). 4. baumannii’nin sahip oldugu HMP-AB porini,
antibiyotiklerin hiicre i¢ine girisinden sorumludur. HMP-AB porinin kaybi penisilin ve
sefalosporin grubu antibiyotiklere direng gelismesine sebep olmaktadir. Bu porinin asiri
ifadesi sefalosporinlerin hiicre igine girisinde artisa neden olarak, AmpC enzimi varliginda
dahi sefalosporinlere karsi duyarligin artisina sebep olmaktadir (Vila vd., 2007). OmpA

geninin inhibisyonu, bazi antibiyotiklerin (kloramfenikol, aztreonam ve nalidiksik asit)
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minimal inhibitér konsantrasyon (MIK) degerlerini énemli 6lciide diisiirmektedir (Smani
vd., 2014). OmpA, OMV’lerin olusumunun diizenlenmesinde rol almaktadir. Bunun yaninda
OmpA, fibronektin ile etkilesime girerek epitel hiicrelerine adhezyon ve invazyonda islev
gormektedir (C. R. Lee vd., 2017). 4. baumannii’nin sahip oldugu Omp 33-Omp 36
proteinleri, suyun gecisi i¢in koprii islevi gérmekte ve apoptozu indiikleyerek patogenezde

kritik bir rol oynamaktadir (Rumbo vd., 2014).
2.1.4.2. Lipopolisakkaritler

LPS, 4. baumannii’nin dis membranindaki énemli faktorlerdendir ve LPS’lerin
yapisinda endotoksin 6zellgi gdsteren lipid A, oligosakkarit ¢ekirdek ve tekraralayan O -
antijeni bulunmaktadir (C.-R. Lee vd., 2013). Lipid A, LPS’nin immiin sistemi uyaric1
komponentidir ve daha 6nceki ¢aligsmalara gore biitlin Gram negatif bakterilerde var oldugu
sanilmaktaydi. Son on y1l i¢inde Acinetobacter tirlerinin N. meningitidis ve M. catarrhalis
ile birlikte lipid A’nin yoklugunda hayatta kalabilen ii¢lincli Gram negatif patojen oldugu
kesfedilmistir. Lipid A igermeyen 4. baumannii ilk olarak Moffatt ve arkadagslari tarafindan
kesfedilmistir (Moffatt vd., 2010).

Diger Gram negatif bakterilerin aksine 4. baumannii lipid A igeriginde bulunan
palmitoil transferaz homologunu kodlayamamaktadir; bu nedenle, heksa-agillenmis lipid
A’nin modifikasyonu, sentez sirasinda bir ve iki lauril acil zincirinin eklenmesi yoluyla
gerceklesmektedir. Bu modifikasyon, katyonik antimikrobiyal peptidlere karst daha direngli,
Toll-like reseptdr 4’ii (TLR4) daha az uyaran hepta-acillenmis lipid A’nin meydana
gelmesini saglamaktadir (Boll vd., 2015; Lopalco vd., 2017).

LPS, makrofajlardan tiimor nekroz faktér (TNF) ve interlokin-8’in salinmasini
saglayan, bu sekilde bakterinin viriilansina katki saglayan immiinoreaktif fonksiyona
sahiptir, dahas1 TLR4 aracili makrofaj aktivasyonunda oldukga kritik olan immiinoreaktif
rolii vardir (Lin vd., 2012; Rossi vd., 2016). LPS’deki modifikasyonlar, elimizdeki son ¢are
antimikrobiyallerden olan kolistin gibi ilaglara duyarlilig1 azaltmaktadir (Chin vd., 2015).

2.1.4.3. Kapsiil

Kapsiil yapisi biyofilm tiretimi, 6karyotik hiicrelere adhezyon ve antibiyotiklere kars1
diren¢ gelisimi ile ilgili olan, klinik A. baumannii izolatlarinin bazilar tarafindan eksprese
edilen ve konak¢1 immiin sisteminden kacisi saglayan dnemli viriilans faktorlerinden biridir.

A. baumannii’nin ekzopolisakkarit iiretimini antimikrobiyallerin MIK degerlerinin altinda
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arttirdig1 ve bu asir1 iiretimin geri doniisiimlii oldugu, mutasyonel olmadig gosterilmistir.
Yani diisiik konsantrasyondaki antimikrobiyal strese kars1 bir modifikasyon saglanmaktadir

(Geisinger & Isberg, 2015).

A. baumannii genomunda kapstiler polisakkaritlerin iiretimini yoneten K lokus olarak
isimlendirilen korunmus bir gen bolgesi mevcuttur (Liou vd., 2014). K lokusunun bazi
subinhibitdor konsantrasyonlardaki antibiyotiklere cevap olarak kapsiil iretimini
arttirmasiyla birlikte coklu ilaca direnci kolaylastirdig1 gosterilmistir. K lokus genlerinin
ekspresyonu da, BfmRS iki bilesenli regiilator sistem tarafindan yonetilmektedir. Kapsiil
iiretimi, belirli antimikrobiyallere (kloramfenikol ve eritromisin) karsi ¢evresel uyaranlara
cevap olarak iki bilesenli diizenletici sistem olan BfmRS tarafindan artig yoniinde regiile
edilir ve bu da ekspresyonda artig ve artan antimikrobiyal diren¢le sonuglanir. BfmS geni
ayrica Okaryotik hiicrelere adhezyon ve biyofilm {iretiminde de rol oynayan bir faktordiir

(Geisinger & Isberg, 2015).

Kapsiil tiretimi i¢in elzem olan bagka genler de bulunmaktadir. Daha 6nce “ptk” ve
“epsA” genlerinin inhibisyonu sonrasi yapilan bir ¢aligmada kapsiil yapisinin bozuldugu,
fagositozdan kagisin ve yumusak doku enfeksiyonlarinin engellendigi gosterilmistir (Russo
vd., 2010). A. baumannii’ de polisakkarit yapisinda bir kapsiil bulunmakta ve bu kapsiil
bakterinin fagositozdan kagisinda rol almaktadir. Bunu kompleman sisteminin
aktivasyonunu Onleyerek bakteri viriilansini arttirarak yapmaktadir. Kapsiiliin hiicre
yiizeyindeki hidrofobik 06zelligi arttirdigt ve tibbi cihazlara adhezyonda rolii oldugu
distintilmektedir (Winn W1J, 2006).

2.1.4.4. Fosfolipazlar

Fosfolipazlar (PL), fosfolipid metabolizmasinda fonksiyon goérmekte olan, birgok
bakteride viriilans faktorii olarak bilinen bir lipolitik enzimdir. Genel olarak PLA, PLC ve
PLD olarak kategorize edilmektedir. Fosfolipit yapidaki yikim, konak hiicredeki membran
stabilitesini olumsuz etkilemekte ve konak immiin cevabinda degisikliklere sebep

olabilmektedir (Flores-Diaz vd., 2016).

PLC ve PLD enzimleri A. baumannii’de tanimlanan viriilans faktorleridir (Stahl vd.,
2015). Daha once A. baumannii ATCC 17978 izolat1 ile yapilan bir aragtirmada, bakteri
susunda iki PLC geni (A1S-0043, AI1S-2055) tespit edilmis ve A1S-0043 geninin
inhibisyonu sayesinde epitel hiicrelerinde sitotoksik etkinin azaldig1 gdsterilmistir (Fiester

vd., 2016).
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2.1.4.5. Sekresyon ve Salg1 Sistemleri

Gram negatif bakterilerin birgogunda oldugu gibi 4. baumannii, ¢evre ve konak
adaptasyonunu arttirmak i¢in bazi proteinler salgilamaktadir. Bu bakteriler ¢esitli sekresyon
sistemleriyle bu proteinleri periplazmik araliga salgilamakta ya da twin arjinin transport
yoluyla bu proteinleri hiicre disina transfer etmektedir. Salgilanan proteinler, enfekte
dokulardaki tiremeye katki saglamakta ve konak savunmasii manipiile etmedeki kritik

rolleri sebebiyle terapotik hedef olarak dikkat ¢ekmektedir (Korotkov vd., 2012).

Gliniimiizde Acinetobacter tiirlerinde bes farkli sekresyon sistemi (tip I, IT, IV, V ve
VI) tanimlanmigtir (Weber vd., 2017). Tip I sekresyon sistemi (T1SS), mebran flizyon
proteinidir. D1y membranda ATP baglayici transporter fonksiyonuyla proteinleri sitozolden
hiicre dis1 ortama transfer eden iiclii bir sistemdir. Bir¢ok T1SS substrati belirlenmis ve
bunlarin patogenezdeki baglantis1 gosterilmistir (Harding vd., 2017). Tip II sekresyon
sistemi (T2SS) bir¢ok bakteride gosterilmis ilk sekresyon sistemi olarak bilinmekte olan, i¢
ve dis membrana yerlesik bir protein kompleksidir (Harding vd., 2016). T2SS, dort alt
gruptan ve 12-15 proteinden meydana gelen bir kompleksle birlikte bir psddopilus, bir i¢ zar
platform diizenegi, bir dis zar kompleksi ve bir ATPaz yapisindan olusmaktadir (Campos
vd., 2013). Gram negatiflerde viriilansta etkili proteinlerin yani sira toksinlerin salinimi i¢in
T2SS'yi kullanir; bu nedenle, T2SS, cevresel ortama bagl olarak bakteriler i¢in hem
patojeniteye hem de canlilig: siirdlirmelerine olanak saglamaktadir (Tauschek vd., 2002).
Tip IV sekresyon sistemi (T4SS), DNA, plazmidler ve diger mobil genetik elemanlarin
konjugatif transferine olanak tanimaktadir (Liou vd., 2014; Smith vd., 2007). Tip V
sekresyon sistemi (T5SS), Acinetobacter trimerik ototransporter olarak adlandirilan bir
ototransporter sekresyon sistemidir. Bu sekresyon sistemi fonksiyon goriirken enerjiye
ihtiya¢ duymaz. Tip VI sekresyon sistemi (T6SS) Okaryot veya prokaryot hiicreleri
hedefleme sirasinda rol almakta, peptidoglikan hidrolazlar, niikleazlar veya hiicre zarlarim
hedefleyerek bir dizi toksin salgilamaktadir (Elhosseiny & Attia, 2018). A. baumannii
bakteriler arasi rekabet sirasinda T6SS sekresyon sistemlerinden faydalanmatadir

(Carruthers vd., 2013; Weber vd., 2013).
2.1.4.6. D1s Membran Vezikiilii

Gram negatif bakterilerde periplazmik proteinler, enzimler, LPS, DNA ve RNA gibi
molekiillerden olusan OMV’ler bulunmaktadir. Ozel bir protein salgi yontemine érnek

olarak gdstrebilecegimiz OMV ’ler, bakteri dig membranindan balonlagma seklinde meydana
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gelmektedir (Haurat vd., 2015). Diger bircok bakteri tiiriinde oldugu gibi A. baumannii
suslarinda da 6zellikle OmpA, proteazlar, PL’ler gibi ¢esitli viriilans faktorlerini igeren dig
membran vezikiilleri sekrete edilmektedir. Bu vezikiiller yardimiyla bakterilerin doku yikim
enzimlerini i¢eren molekiiller konak hiicrelere iletilerek hem bakteriler konak immiin
yanitindan korunmakta hem de konak hiicrede sitotoksisite meydana gelmektedir (Jin vd.,

2011).

Acinetobacter’deki OMV’ler ile ilgili yapilan ¢aligmalarda, yatay gen transferi,
antibiyotik direnci ve viriilans gibi bircok mekanizmada kritik islev gormektedir.
Acinetobacter tiirlerinde, viriilans proteinlerini, antibiyotik diren¢ genlerini igeren birgok
OMV tiirti gosterilmistir (Kwon vd., 2009). A. baumannii dis membran vezikiilleri, yatay
gen transferleri ve antibiyotik direncinin yayilmasina bir 6rnek olarak karbepeneme duyarli
A. baumannii ATCC 17978 susu, direngli klinik suslar ile ayni1 ortamda inkiibasyona
birakildiginda, karbapenem direnci kazanmis ve bu susta OXA-24 geni igeren orijinal
plazmidlerin varlig1 tespit edilmistir (C. R. Lee vd., 2017). OMV’ler, konakta immiin yaniti
giiclii uyarabildikleri ve yapilan as1 denemelerinde koruyucu etki olusturabildikleri i¢in yeni
ilaglarin ve asilarin gelistirilmesinde dnemli bir hedef olarak 6ne ¢ikmaktadir (McConnell

vd., 2011).
2.1.4.7. Demir Kazanim Sistemleri

A. baumannii her patojen bakteri gibi enfeksiyon olusturabilmek i¢in etkili iireyebilmelidir.
Bakteriler iireme esnasinda ihtiya¢ duyduklari demiri konak hiicreden saglayarak kendi
metabolizmalarindaki yolaklarda kullanabilmektedir. Serbest olmayan formdaki demirin
yardimci sistemlerle baglanmasi ve hiicreye alinmasi1 gerekmektedir. Sideroforlar demiri
baglayarak hiicre i¢ine alimi saglamakta, hiicre dis1 demiri azaltarak konak savunma
mekanizmalarin1 zayiflatarak ve kolonize olmayr kolaylastirmakta ve konak hiicrede

sitotoksisiteye sebep olmaktadir (Asik, 2011).

Acinetobacter sideroforu “acinetobactin” olarak isimlendirilir. NfuA, demir selasyonunda
fonksiyon goren ve oksidatif strese hiicresel yanitta rol oynayan bir viriilans faktoriidiir.
NfuA mutant1 bakteriler, hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen radikallerine kars1 daha
hassastir ve insan epitel hiicrelerinde tireme hizlar1 kayda deger olarak azalmistir (Zimbler

vd., 2012).
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2.1.4.8. Penisilin Baglayic1 Protein 7/8 ve beta-laktamaz

Bakterilerdeki peptidoglikan, ¢apraz baglarla birbirine kenetlenmis N-asetilglukozamin ve
N-asetilmuramik asit glikan zincirlerinden meydana gelmektedir. Bu yap1 bakteri seklinin
stabilitesini saglayan ve ¢esitli fiziksel kuvvetlere karsi tolerans saglayan kritik bir yapidir.
PBP’ler, yiiksek veya diisiik molekiil agirliginda olmalarma goére klasifiye olmaktadir.
Yiiksek molekiiler kiitleli PBP'ler, peptidoglikan polimerizasyonu ve dnceden var olan hiicre
duvarma entegrasyonu saglamaktadir (Macheboeuf vd., 2006). Diisiikk molekiiler kiitleli
PBP'ler peptidoglikan tabakanin reorganizasyonuna katkida bulunmaktadir (Vollmer vd.,

2008).

PBP’ler beta-laktam antibiyotiklere gelisen toleransta fonksiyon goérmelerine
ragmen, “pbpG” geni araciligiyla kodlanan PBP 7/8’in, A. baumannii’de bir viriilans faktori
oldugu gosterilmistir. PbpG mutant suslarinin PBP 7/8 kaybi ile peptidoglikan yapisinda
bozulma oldugu tespit edilmis ve bu suslarin insan serumunda lireme hizlarinin azaldigi, rat
pnomoni modelli deneylerinde sagkalimi1 dnemli 6lgiide azalttigr gdzlemlenmistir (Russo

vd., 2009).
2.1.4.9. Pili

A. baumannii flagella bulundurmamakta ve hareketsiz tanimlanmaktadir. Bu konuda
daha once yapilan caligmalarda flagella genlerine sahip olmadiklar1 dogrulanmistir. Ancak
bu caligmalar sadece swimming (yiizme) ve swarming (yayilma) hareketinin olmadigin

gostermistir (Clemmer vd., 2011).

A. baumannii suslari, iki ayr1 hareket bigimine sahiptir bunlar yiizeyle iliskili
hareketlilik (surface-associated motility) ve segirme (twitching) hareketidir. Segirme
hareketi bircok hareketli bakteride mevcuttur. A. baumannii‘deki segirme hareketi, tip IV
pili yardimiyla tekrarlayan ileri-geri ¢ekmek suretiyle agar yiizeyinde karisik dallanmalar
meydana gelmesi seklindedir (Harding vd., 2013). Bu hareket bi¢iminin organizmanin yari
kati ve bazi abiyotik yiizeylerde hizla yayilmasina olanak tanidigi disiiniilmektedir
(Eijkelkamp vd., 2011). Segirme hareketi gergeklestiren Tip IV pili i¢in gerekli genler pilA-
C, pilF, pilMQ, pilW, pilZ, pilR-T A. baumannii genomunda gosterilmistir. Hatta total
genom analizi ile incelenen baz1 A. baumannii izolatlarinda birden ¢ok Tip IV pili iligkili
gen varlig1 tespit edilmistir (Clemmer vd., 2011; Harding vd., 2013). A. baumannii’de tip IV

pili sistemi ile birlikte ayrica Csu pili sistemleri de gosterilmistir. Tip IV pili, bakterilerin
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motilitesini diizenlemede rol alirken, Csu pili hiicre adezyonunda ve biyofilm olusumunda
islev gormektedir (Weber vd., 2016). Ayrica klinik 6rneklerde PilA geni bulunduranlar ile
segirme hareketliliginin derecesi arasinda pozitif bir korelasyon oldugu goriilmiistiir

(Clemmer vd., 2011; Eijkelkamp vd., 2011; McQueary vd., 2012).

Bakterilerdeki hareket sistemi bir¢ok sinyal iletim yoluyla diizenlenmektedir.
Ozellikle mavi dalga boyundaki 11k varhigi, demir mevcudiyeti ve ¢evresel stres gibi gesitli
faktorlerin 4. baumannii’deki hareket 6zelliklerini etkiledigi diistiniilmektedir (Mussi vd.,
2010). A. baumannii yiizeyle iliskili hareketliligi morfolojik olarak P. aeruginosa’nin
yayillma hareketine c¢ok benzemektedir. Fakat yayilma hareketi flagella yardimiyla
gerceklesirken A. baumannii’de flagella bulunmamaktadir. Giliniimiizde A. baumannii
yiizeyle iliskili hareketinin 1,3-diaminopropan (DAP) sentezi, QS ve lipooligosakkarit
iiretimi yoluyla regiile edildigi bilinmektedir (Kearns, 2010; McQueary vd., 2012).

A. baumannii antibiyotiklere kars1 ¢coklu ila¢ direncinin yaninda biyofilm olusturma
yetenegiyle de patojenitesini arttirmaktadir. A. baumannii suslarinin  biyofilm
olusturmasinda farkli proteinleri kodlayan genlerin (csgd ve csuE geni) ve ompA’nin rol
oynadig diisiiniilmektedir. Ozellikle csuE geninin inhibisyonunun pili {iretimini ve biyofilm
olusumunu engelledigi gdsterilmistir (Altinok vd., 2020). Fimbria ve pili ile birlikte biyofilm
olusturma kabiliyeti 4. baumannii enfeksiyonlarinda prognozu kétiilestirmektedir. Cansiz
yiizeylere ilk adhezyondan sonra, pili montaji ve biyofilm ile iliskili protein olarak
adlandirilan ylizey adhezyon proteininin sentezi, biyofilm {iretiminin baslamasi ve
biyofilmin olgunlasmasinda kritik rol oynar. Biyofilm hem canli hem de cansiz yiizeylerde
adhezyonu ve uzun siireli kolonizasyonu saglamaktadir. Tibbi cihaz ve c¢evresel ylizeyler
gibi cansiz ylizeylere yapisma; hiicrelerin yapisma kapasitesi ve Omp mRNA'larinin
ekspresyon diizeyi, A. baumannii patogenezinde etkili viriilans faktorleridir. Dahasi, OmpA
epitel hiicreleri gibi canli yiizeylerde biyofilm olusumuna yardimeci olmakta ve hiicre
yiizeyindeki fibronektin ile etkilesime girerek akciger epitel hiicrelerinde adhezyona aracilik
etmektedir. OmpA insan epitel hiicrelerinde apoptozu da tetikleyebilmektedir (Richards vd.,
2015; Sato vd., 2017).

2.1.4.10. Hemolitik Aktivite

Aslinda A. baumannii non-hemolitik olmayan bir tiir olarak biliniyor olsa da, tiim
genom analizinde viriilansta islev goren hemolizinleri / hemagliitininleri kodlayan genlerin

varlig1 gosterilmistir. Bu genlerin fenotipik etkileri kanli agar plaklarinda ve sivi vasatlarda
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da gozlemlenmistir. Bu konuda yapilan bir arastirmada A. baumannii izolatlarinin hemolitik
aktivitesinin, s1vi besiyerinde agar plaklarindan ¢ok daha belirgin oldugu, bunun yaninda
koyun kanina kiyasla, at kaninda daha daha fazla oldugu gosterilmistir. Aradaki bu farkin 4.
baumannii’nin hemolitik olmayan bir bakteri olarak kabul edilmesinin sebebi oldugu

sanilmaktadir (L. C. S. Antunes vd., 2011; Bouvet & Grimont, 1987).
2.1.4.11. Biyofilm Uretimi

Daha onceleri dis plaklarinda varlig1 bilinen biyofilm tabakasi, QS sistemleri ile
regiile edilen ve bakteriyel cogunluk algilama sonrasinda tiretilen, ¢evresel kosullara ¢ok
dayanikli olmasinin yaninda c¢esitli yilizeylere giiclii sekilde adhezyon yetenegine sahip bir
yapidir. Baz1 biyofilmler yiizeylere tutunmaksizin serbest haliyle dahi etkili olabilmektedir.
Biyofilm tabakasinin patojenitesi ve yapisal 6zellikleri cansiz yiizeylerde veya canli konak
icerisindeki doku &zelliklerine gore sekillenebilmektedir (Bjarnsholt vd., 2013). Ozellikle
zorlu kosullara dayaniklilig1 arttirdigi i¢in, canli veya cansiz ortamlarda biyofilm {iretimi
bakteriler i¢in yaygin bir reflekstir.Biyofilmler ¢esitli biyolojik aktiviteler, bir¢ok metabolik
yolak ve diger spesifik stres tepkilerini gerceklestiren farkli genotip ve fenotipteki
bakterilerin bir arada bulundugu bir popiilasyondan meydana gelebilmektedir. Bu ¢esitlilik
ayrica daha mikro diizeyde adaptasyonlar, mutasyonlar ve popiilasyon icerisindeki
seleksiyonsdan etkilenebilmektedir. Biyofilmlerdeki kimyasal gradyan olusturan siiregler ve
popiilasyonun buna adapte olurken nasil genetik ve fizyolojik tepkiler verdikleri daha dnceki
caligmalarda gozlemlenmistir (Stewart & Franklin, 2008). Sicaklik, ozmolarite,ortamdaki
demir konsantrasyonu, besin varligi, biyofilmlerin yapisindaki maddelerin kalitesi, 151k ve
ortamin ph Ozelligi biyofilm formasyonunu etkileyen en kritik ¢evresel dinamiklerdir

(Toyofuku vd., 2016).

A. baumannii, biyotik ve abiyotik yiizeylere adhezyonda ve biyofilm olusturmasinda
rol alan viriilans genlerine ve proteinlere sahiptir. Cesitli yilizey 6zelliklerinden etkilenebilem
biyofilm yapilari, A. baumannii’de ylizey hidrofobikligi, ylizey yiikii, adhezyon proteinleri,
hiicre disindaki polimerik bilesikler ve oksijen miktarindan etkilenmektedir. Bu degiskenler
hem biyofilm {iretimi hem de devamliliginda etkili olmaktadir (Eze vd., 2018). Biyofilm A.
baumannii igin diger viriilans faktdrlerine nispeten en dnemlilerindendir. Ozellikle ¢oklu
ilaca diren¢ gelisimi silirecinde antibiyotiklere karsi tolerans ve g¢evresel strese karsi
dayaniklilik sagladigr i¢in canliliga direkt olarak yardimci olmaktadir (Rao vd., 2008).
Ozellikle tibbi cihaz iliskili enfeksiyonlarin temelinde yatan biyofilm yapisi sebebiyle A.
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baumannii enfeksiyonlarinda mevcut tedavi yaklagimlar1 yetersiz kalmaktadir (Roy vd.,

2018).
2.1.4.12. Efluks Sistemleri

Efluks sistemleri disa akis pompalar1 adiyla da bilinen antibiyotik direncinde kritik
role sahip yapilardir. Antibiyotiklerin etkisini azaltan bu yapilar, tek bir substrata 6zgii
caligabilecegi gibi farkli 6zellikteki maddeleri de substrat olarak kullanabilmektedir. Bu
nedenle bakteriler antibiyotiklerin yani sira dezenfektanlar, boyalar, biyositler, antiseptik
ajanlar gibi pek cok farkli kimyasal maddeye karsi efluks sistemleri yoluyla tolerans
gelistirebilmektedir (Vila vd., 2007). Direng gelisiminde, antimikrobiyal inaktive edici
enzimler iiretme, hedefleri modifikasyonu, membran gecirgenligini azaltma, biyofilm

iiretimi ve membran aktif akig sistemi yoluyla rol almaktadir (Wareham & Gordon, 2011).

Akis pompalari, bakterilerdeki antibiyotik direncinin ana mekanizmalarindan biridir
(Blair vd., 2014). Bu yapilarin dahil oldugu tiim metabolik siiregler, protein ve enzimlerin
tasinmasinda yiiksek derecede 6zgiilliik vardir, ancak coklu ilag efluks pompalari igin
substrat yelpazesi genistir yani farkli kimyasallar1 tantyabilmektedir (Henderson vd., 2000).
Gram negatif bakterilerde dig membran hiicreye alinan antibiyotiklerin miktarini sinirlarken
efluks pompalari, yapisal olarak farkli gruplardan antibiyotikleri aktif olarak bakteri hiicresi

disina pompalayabilmektedir.

Efluks pompalar1 tiim bakterilerde mevcuttur ve hiicreyi organik kimyasallarin toksik
etkilerinden koruma rolii vardir. Bakterilerdeki antibiyotik direncinde siklikla bu disa akis
pompalarinin katkis1 da s6z konusudur. Hiicre digina pompalanan antibiyotiklerin tekrar
iceri girebilmesi i¢in diisiik permeabiliteye sahip dis membran1 agmasi gerekir; bu nedenle
efluks pompalari, dis zarin permeabilitesi ile sinerjik olarak ¢alisir (Poole, 2005b). Farkli
bakterilerin efluks sistemlerini kodlayan genler genellikle transpozonlar, integronlar ve
plazmidlerde bulunmakta ve bunlarin diger mikroorganizmalardan elde edilmesi sonucunda

antibiyotik direnci yayilmaktadir (Butaye vd., 2003; Poole, 2005a).

Amino asit dizisinin 6zgiilliigiine gore, disa akis pompalar1 bes siiper aileye
ayrilmaktadir: Bunlar ATP baglayict ABC ailesi (ABC/ATP binding casette), kolaylastiric
stiper ailesi (MFS/Major facililator), kii¢iik ¢coklu ila¢ direng ailesi (SMR/Small Multidrug
Resistance), coklu ila¢g ve toksin ihrag ailesi (MATE) ve direng- nodiilasyon-boliinmesi
siiper ailesi (RND / Resistance Nodulation Division) seklinde olmak {izere bes bakteriyel

efluks pompasi ailesidir (Du vd., 2018; Poole, 2005b). ABC ailesi temel olarak enerji
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saglamak i¢in ATP'ye ihtiya¢ duyan Gram pozitif bakterilerde bulunmakta, SMR, MFS ve
RND ailesinde i¢in proton itici gii¢ enerji kaynagi olarak kullanilmakta, MATE ailesi ise
sodyumla birlikte proton itici gii¢ kaynagi kullanmaktadir (Coyne vd., 2011). Daha 6nce de
belirttigimiz gibi disa akis pompa sistemleri substrat yelpazesinin genis olmasi nedeniyle
birden fazla antibiyotik tiiriinii taniyabilen kompleks sistemlerdir. Antibiyotiklerin ve onlari

tantyan pompa sistemlerinin dagilimi su sekildedir:

-ABC tipi pompalar tetrasiklinler, florokinolonlar, aminoglikozidler, makrolidler,

rifampisin, kloramfenikol ve linkozamidler
-MFS ipi pompalar bu antibiyotiklere ek olarak pristinamisini
-RND tipi pompalar ise beta-laktamlar, stilfonamidler ve fusidik asidi tanitmaktadir.

-SMR tipi pompalardan en ¢ok etkilenen antibiyotikler tetrasiklinler, eritromisin ve

stilfadiyazindir.

Tiim stiper aileler icerisinde RND tipi pompa sistemi en genis protein ve substrat ¢esitliligine

sahip olan gruptur (X. Z. Li & Nikaido, 2009; Van Bambeke vd., 2000).
2.2. Acinetobacter spp.’de Antibiyotik Direnci

Literatiirde Acinetobacter spp. icin varolan diren¢ mekanizmalari daha ¢ok
karsilasilan tlir olan A. baumannii lizerinden derinlemesine arastirilmistir. Baslica beta-
laktamlar, aminoglikozidler, kinolonlar, tetrasiklinler ve polimiksinlere kars1 direng
mekanizmalarin1 agiklayacagimiz 4. baumannii makrolid, linkozamid, streptogramin,

amfenikoller de dahil bilinen bir¢ok antibiyotik grubuna direng gelistirebilmektedir.
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porins RND pumps MFS pumps MATE pumps SMR pumps
TRANSPORTATION @ @ @ @ @
THROUGH MEMBRANES @ @
? type IT topoisomerases @
monooxygenases @@ beta-lactamases
protein synthesis ribosomal protection @@ @ 1 polysaccharide
capsule

rRNA methylases @ @@ ~+—— outer membrane

periplasm

RNA elongation inhibition ®
inner membrane

TARGET SITE ALTERATIONS

F g
lack or modification of lipid A - PBP mutations
@ decreased outer membrane stability -
low biotin synthesis and defective LPS

A = aminoglikozidler; B = beta-laktamlar; C = kloramfenikol; F = fosfomisin; L = linkozamidler; M =
makrolidler; MATE = ¢oklu ilag ve toksik bilesigin atilimi; MFS = ana kolaylastirict siiper ailesi; O =
oksazolidinonlar; P = polimiksinler; PBP = penisilin baglayic1 protein; Q = florokinolonlar; R = rifamisinler;
RND = direng¢-nodiilasyon-boliinmesi; S = diaminopirimidinler ve siilfonamidler; SMR = kii¢iik ¢oklu ilag

direnci ailesi; T = tetrasiklinler.

Sekil 2.3. A. baumannii antibiyotik direng mekanizmalar1 (Kyriakidis vd., 2021)

2.2.1. Beta-laktam Direnci

Beta-laktamlar penisilinler, sefalosporinler, karbapenemler ve monobaktamlardan
olusmaktadir. Beta-laktam antibiyotikler yapisal olarak penisilin baglayan proteinlerin
baglandig1 peptidoglikanin d-Ala-d-Ala kismina benzemekte ve dolayisiyla peptidoglikan
sentezinin son basamagi olan transpeptidasyonu inhibe etmektedirler (Green, 2002). A.
baumannii glinlimiizde penisilinlere ve sefalosporinlere kars1 dogal direnclidir. Beta-laktam
antibiyotiklere direng, hidroliz yoluyla inaktivasyon, disa akis pompalari, ice
permeabilitenin azalisi ve hedef protein degisikligi gibi mekanizmalar yoluyla

saglanabilmektedir (Dijkshoorn vd., 2007).
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Beta-laktamazlar, beta-laktam antibiyotiklerin hidrolizini katalize eden enzimlerdir
ve dizi motifleri ve hidrolitik mekanizmadaki farkliliklara dayali olarak dort sinifa (Ambler

Siniflamasi) ayrilmaktadirlar (Ambler, 1980; Tooke vd., 2019).

A Sinifi beta-laktamazlar penisilin, sefalosporinler, monobaktamlar ve karbapenemlere kars1
dirence aracilik eder. Bu laktamazlar dar spektrumlu olabilecegi gibi, nokta mutasyonlari
yoluyla genis spektrumlu antibiyotik aktivitesi de kazanabilirler. Dar spektrumlu
laktamazlar ¢ogunlukla penisilinlere karsi aktiftir ve klavulanik asit tarafindan inhibe
edilebilir. Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL'ler) seftazidim, seftriakson,
sefotaksim ve aztreonam gibi genis spektrumlu sefalosporinleri hidrolize edebilir
(Ghafourian vd., 2014; Poirel vd., 2007). Ayrica plazmidler ve diger hareketli genetik
elementlerin yardimiyla Gram negatif bakteriler arasinda genis bir dagilim gosterirler
(Tooke vd., 2019). GSBL iireten suslarin periyodik goézetimi ve ilgili genlerin tespiti
(6rnegin blaTEM-92, blaSHV, blaGES-11, blaGES-14, blaPER-1, blaPER-7 ve blaVEB-1)
klinik ortamda faydali olabilir. Bu sinifin diger énemli iiyeleri genisletilmis spektrumlu
sefotaksimazlar (CTX-M) ve K. pneumoniae karbapenemazlardir (KPC) (Kyriakidis vd.,
2021).

Smif B veya metalo-beta-laktamazlar (MBL'ler), mobil DNA (plazmidler, integronlar)
tarafindan kodlanir ve monobaktamlar hari¢ hemen hemen tiim beta-laktamazlarin
(karbapenemler dahil) hidrolizini katalize ederek ¢oklu ila¢ direnci saglar. Bu enzimler,
kataliz i¢in ¢inko veya bagka bir agir metal gerektirir ve dizi ¢esitliligine ve aktif bolgelerinin
yapisindaki farkliliklara dayali olarak ti¢ alt sinifta (B1, B2 ve B3) siniflandirilir. Ayrica A.
baumannii'de IMP, VIM, NDM ve SIM olmak iizere dort tip MBL tanimlanmistir (Cornaglia
vd., 2011). MBL {ireten organizmalarin ¢ift disk sinerji testi, MBL E-testi ve kombine disk
testi gibi fenotipik yontemlerin yardimiyla tespiti zor olsa da molekiiler yontemler ve
ozellikle yeni nesil dizileme bunlarin daha net olarak tespitini saglamaktadir. PCR
yardimiyla, E-testi ile MBL negatif olarak karakterize edilen A. baumannii izolatlarinin
%14,3"linde blaVIM-1 tespit edilmistir; bu veri gizli MBL'leri tespit etmek i¢in molekiiler

yontemlerin 6nemini vurgulamaktadir (Kyriakidis vd., 2021).

Smif C beta-laktamazlar, A. baumannii'de bulunan, kromozomal olarak kodlanmisg
sefalosporinazlardir (Acinetobacter tirevi sefalosporinaz, ADC, eski adiyla AmpC).
Bircogu genis spektrumlu antibiyotik direncine neden olan c¢esitli ADC varyantlari

tanimlanmustir.
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D Smifi beta-laktamazlar, oksisilinazlar veya karbapenem hidrolize edici sinif D beta-
laktamazlar (CHDL'ler) olarak da adlandirilmaktadir. Tiim beta-laktamlar1 (baslica OXA-10
ailesi) etkisiz hale getirebilmekte ve karbapenem direncinin ana mekanizmasini
olusturmaktadir. Ayrica klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktam tarafindan inhibe
edilememektedir blaOXA-51, blaOXA-23, blaOXA-24, blaOXA-58, blaOXA-143 ve
blaOXA4-235 dahil olmak iizere bir¢ok blaOXA geni vardir. Bu enzimleri kodlayan genler
hem kromozomda hem de plazmidlerde bulunabilir(N. T. Antunes & Fisher, 2014; Poirel
vd., 2010). Ayrica Wong ve ark. yakin zamanda, A. baumannii'nin klinik izolatlarindaki
karbapenem direncinin, IS4bal sekansi yoluyla blaOXA-23 veya blaOXA-51'in asiri
ekspresyonundan kaynaklandigini dogrulamistir(Wong vd., 2019).

Beta-laktamazlara bagl antibiyotik direnci, Omp’ler ile dnemli dlgiide artirilabilir. Diigiik
gecirgenlige sahip dis zar proteini OmpA, A. baumannii'deki spesifik olmayan ana porindir
ve temel olarak yapisal bir role sahiptir. OmpA'nin antibiyotiklerin periplazmatik alan digina
taginmasinda rol oynadig1 tahmin edilmektedir (Kyriakidis vd., 2021). Buna karsin, Iyer
OmpA'nin sulbaktam, imipenem ve ETX2514 gibi kii¢iikk molekiillerin hiicreye alimini
secici olarak miimkiin kildigmi gostermistir. OmpA igermeyen mutant suslarda, dis
membranda dengesizlik ve antibiyotiklere (penisilinler ve sefalosporinler dahil) kars1 artan
duyarlilik gézlemlenmistir (Iyer vd., 2018). Son olarak Zhong ve ark. yakin zamanda OmpA
C-terminal alaninin ayni zamanda beta-laktamazlarin (Oxa23, GES-11) periplazmatik
bosluga sabitlenmesinden de sorumlu oldugunu gdstermistir; bu, OmpA kaybi durumunda

artan duyarlilig1 daha da aciklayabilir (Zhong vd., 2020).

Akis pompalarinin artan ekspresyonu, beta-laktamazlarla sinerjistik olarak
antibiyotik direncine katkida bulunur. AdeABC akis pompasinin asir1 ekspresyonu, A.
baumannii karbapenem ve sefalosporin direnci ile iligkilidir. AdeABC, direng-nodiilasyon-
boliinmesi (RND) ailesinin {iyesi olan {i¢ bilesenli bir akis pompasidir. AdeB bileseni
antibiyotikleri hiicrenin disina atarken, AdeA bir membran fiizyon proteini ve AdeC bir dis

membran proteinidir (Kyriakidis vd., 2021).

PBP'ler, peptidoglikanin polimerizasyonunu katalize eden ve hiicre duvarina
yerlestirilmesinden sorumlu olan enzimlerdir. Beta-laktamlar PBP'lere baglanir c¢iinkii
substratlarini taklit ederler. PBP'lerin beta-laktamlar tarafindan inhibisyonu, hiicre duvari
metabolizmasinda dengesizlige ve bunun sonucunda hiicre 6liimiine yol agar (Sauvage vd.,

2008; Zapun vd., 2008). Bu diren¢ mekanizmasinin 6nemi daha az gibi goriinse de géz ardi
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edilemez. Bir¢ok caligma PBP’deki degisimlerin karbapenemler basta olmak iizere

sulbactam ve sefiderocol direnci ile iliskili olabilecegini gdstermistir (Kyriakidis vd., 2021)

Tablo 2.3. A. baumannii’de Beta-laktamaz Direng Mekanizmalari(Kyriakidis vd., 2021)

Direng Direnc¢ Elemani Direng¢ Gen
Mekanizmasi
A Sinifi beta class A broad-spectrum beta-lactamase TEM-1 genisletilmis = blaTEM-1
laktamazlar spektrum
class A extended-spectrum beta-lactamase SHV-5 blaSHV-5
class A extended-spectrum beta-lactamase SHV-12 blaSHV-
12
carbapenem-hydrolyzing class A beta-lactamase GES-5 blaGES-5
class A extended-spectrum beta-lactamase GES-11 blaGES-
11
class A beta-lactamase GES-12 blaGES-
12
inhibitor-resistant class A extended-spectrum beta-lactamase blaPER-1
PER-1
class A extended-spectrum beta-lactamase PER-7 blaPER-7
class A extended-spectrum beta-lactamase VEB-1 blaVEB-1
class A extended-spectrum beta-lactamase CTX-M-15 blaCTX-
M-15
class A extended-spectrum beta-lactamase CTX-M-55 blaCTX-
M-55
class A extended-spectrum beta-lactamase CTX-M-115 blaCTX-
M-115
carbapenem-hydrolyzing class A beta-lactamase KPC-2 blaKPC-2
B Sinifi metalo- subclass B1 metallo-beta-lactamase NDM-1 hepsi blaNDM-1
beta- (monobakta
laktamazlar subclass B1 metallo-beta-lactamase IMP-1 mlar harig) blaIMP-1
subclass B1 metallo-beta-lactamase IMP-4 blaIMP-4
subclass B1 metallo-beta-lactamase IMP-14 blalMP-
14
subclass B1 metallo-beta-lactamase IMP-16 blalMP-
16
C Sinifi beta- class C extended-spectrum beta-lactamase ADC-11 genisletilmis blaADC-
laktamazlar spektrum 11
class C beta-lactamase ADC-25 blaADC-
25
class C extended-spectrum beta-lactamase ADC-26 blaADC-
26
class C extended-spectrum beta-lactamase ADC-30 blaADC-
30
cefepime-hydrolyzing class C extended-spectrum beta- blaADC-
lactamase ADC-33 33
class C extended-spectrum beta-lactamase ADC-52 blaADC-
52
cefepime-hydrolyzing class C extended-spectrum beta- blaADC-
lactamase ADC-56 56
class C extended-spectrum beta-lactamase ADC-73 blaADC-
73
class C extended-spectrum beta-lactamase ADC-74 blaADC-
74
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D Sinifi beta-
laktamazlar
(oksisilinazlar)

class C extended-spectrum beta-lactamase ADC-76
class C extended-spectrum beta-lactamase ADC-79
class C extended-spectrum beta-lactamase ADC-80
class C extended-spectrum beta-lactamase ADC-82

class C beta-lactamase ADC-152

class C beta-lactamase ADC-156

class C beta-lactamase ADC-162

class C beta-lactamase ADC-176

class C beta-lactamase ADC-182

class C beta-lactamase ADC-212

class C beta-lactamase ADC-222

carbapenem-hydrolyzing class D beta-lactamase 0XA-23

0XA-23 family carbapenem-hydrolyzing class D beta-lactamase
0XA-239
carbapenem-hydrolyzing class D beta-lactamase 0XA-24

0XA-24 family carbapenem-hydrolyzing class D beta-lactamase
O0XA-72

0XA-51 family carbapenem-hydrolyzing class D beta-lactamase
0XA-51

0XA-51 family carbapenem-hydrolyzing class D beta-lactamase
0XA-64

0XA-51 family carbapenem-hydrolyzing class D beta-lactamase
0XA-65

0XA-51 family carbapenem-hydrolyzing class D beta-lactamase
0XA-66

0XA-51 family carbapenem-hydrolyzing class D beta-lactamase
0XA-68

0XA-51 family carbapenem-hydrolyzing class D beta-lactamase
0XA-69

0XA-51 family carbapenem-hydrolyzing class D beta-lactamase
0XA-71

0XA-51 family carbapenem-hydrolyzing class D beta-lactamase
0XA-82

0XA-51 family carbapenem-hydrolyzing class D beta-lactamase
0XA-90

0XA-51 family carbapenem-hydrolyzing class D beta-lactamase
0XA-91

0XA-51 family carbapenem-hydrolyzing class D beta-lactamase
0XA-94

0XA-51 family carbapenem-hydrolyzing class D beta-lactamase
0XA-95

0XA-51 family carbapenem-hydrolyzing class D beta-lactamase
0XA-98

0XA-51 family carbapenem-hydrolyzing class D beta-lactamase
0XA-100

0XA-51 family carbapenem-hydrolyzing class D beta-lactamase
0XA-104

0XA-51 family carbapenem-hydrolyzing class D beta-lactamase
0XA-120

0XA-51 family carbapenem-hydrolyzing class D beta-lactamase
0XA-223

Sefalosporin

Karbapenem

Karbapenem

Karbapenem

blaADC-
76
blaADC-
79
blaADC-
80
blaADC-
82
blaADC-
152
blaADC-
156
blaADC-
162
blaADC-
176
blaADC-
182
blaADC-
212
blaADC-
222
blaOXA-
23
blaOXA-
239
blaOXA-
24
blaOXA-
72
blaOXA-
51
blaOXA-
64
blaOXA-
65
blaOXA-
66
blaOXA-
68
blaOXA-
69
blaOXA-
71
blaOXA-
82
blaOXA-
90
blaOXA-
91
blaOXA-
94
blaOXA-
95
blaOXA-
98
blaOXA-
100
blaOXA-
104
blaOXA-
120
blaOXA-
223
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0XA-51 family carbapenem-hydrolyzing class D beta-lactamase
0XA-259
0XA-51 family carbapenem-hydrolyzing class D beta-lactamase
0XA-371
0XA-51 family carbapenem-hydrolyzing class D beta-lactamase
0XA-402
carbapenem-hydrolyzing class D beta-lactamase 0XA-58

0XA-58 family carbapenem-hydrolyzing class D beta-lactamase
0XA-96
0XA-134 family carbapenem-hydrolyzing class D beta-
lactamase 0XA-235
0XA-134 family carbapenem-hydrolyzing class D beta-
lactamase 0XA-237
carbapenem-hydrolyzing class D beta-lactamase 0XA-143

0XA-143 family carbapenem-hydrolyzing class D beta-
lactamase OXA-253

Akis pompalari multidrug efflux RND transporter AdeABC outer membrane

channel subunit AdeC
A. baumannii efflux resistant AdeR

A. baumannii efflux resistant AdeR
A. baumannii efflux resistant AdeR

A. baumannii efflux resistant AdeS

A. baumannii efflux resistant AdeS
Penisilin A. baumannii carbapenem resistant FtsI

baglayan
proteinler

2.2.2. Aminoglikozid Direnci

Karbapenem

Karbapenem

Karbapenem

Sefalosporin
Karbapenem

Karbapenem

blaOXA-
259
blaOXA-
371
blaOXA-
402
blaOXA-
58
blaOXA-
96
blaOXA-
235
blaOXA-
237
blaOXA-
143
blaOXA-
253
adeC

adeR A91
V
adeR P56
S
adeR P11
6L
adeS_G33
6S,
adeS_N12
5K
adeS_H18
9Y
ftsI A515
%4

A. baumannii'de aminoglikozidlere (AG’lere) karst direng ii¢ farklt mekanizmayla

olusabilir (Kyriakidis vd., 2021);

- Akig pompalar1 yoluyla hiicredeki AG miktarinin azaltilmasi.

- 16S rRNA metiltransferazlar tarafindan hedef bolgenin degistirilmesi

- AG baglama kapasitesini zayiflatan aminoglikozid degistirici enzimler (AME'ler)

AG'ler, bakteri hiicre duvarimi gegtikten sonra ve 30S ribozomal alt biriminde peptit
uzamasini bozarak etkilerini gosteren protein sentezi inhibitorleridir. Direng saglayan genler
konjugatif plazmidler, dogal transformasyon veya transdiiksiyon yoluyla transfer edilebilir

(Garneau-Tsodikova & Labby, 2016).
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2.2.3. Tetrasiklin Direnci

Tetrasiklinler 30S ribozomal alt birimine baglanir ve bdylece translasyonun
baslamasini 6nleyerek protein sentezini inhibe eder. Tetrasiklin antibiyotiklere direng {i¢ ana

mekanizmaya baglanir:

- ATP'ye bagl disa akis

- Tetrasiklinlerin enzimler tarafindan etkisizlestirilmesi

- Ribozomal koruma proteinleri (RPP'ler) (Chukwudi, 2016; Warburton vd., 2016).

Son calismalar A. baumanniimin tigesikline hizla direngli hale gelebilecegini
gostermistir. Tigesiklin, ¢esitli plazmid aracili tet(X) gen varyantlarinin ortaya ¢iktig1 yakin
zamana kadar klinisyenler i¢in A. baumannii'ye karsi giiclii bir silah olmustur. Tet(X3),
Tet(X4) ve Tet(X5), tim tetrasiklinleri, hatta tigesiklini ve yakin zamanda izin verilen
Eravasiklin ve Omadasiklini bile etkisiz hale getirebilen monooksijenazlardir (Kyriakidis

vd., 2021).
2.2.4. Kinolon Direnci

Florokinolonlar, gogunlukla hem Gram negatif hem de Gram pozitif patojenlere karsi
etkinlik gosteren genis spektrumlu antibiyotiklerdir. Etki mekanizmalarina bakildiginda,
kinolon antibiyotikler bakteriyel DNA'nin gevsemesini ve klonlanmasini 6nleyerek DNA
replikasyonunu kesintiye ugratir. Kinolonlar etkilerini, normal olarak DNA niikleazlar1 ile
birlikte siipersarmal hale gelmeyi indiikleyen tip II topoizomerazlar, DNA giraz ve
topoizomeraz IV'lin ligaz aktivitesini inhibe ederek gosterirler. Kinolon direnci ti¢ farkl

mekanizma yoluyla meydana gelir (Aldred vd., 2014):

- Ilgili kinolon-enzim etkilesimlerini zayiflatan giraz ve topoizomeraz IV'teki hedef

mutasyonlar

- Qnr proteinleri, AME'ler AAC(6")-Ib-cr ve AAC(6')-Ib-cr5'in ve plazmid kodlu akis

pompalarinin aracilik ettigi plazmid kaynakli direng

- Porinlerin diisiik ekspresyonundan veya kromozomla kodlanan akis pompalarinin asiri

ekspresyonundan kaynaklanan kromozomal direng
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2.2.5. Polimiksin Direnci

A. baumannii gibi Gram negatif bakteriler, temel elementlerin yerlestirilmesi ve
toksik bilesiklerin temizlenmesi i¢in yar1 gecirgen bir dig zara sahiptir. LPS'ler dis yiizeyde
bulunur ve negatif yiiklii bir hidrofobik lipit A igerir; bu da polimiksin B ve E'nin (yaygin
olarak kolistin adiyla bilinir) katyonik ribozomal olmayan lipopeptitleriyle etkilesime girer.
Bu etkilesim, dis zarin dengesizlesmesine, polimiksinlerin periplazmaya alinmasina ve hem
dis hem de i¢ zarlarin biitliinliigilinii bozarak gegirgenligin artmasina neden olur. Ayrmtili etki
mekanizmasi bilinmemekle birlikte, polimiksinlerin hidrofobik kuyrugunun membran
hasarmin indiiklenmesinde ¢ok dnemli oldugu goriilmektedir, bu da deterjan benzeri bir etki

tarzini akla getirmektedir (Moffatt vd., 2019).
A. baumannii'de polimiksinlere kars1 direncin mekanizmalari arasinda;

- PmrCAB operon ve mcr genlerindeki mutasyonlarin ardindan LPS lipid A modifikasyonu

yoluyla ilag hedefinin degistirilmesi

- Lipit A biyosentezi icin gerekli olan ve lipit A eksikligi ile iligkili asiltransferazlar

kodlayan lpxA, IpxC ve IpxD genlerinin mutasyonlari
- D1s zarin gegirgenlik kusurlar1 ve ozmotik direnci ile iligkili IpsB, IptD ve vacJ ekspresyonu

- Polimiksinlere duyarlilik i¢in gerekli olan biyotin gibi LPS olusumu icin gerekli olan

kofaktorlerin yetersiz konsantrasyonu
- D1sa akis pompalar1

Polimiksin direncinden sorumlu mcr-1, mcr-4 ve mcr-4.3 genleri yakin zamana kadar
plazmid aracili olarak aktarilmiyor olarak kabul edilmis ve bu da yayilimin sinirli olacagi

diisiilmiistii ancak plazmidler tarafindan da tagindigi rapor edilmistir (Kyriakidis vd., 2021).

2.3. Quorum Sensing

QS, mikrobiyomda yaygin olarak bulunmakta olan, hiicre yogunlugu iizerinden
isleyen hiicreden hiicreye bir iletisim sistemidir. Yiiksek yogunluklu koloni popiilasyonu,
yeterli sayida sinyal molekiilii liretebilmekte, viriilans ve ilag direnci mekanizmalar1 dahil
olmak tizere cesitli alt hiicresel yolaklar1 etkinlestirebilmekte, antibiyotikleri tolere

edebilmekte dolayisiyla konak¢iya daha fazla zarar verebilmektedir (X. Zhao vd., 2020).
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Gram negatif ve Gram pozitif bakterilerde ayr1 ayr1 iki QS mimarisi goze
carpmaktadir. Bunlardan biri, Gram negatif bakterilerde bulunan, kendi kendini
indiikleyebilen molekiil olarak AHL’ye sahip QS sistemidir(X. Zhao vd., 2020). Gram
negatif bakterilerde yaygin olarak bulunan LuxR-LuxI sistemindeki sentetik bir {iriin olan
ve Otoindiiktor-1 (AI-1) ile temsil edilen AHL’ler, bakteri hiicrelerinin i¢ine ve disina
serbestce yayilabilir ve ayrica ¢evre ortamda birikebilir. LuxR baglayici proteini kodlayan
LuxR geni, iligkili olan herhangi bir yanit1 indiikleyen bir transkripsiyonel aktivatordiir ve
ayni zamanda bir transkripsiyon diizenleyicisi olarak da adlandirilabilir. Regiilasyon i¢in
AHL molekiilleri ile aktivasyon gerekmektedir. LuxI proteinini kodlayan /ux/ geni, bir AHL
sentetazidir. Her bir bakteriden {iiretilen ve ortama saliman AHL sinyalleri LuxR'ye
baglandiktan sonra dimerizasyon veya multimerizasyon meydana gelir ve multimerizasyon
iiriinti, hedef genin ekspresyonunu aktive etmek veya inhibe etmek icin hedef genin
(Biyofilm iiretimi, siirli hareketliligi vb. ) diizenleyici bolgesine baglanir. AHL ve LuxR'nin
baglanma 6zgiilligi ¢ok giicliidiir ¢linkii AHL'nin 6zgiilliigii farkli acil yan zincir gruplari
tarafindan kontrol edilir. Bu nedenle Gram negatif bakteriler, tiir igindeki hiicreler arasinda
bilgi aktarimini saglamak i¢in bu yontemi kullanir ve bu sayede tiir dis1 bakterilerin sinyalleri

ile karisiklik olmaz (Papenfort & Bassler, 2016).

A
A
A A
( : )
/ A Sinyal ile aktivasyon \

& A
LuxI A LuxR
\ \

SAM A AHL

Oto-indUktor
Uretimi —

Lux-box  luxI

\\ Olo-nalkeyon /J

Sekil 2.4. LuxI-R sistemi {izerinden Gram negatif bakterilerdeki QS mimarisi (X. Zhao vd., 2020)

Diger Hedef Genler

29



Kiiciik molekiillii oligopeptitlerle temsil edilen sinyal molekiilleri, yani
otoindiikleyici oligopeptit (AIP), kendi kendini indiikleyen molekiiller olan ve Gram pozitif
bakterilerde bulunan QS sistemleridir. S. aureus'taki Agr sistemini buna verilebilecek giizel
bir Ornektir. Hiicre yogunlugunun artmasiyla birlikte bakteriler ¢ok sayida viriilans
faktoriinii sentezlemeye baslar ve boylece patojeniteleri artar. Bu islem, oligopeptit sinyal
molekiillerinin gen ifadesini diizenlemek ve hiicreleri uyarmak i¢in verdigi bir yanittir.
Disariya salgilanan sinyal molekiilii oligopeptit belirli bir konsantrasyona ulastiginda hiicre
zarindaki reseptor proteinine baglanarak ve fosforilasyon/defosforilasyon kaskadi iizerinden
ilgili genin ifadesini aktive eden veya inhibe eden modifikasyonlar1 regiile etmektedir

(Monnet & Gardan, 2015).
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Sekil 2.5. Agr sistemi lizerinden oligopeptit sinyalizasyonuyla Gram pozitif bakterilerdeki QS mimarisi (X.
Zhao vd., 2020)

QS'ye miidahale etmek, bakteriyel viriilans1 inhibe ederek bakteriyel enfeksiyonlarla
miicadele etmek i¢in umut verici bir strateji olarak kabul edilir, bdylece antibiyotikler
yoluyla bir secilime sebep olmak ve direnc¢li organizmalarin baskin hale gelmesine olanak

saglamak yerine patojenlerin hastaliklara neden olma yetenegi bertaraf edilmis olmaktadir
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(Rasko & Sperandio, 2010; Rutherford & Bassler, 2012). 4. baumannii, Luxl ve LuxR
homologlarindan olusan, kromozomal olarak kodlanmis bir AHL'ye bagimli sinyal sistemine
sahiptir. Abal geni, 3-hidroksi-dodekanoil-(L) homoserin laktonun (3-OH-C12 HSL)
sentezinden sorumludur ve bu ligandin ayn1 kdkenli reseptorii, abaR tarafindan sentezlenir

(Niu vd., 2008).

Gilinitimiizde smirhi tedavi segenekleri sorununu ¢ézmek icin enfeksiyonlar ile
miicadeleye yonelik yeni tedavi stratejileri bulmak ¢ok 6nemlidir. Hiicreler aras1 bir iletisim
sistemi olan QS, AHL sinyal molekiillerini kullanarak bir¢ok organizmanin yiiksek hiicre
yogunluklarinda hastalik olusturma ve hayatta kalma genlerinin ekspresyonunu diizenledigi
artik iyi bilinmektedir; dolayistyla QS mikrobiyal enfeksiyonlarin olusumunda anahtar rol
oynamaktadir (Rutherford & Bassler, 2012). Cesitli calismalar antibiyotiklerin QS inhibit6r
aktivitesini gdstermistir. Streptomisinin A. baumannii'de QS'yi inhibe ettigi kesfedilmistir

(Seleem vd., 2020).

Antibiyotiklere direncin artti§1 ve yeni antibiyotiklerin kesfinde zorlanildig:
diisiiniildiiglinde, bakterilere viriilans 6zellik kazandiran QS mekanizmasinin inhibisyonu ile

enfeksiyonlarla miicadelede farkli bir pencere agilabilir.
3. GEREC ve YONTEM
3.1. Bakteri izolatlan

Calismaya Mart 2023 ile Ocak 2024 tarihleri arasinda Necmettin Erbakan
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi yogun bakim iinitelerindeki hasta drneklerinden izole
edilen 93 adet CRAB susu ve nadir izole edilen 6 non-baumannii susu dahil edilmistir.
Ornekler rastgele secilmis, ayni hastada iireyen ayni tiir bakteri suslarindan antibiyotik
duyarlilik profili farkli olanlar ¢alismaya dahil edilmistir. BD Phoenix otomatize sistemi
(Becton-Dickinson, ABD) ile yapilan antimikrobiyal duyarlilik testleri kalite kontrolii i¢in
E. coli ATCC 13848, E. coli ATCC 25922, E. coli NCTC 13476, P. aeruginosa ATCC
27853 ve K. pneumoniae ATCC 25955, MS MALDI-TOF kalite kontrolii i¢in E. coli ATCC
8739 standart suslart kullanilmigtir. Calisma 17.03.2023 tarihinde Necmettin Erbakan
Universitesi Ilag ve Tibbi Cihaz Dis1 Etik Kurulu tarafindan 2023/4257 karar sayis1 ve 13447

onay numarasi ile onay almistir.
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3.2. identifikasyon ve Antibiyotik Duyarhihk Testleri

Laboratuvara gonderilen 6rnekler koyun kanli agar ve EMB agar besiyerlerine ekilip 18-24
saat siireyle 37°C’de etiivde inkiibasyona birakilmistir. Ureme sonrasinda bakterilerin
tanimlama islemleri, matriks aracili lazer dezorpsiyon iyonizasyon ugus zamani kiitle
spektrofotometrisi (MALDI-TOF MS) teknolojisini kullanan VITEK ® 2 MS MALDI-TOF
(bioMerieux, Marcy 1'Etoile, France) ile yapilmigtir. Antibiyotik duyarliliklart BD Phoenix
otomatize sistemi (Becton-Dickinson, ABD) ile ¢alisilarak sistem tarafindan verilen MiK
degerleri Avrupa antimikrobiyal duyarlilik testi komitesi (EUCAST) kriterleri
dogrultusunda degerlendirilmistir. Kolistin ve tigesiklin duyarliliklar1 ve MIK degerleri sivi
mikrodiliisyon metoduyla dogrulanmistir. Yiiskek dozda duyarli suslar da direngli kabul

edilmisgtir.
3.3. DNA izolasyonu ve PCR Calismasi
3.3.1. DNA izolasyonu

Gerekli malzemeler:

3.2.1. Kimyasal Madde ve Coziiciiler

e Mutlak etil alkol (Reidel-Haen, Almanya)

e 2-propandiol (Merck, Almanya)

e Bidistile su

3.2.2. Alet ve Geregler

e Santrifiij (Sigma k-15-1, Almanya)

e -20 0C Derin dondurucu (Ugur Derin Dondurucu, Tiirkiye)
e -80 0C Derin dondurucu (Jouan, Danimarka)

e +4 0C Sogutucu (Bosch, Almanya)

e 1,5 mI’lik kapakli ependorf tiip (Krgen,Cin)

e 0,2 mI’lik kapakli PCR tiipii (Axygen, Cin)

e Distile su cihazi (Milli poreer, Eppendorf, Almanya)

® PCR cihazi Biorad T100
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e LightCycler 96 Roche

e High Pure PCR Template Kit (Cat. No. 11796828001, Roche Diagnostics GmbH

Mannheim, Almanya)
e BlasTaq™ 2X qPCR MasterMix
Prosediir:
Ornekler PBS ile resiispanse edilmistir.

1. Bir ependorfa 200ul PBS ile resiispanse edilen 6rnekten alinarak, 200 pl Binding buffer
ve 40ul Proteinaz K eklenmis ve +70°C’de 10 dk (dakika) bekletilmistir.

2. Uzerine 100ul Izopropanol eklenmis ve pipetaj yapilmustir.

3. Bu karigim kit icerisinde verilen filtreli tliplere konularak 1 dk 8000 g’de santrifiij

edilmigtir. Alttaki tiip atilarak filtre yeni toplama tiipiine aktarilmistir.

4. Filtreli tiipiin {izerine 500ul Inhibitor Removal Buffer eklenerek alt iist yapilmustir. 1 dk

8000 g’de santrifiij edilerek alttaki tiip atilmis ve filtre yeni toplama tliptine aktarilmistir.

5. Filtreli tiipiin lizerine 500ul. Wash Buffer eklenerek alt iist yapilarak karigtirllmigtir. 1
dk 8000 g’de santrifiij edilerek alttaki tiip atilir ve filtre yeni toplama tiipiine

aktartlmistir.

6. 5.adim tekrarlanmistir. Daha sonra alttaki tiipiin igerisindeki siv1 atilir ve tekrar filtreli

tiipe alinmigtir. Maksimum hizda 13.000 X g’de tekrar santrifiij edilmistir.

7. Filtreli tiip, steril 1.5ml ependorf tiipiin igerisine almmustir. Uzerine 200ul (daha
onceden +70 °C’de 1sitilmis) Elution Buffer eklenmistir. 1 dk 8000 g’de santrifiij

edilmistir.

8. Hemen calisilacaksa 2-8 °C’de, bekleyecek ise -20 °C’de saklanmustir.

3.3.2. Real Time PCR

BlasTaq™ 2X qPCR MasterMix igerisinde verilen kosullar saglanarak real time

PCR reaksiyon protokolii olusturulmustur.
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Tablo 3.1. RT-PCR Protokolii

icerik Hacim
ddH>O 3,8 ul
BlasTaq™ 2X qPCR MasterMix 10 pl
Forvard ve revers primer 0,6 ul
DNA 5ul
Toplam Hacim 20 pl

Her bir 6rnek icin yukaridaki protokole firma onerileri dogrultusunda galigilmistir.

Tablo 3.2. PCR Reaksiyon Sicaklik ve Siireleri

islem Siire ve Sicaklik
Denaturasyon 95°C de 180 sn.
Amplifikasyon 95°C de 10 sn.
Bu dongii 40 kez saglanir. (40 cycle, X °Cde30sn
Ramp-rite 1,6°C/sn, saniyedeki 1s1 degisimi) 72 °C de 5 sn
Melting Curve 95°C de 10 sn.

65 °C de 60 sn.

97 °C de continue (Acquisitions 3
per/°C)

Cooling 37 °C de 30 sn.

1X 1ik TAE ile 0,9 g Agarose ile % 1,5’luk jel hazirlanmis. PCR iiriinleri kuyucukara
yiiklenerek 60V’da 40 dk yiiriitiilmiistiir. Ardindan UV Transliiminator ile goriiniiteleme
yapilarak dogrulama saglanmigtir. Suslardan izole edilen DNA Titertek Berthold Colibri
Microvolume Spectro Nanodrop 6l¢iimii ile teyit edilmistir. PCR islemi i¢in kullanilan

primerler Tablo 3.3.’te gosterilmistir.

34



Tablo 3.3. Kullanilan Primerler

Gen Primer Dizisi Baglanma Kaynak
Sicakhgr

16srRNA F: TCAGCTCGTGTCGTGAGATG 59°C (Nurtop vd., 2019)
R: CGCTAAGGGCCATGATG 52°C

abal F: AAAGTTACCGCTACAGGG 54°C (Tang vd., 2020)
R: CACGATGGGCACGAAA 52°C

abaR F: TCCTCGGGTCCCAATA 52°C (Tang vd., 2020)
R: TAAATCTACCGCATCAA 46°C

AmpC F: TTATGCGGGCAATACACCA 57°C (Dou vd., 2017b)
R: CTGACAGAACCTAGCTCAAAAATG 57°C

blaOXA-23 F: GATCGGATTGGAGAACCAGA 57°C (Woodford vd.,
R: ATTTCTGACCGCATTTCCAT 53°C 2006)

blaOXA-24 F: GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA 57°C (Woodford vd.,
R: AGTTGAGCGAAAAGGGGATT 55°C 2006)

blaOXA-51 F: TAATGCTTTGATCGGCCTTG 55°C (Woodford vd.,
R: TGGATTGCACTTCATCTTGG 55°C 2006)

blaOXA-58 F: AAGTATTGGGGCTTGTGCTG 57°C (Woodford vd.,
R: CCCCTCTGCGCTCTACATAC 61°C 2006)

blaVIM F: GATGGTGTTTGGTCGCATA 55°C (Ellington vd.,
R: CGAATGCGCAGCACCAG 58°C 2007)

blaVIM-2 F: AACTCTTCTATCCTGGTGCTGC 58°C (Dou vd., 2017b)
R: TGCGTGACAACTCATAAATCG 58°C

blaIMP F: GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC 58°C (Ellington vd.,
R: CCAAACYACTASGTTATCT 52°C 2007)

blaSPM-1 F: AAAATCTGGGTACGCAAACG 55°C (Ellington vd.,
R: ACATTATCCGCTGGAACAGG 55°C 2007)

blaGIM-1 F: TCGACACACCTTGGTCTGAA 57°C (Ellington vd.,
R: AACTTCCAACTTTGCCATGC 55°C 2007)

blaSIM-1 F: TACAAGGGATTCGGCATCG 57°C (Ellington vd.,
R: TAATGGCCTGTTCCCATGTG 57°C 2007)

mcr-1 F: AGTCCGTTTGTTCTTGTGGC 57°C (Rebelo vd., 2018)
R: AGATCCTTGGTCTCGGCTTG 59°C

tetX F: GGAAACCGGCTAATGGCAT 57°C (He vd., 2019)
R: AATCCTACAAATGACAACGTCG 57°C
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3.4. istatistiksel Analiz

Kategorik degiskenler icin frekans ve ylizde tanimlayici istatistikleri verilmistir.
Kategorik degiskenlerin karsilastirilmasinda Ki kare ve Flsher exact testleri kullanilmistir.
Analizler R 4.3.2 (R Core Team,2024) programi ile yapilmistir. p<0.05 anlamli kabul

edilmisgtir.

4. BULGULAR

Bu c¢aligmadaki suslardan 67’si bronkoalveolar lavaj, 7°si balgam, 2’si beyin
omurilik sivisi, 2’si idrar, 13’1 kan, 2’si katater 6’s1 yara numunesinden izole edilmistir.
Nadir goriilen non-baumannii tiirlerin izole edildigi 4 6rnek poliklinik ve servislerdeki, geri
kalan 95 &rnek yogun bakim iinitelerindeki hastalardan almmustir. izole edilen suslardan
93’1 A. baumannii 2’si A. johnsonii, 2°si A. junii, 1’1 A. haemolitycus ve 1’1 A. Iwoffii olarak
tanimlanmistir. Suglarin birgogunun amikasin, gentamisin, imipenem, levofloksasin ve
meropeneme %88 ile %95 araliginda degisen oranlarda olmak {izere direngli oldugu tespit

edilmistir. Tlim izolatlarin antibiyotik diren¢ oranlar1 Tablo 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.1. izolatlarin Antibiyotik Direng Oranlari

n AK CIP CT GN IMP LEV MEM TGC SXT
A.baumannii n 90 92 1 87 93 91 93 31 63
(n:93) % 967 989 1,1 935 100 978 100 333 677
A.Johnsonii n 1 1 1 1 1 2 1 0 2
(n:2) % 50 50 50 50 50 100 50 0 100
A junii@m:2) 'm0 0 0 0 0 0 0 0 0

% 0 0 0 0 0 0 0 0 0
A. haemolitycus n | 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(n:1) % 0 0 0 0 0 0 0 0 0
A. calcoaseticus | n 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(n:1) % 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Toplam 1:99) 'n 91 93 2 88 94 93 94 31 | 65

% 919 939 2 88.8 949 939 949 313 656



Resim 4.1. Koyun kanli agar ve EMB agar ile tiretilmis 4. baumannii kolonileri

RT-PCR ¢alismasinda 53 izolatta hem abal hem abaR genleri tespit edilmistir ve bu
izolatlar QS (+) kabul edilmistir. 3 izolatta sadece abal geni tespit edilmisken , 15 izolatta

ise sadece abaR geni tespit edilmistir. 21 izolatta her iki gen de tespit edilememistir.
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Antibiyotik diren¢ genlerinden blaOXA-58, blaVIM, blaVIM-2, blaSPM, blaSIM-1,
mcr-1 ve tetX hicbir izolatta tespit edilememisken , AmpC geni 85, blaOXA-23 geni 77,
blaOXA-24 geni 22, blaOXAS51 geni 90, blaIMP ve blaGIM-1 genleri 1’er izolatta tespit

edilmisgtir.

A. baumannii izolatlarinda QS + lik oraninin non-baumannii izolatlara gére anlaml

derecede (p=0.008) yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Tablo 4.2. A. baumannii ve Non-baumannii suglarin QS istatistikleri

QS (+) n:53 QS (-) n:46 p degeri
A. baumannii 53 (56.99%) 40 (43.01%) 0.008
Non-baumannii 0 (0.00%) 6 (100.00%)

QS (+) izolatlarin antibiyotik direng diizeylerinin ise QS (-) izolatlara gore amikasin
, siprofloksasin, levofloksasin, imipenem ve meropenem igin istatistiksel olarak anlamli
derecede yliksek oldugu goriilmiistiir. QS (+) izolatlarda istatistiksel olarak anlamli olmasa
da tigesiklin ve gentamisin diren¢ oranlari daha yiikksek bulunmustur. Trimetoprim-
sulfametoksazol ve kolistine karst duyarlilik ise QS (-) izolatlar i¢in daha yiiksek seviyede
bulunmus ancak sadece trimetoprim-sulfametoksazol i¢in istatistiksel olarak anlamlidir.
Izolatlarn antibiyotik duyarliliklarinin QS ile iliskisine dair veriler Tablo 4.3.’te

gosterilmistir.

38



Tablo 4.3. izolatlarin Antibiyotik Duyarliliklar ve QS le iliskisi

AK (R)
AK (S)

CIP (R)
CIP (S)

CT (R)
CT (S)

GN (R)
GN (S)

IMP (R)
IMP (S)

LEV (R)
LEV (S)

MEM (R)
MEM (S)

TGC (R)
TGC (S)

SXT (R)
SXT (S)

Izolatlarin antibiyotik duyarliliklarinda QS genleri olan abal ve abaR’nin her biri

icin ayr1 ayr1 bir farklilik gdzlenmemistir. Iki ayr1 genin antibiyotik direnci ile iligkisi Tablo

4.4.’te gosterilmistir.

QS (+) n:53

53 (58.24%)
0 (0.00%)
53 (56.99%)
0 (0.00%)
0 (0.00%)
53 (54.64%)
50 (56.82%)
3(27.27%)
53 (56.38%)
0 (0.00%)
53 (56.99%)
0 (0.00%)
53 (56.38%)
0 (0.00%)
20 (64.52%)
33 (48.53%)
33 (47.14%)

20 (68.97%)

QS (-) n:46

38 (41.76%)
8 (100.00%)
40 (43.01%)
6 (100.00%)
2 (100.00%)
44 (45.36%)
38 (43.18%)
8 (72.73%)
41 (43.62%)
5 (100.00%)
40 (43.01%)
6 (100.00%)
41 (43.62%)
5 (100.00%)
11 (35.48%)
35 (51.47%)
37 (52.86%)

9 (31.03%)

p degeri

0.002

0.008

0.2

0.064

0.019

0.008

0.019

0.14

0.048
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Tablo 4.4. izolatlardaki QS Genleri abal/R ve Antibiyotik Duyarliliklarini iliskisi

QS Genleri
abal (-)
abaR (-)
abaR (+)
abal (+)
abaR (-)

abaR (+)

abal (-)
abaR (-)
abaR (+)
abal (+)
abaR (-)

abaR (+)

abal (-)
abaR (-)
abaR (+)
abal (+)
abaR (-)

abaR (+)

abal (-)
abaR (-)
abaR (+)
abal (+)
abaR (-)

abaR (+)

AK (R) n:91

21 (58%)

15 (42%)

2 (3.6%)
53 (96%)

CIP (R) n:93

22 (59%)

15 (41%)

3 (5.4%)
53 (95%)

CT (R) n:2

2 (100%)

0 (0%)

0 (NA%)
0 (NA%)

GN (R) n:88

22 (63%)

13 (37%)

3 (5.7%)

50 (94%)

AK (S) n:8

7 (100%)

0 (0%)

1 (100%)
0 (0%)

CIP (S) n:6

6 (100%)

0 (0%)

0 (NA%)
0 (NA%)

CT (S) n:97

26 (63%)

15 (37%)

3 (5.4%)
53 (95%)

GN (S) n:11

6 (75%)

2 (25%)

0 (0%)

3 (100%)

p degeri

0.077

0.054

0.076

>0.99

0.53

>0.99

0.69

>0.99
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abal (-)
abaR (-)
abaR (+)
abal (+)
abaR (-)

abaR (+)

abal (-)
abaR (-)
abaR (+)
abal (+)
abaR (-)

abaR (+)

abal (-)
abaR (-)
abaR (+)
abal (+)
abaR (-)

abaR (+)

abal (-)
abaR (-)
abaR (+)
abal (+)
abaR (-)

abaR (+)

IMP (R) n:94

23 (61%)

15 (39%)

3 (5.4%)
53 (95%)

LEV (R) n:93

23 (62%)

14 (38%)

3 (5.4%)
53 (95%)

MEM (R) n:95

23 (61%)

15 (39%)

3 (5.4%)
53 (95%)

TGC (R) n:31

8 (73%)

3 (27%)

0 (0%)

20 (100%)

IMP (S) n:5
0.14
5 (100%)
0 (0%)
>0.99
0 (NA%)
0 (NA%)
LEV (S) n:6
0.40
5 (83%)
1 (17%)
>0.99
0 (NA%) P Degeri
0 (NA%)
MEM (S) n:5
0.14
5 (100%)
0 (0%)
>0.99
0 (NA%)
0 (NA%)
TGC (S) n:68
0.72
20 (63%)
12 (38%)
0.55
3(8.3%)
33 (92%)
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abal (-)
abaR (-)
abaR (+)
abal (+)
abaR (-)

abaR (+)

SXT (R) n:70

21 (62%)

13 (38%)

3 (8.3%)

33 (92%)

SXT (S) n:29
0.46
7 (78%)
2 (22%)
0.55
0 (0%)
20 (100%)

Antibiyotik diren¢ genleri olan AmpC, blaOXA-23 , blaOXA-24 ve blaOXA-51"in

hepsi QS (+) izolatlarda QS (-) olan izolatlara kiyasla daya yiiksek oranda tespit edilmistir.
Ancak bu veriler blaOXA4-23 ve blaOXA-51 igin istatistiksel olarak anlamli iken AmpC ve

blaOXA-24 igin istatistiksel anlamlilik saptanmamustir. Izolatlardaki antibiyotik direng

genlerinin QS ile iligkisi Tablo 4.5.’te gosterilmistir.

Tablo 4.5. izolatlardaki Antibiyotik Direng Genlerinin QS le Iliskisi

blaOXA-23 (+)
bla0XA-23 (-)

blaOXA-24 (+)
blaOXA-24 (-)

blaOXA-51 (+)
blaOXA-51 (-)

AmpC (+)
AmpC (-)

QS (+) n:53

46 (59.74%)
7 (31.82%)
12 (54.55%)
41 (53.25%)
52 (57.78%)
1(11.11%)
46 (54.12%)

7 (50%)

QS (-) n:46

31 (40.26%)
15 (68.18%)
10 (45.45%)
36 (46.75%)
38 (42.22%)
8 (88.89%)
39 (45.88%)

7 (50%)

p degeri

0.021

>0.9

0.011

0.8

Izolatlarin antibiyotik diren¢ geni bulundurmasi agisindan AHL sinyallerini tantyan

QS reseptorlerini kodlayan abaR geni ile blaOXA-51 geni arasinda anlamli bir iliski tespit

edilmistir. abal ve diger direng genleri icin boyle bir veri tespit edilmemistir. Izolatlardaki

QS genleri abal ve abaR ile direng genleri arasindaki iligski Tablo 4.6.’te gosterilmistir.
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Tablo 4.6. izolatlardaki QS Genleri abal/R ve Diren¢ Genlerinin iliskisi

QS Genleri

abal (-)
abaR (-)
abaR (+)
abal (+)
abaR (-)

abaR (+)

abal (-)
abaR (-)
abaR (+)
abal (+)
abaR (-)

abaR (+)

abal (-)
abaR (-)
abaR (+)
abal (+)
abaR (-)

abaR (+)

abal (-)
abaR (-)
abaR (+)
abal (+)
abaR (-)

abaR (+)

blaOXA-23 (-) n: 15

12 (80%)

3 (20%)

0 (0%)
7 (100%)

blaOXA-24 (-) n:33

23 (70%)

10 (30%)

3 (6.8%)
41 (93%)

blaOXA-51 (-) n: 8

8 (100%)

0 (0%)

0 (0%)
1 (100%)

AmpC (-) n: 14

6 (86%)

1 (14%)

0 (0%)

7 (100%)

blaOXA-23 (+) n:28 p degeri
0.13
16 (57%)
12 (43%)
>0.99
3 (6.1%)
46 (94%)
blaOXA-24 (+) n:10 p degeri
0.28
5 (50%)
5 (50%)
>0.99
0 (0%)
12 (100%)
blaOXA-51 (+) n:35 p degeri
0.036
20 (57%)
15 (43%)
>0.99
3 (5.5%)
52 (95%)
AmpC (+) n:85 p degeri
0.39
22 (61%)
14 (39%)
>0.99
3 (6%)
46 (94%)
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5. TARTISMA

QS, bakteriyel biyofilm olusumunu, antibakteriyel ilag duyarliligini ve bakteriyel
viriilans1 etkilemektedir (Brackman vd., 2011; Jakobsen vd., 2012). Bu sistemin
inhibisyonunun, antibiyotige direngli patojenik bakteri tiirlerinin ortaya c¢ikmasiyla
miicadelede yararl bir terap6tik strateji olabilecegini diistintilmektedir (Cady vd., 2012; Koh
& Tham, 2011). Bu ¢alismanin amaci, ¢esitli klinik izolatlardan elde edilen Acinetobacter

spp. izolatlarinda QS ve antibiyotik direnci hakkinda literatiire katkida bulunmaktir..

Calismamizda arastirdigimiz izolatlarin antibiyotik duyarliliklarmma gore, A.
baumannii’nin birgok antibiyotige yiiksek oranda direncli oldugunu gosterdik. Meropenem
ve imipeneme karsi tiim 4. baumannii suslar1 direngliyken aminoglikozid ve kinolon grubu
antibiyotiklere kars1 %93-99, trimetoprim-sulfametoksazole ise yaklasik %68 oraninda
diren¢ goriilmiistiir. Kolistin ve tigesikline duyarlilik daha yiiksek olmakla birlikte direng
oranlan sirasiyla yaklasik %1 ve %33 tiir. Diinya genelinde antibiyotik duyarliligr i¢in
yapilan genis ¢apl aragtirmalar mevcuttur. AMRmap verilerine gére Rusya genelinde
2019-2021 yillart arasinda yogun bakim {initelerinden izole edilen 630 A. baumannii
susundaki meropenem ve imipenem direng oranlar1 yaklasik %94, kolistin yaklagik % 0,3,
tigesiklin yaklasik %28, trimetoprim-sulfametoksazol yaklasik % 71, siprofloksasin ise
%100 seklindedir (AMRmap, 2024).

Avrupa’da EARS-net verilerine goére 2022 yilinda 8.865 Acinetobacter spp.
izolatinda yapilan aragtirmaya gore meropenem ve imipenem direnci Fransa ve Almanya’da
%3-10 bandinda iken Yunanistan, Bulgaristan ve Italya’da bu oran %50-98 bandindadir ve
CAESAR verileri de Avrupa’daki bu verileri destekler mahiyettedir (CAESAR, 2023;
EARS-net, 2022). Tiirkiye’de ise CAESAR verilerine gore 2021 yilinda Acinetobacter spp.
diren¢ oranlar1 karbapenemler i¢in yaklasik %93, aminoglikozidler i¢in yaklasik %85,
kinolonlar i¢in yaklagik %94 tiir (CAESAR, 2023).

Bu farkliliklar muhtemelen antibiyotik direncinde gereksiz antibiyotik kullanimi ve
enfeksiyon kontrol onlemlerindeki eksikliklerin rol oynamasindan kaynaklanmaktadir.
Ozellikle A. baumannii basta olmak iizere Acinetobacter spp. direng oranlarinda son yillarda
gozlenmekte olan artig tiim diinyada enfeksiyon hastaliklar1 agisindan ciddi bir tehdit olmaya
devam etmektedir (CAESAR, 2023). Direngli Gram negatif bakterilerin tedavisinde

kullanilan karbapenem grubu antibiyotiklere kars1 yiiksek diizeyde direng olusu, polimiksin,
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yeni nesil karbapenem/beta-laktamaz inhibitorii kombinasyonlar1 gibi ila¢ gruplarinin

Onemini daha da arttirmaktadir.

Son on yilda, diinya ¢apinda non-baumannii tiirlerin neden oldugu SHiE’ler artan
sayida rapor edilmistir. 4. Iwoffii, A. junii ve A. haemolyticus gibi insan hastaliklariyla daha
az baglantil1 olan tiirler bile rapor edilmistir (Fitzpatrick vd., 2015; Shin & Park, 2017).

Calismamizda non-baumannii tiirler literatiirle uyumlu sekilde 4. banumannii’ye
kiyasla ¢ok daha duyarli bulunmustur. 4. haemolitycus, A. junii ve A. Iwoffii ¢aligilan tim
antibiyotiklere duyarliyken, A. johnsonii nispeten daha direncli bir profil ¢izmistir. Ancak 1
izolatin kolistine direng gelistirmesi dikkate degerdir. Ciinkii 6nce non-baumannii tiirlerin
kolistine A. baumannii'den daha sik diren¢li olduguna dair birgok yaym vardir. Cesitli
calismalarda A. nosocomialis'te kolistine kars1t 4. baumannii'ye kiyasla %6,5 ile %45,3
arasinda degisen yiiksek diizeyde bir direng rapor edilmistir (Huang vd., 2014; Y. C. Lee
vd., 2011; Yang vd., 2013). Ayrica non-baumannii tiirler i¢in Cin’de yapilan bir ¢alismaya
gore kolistine karst 4. baumanni’ye kiyasla 1-3 kat daha yiiksek bir diren¢ orani
gosterilmistir (Sheck vd., 2023). Diger taraftan Rusya genelinde son 2019-2021 yillart
arasinda izole edilen 111 non-baumannii susun antibiyotik duyarlilik verilerine gore kolistin
direnci %1,8 oranindayken bu oran 1448 A. baumannii izolati i¢in %0,4 olarak tespit
edilmistir (AMRmap, 2024). Az sayida non-baumannii 6rnekle ulastigimiz bu bulgular 4.
baumannii kadar olmasa da olas1 yeni diren¢ problemlerinin habercisi olabilir. Daha ¢ok

ornek ve daha farkli merkezlerde yapilacak ¢aligmalarla bu alan aydinlatilmalidir.

Bu ¢alismada antibiyotik duyarliliklar1 agisindan QS (+) ve QS (-) olan gruplar
arasinda karsilastirma yapilmis ve QS (+) suslarin kolistin ve trimetoprim-siilfametoksazol
haricindeki biitiin antibiyotiklere daha yiiksek diren¢ oranlarma sahip olmakla birlikte
ozellikle amikasin , siprofloksasin , levofloksasin , imipenem ve meropeneme karsi bu
farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Ayrica bu calismadaki acinetobacter
tiirleri arasindan 4. bhaumannii’nin non-baumannii tiirlere oranla ytiksek oranda QS (+) olusu
aklimiza evrimsel siirecte QS 6zelliginin viriilans 6zelliklerini kazanmada tiir i¢i seg¢ilimde

avantaj sagliyor olabilecegini getirmistir.

Calismamizda trimetoprim-siilfametoksazol direnci ise sasirtict sekilde QS (-)
grupta daha yiliksek bulunmustur. Bunun sebebi muhtemelen bu antibiyotigin QS sinyal
yolaklarinda olast bir inhibisyon yapiyor olusu olabilir. Bu agidan trimetoprim-

sulfametoksazol potansiyel bir QSI olarak arastirilabilir.
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Diger yandan kolistin direncinin non-baumannii tiirlerde daha yiliksek oranda
goriililyor olusu ve calismamizda non-baumannii tiirlerde QS 06zelliginin daha diisiik
diizeyde olusunu g6z oniinde bulunduracak olursak acinetobacter tiirlerindeki kolistine

diren¢ gelisim mekanizmalarinda QS etkisinin nispeten diisiik olabilecegini sdyleyebiliriz.

QS ve antibiyotik duyarlilik diizeylerine etkisi daha onceki caligmalarda rapor
edilmistir. Sinyal tiretimi engellenerek QS 06zelligi inaktive edilmis mutant 4. baumannii
(AbS-M) ve QS ozelligi aktif vahsi tip A. baumannii (AbS) arasindaki meropenem ve
piperacilin MIK diizeyleri AbS-M i¢in yar1 yartya azalmistir. Daha sonra ortama AbS-M nin
iiretemedigi AHL eklenmis ve QS 6zelliginin aktiflesmesi saglanmistir. AbS-M mutanti
AHL tedavisinden sonra meropenem ve piperacilin MIK diizeylerinde AbS seviyesini

yeninden yakalamistir (Dou vd., 2017a).

Tablo 5.1. Cesitli Calismalarda CRAB izolatlarinda Tespit Edilen blaOXA Genleri ve Yiizdeleri

n:lzolat sayist blaOXA- blaOXA- blaOXA- blaOXA-  Kaynak

%: Pozitiflik orant 23 d 31 58

Bu ¢alisma (n:99) n 77 22 90 0 -
% 71,7 22,2 90,9 0

Tiirkiye (n:72) n - - 56 10 (Vahaboglu vd., 2006)
% - - 77,8 13,8

Tiirkiye (n:172) n 166 0 172 5 (Boral vd., 2019)
% 96,5 0 100 2,9

Misir (n:40) n 36 36 38 0 (Tolba vd., 2019)
% 90 90 95 0

Giiney Afrika | n 77 0 99 - (Lowings vd., 2015)

(Tshwane  bolgesi) |

(n:100) % 77 0 99 -

Ispanya (n:83) n 0 - 83 16 (Ruiz vd., 2007)
% 0 - 100 19,3

Avusturya (n:114) 47 12 114 53 (Grisold vd., 2021)

41,2 10,5 100 46,5

Asya-Pasifik (10 | n 517 31 - 65 (Mendes vd., 2009)

tilkede)(n:544) 9% 95 5.6 ) 11.9 0

ABD (n:92) n 45 11 5 - (McKay vd., 2022)
% 48,9 11,9 5,4 -
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Daha onceki ¢aligmalarda QS’in bazi antibiyotik diren¢ genlerinin ekspresyonu
izerindeki indiikleyici etkileri gosterilmistir. Dou ve arkadaslar ise, beta-laktamaz genleri
blaOXA-51 ve AmpC ile efluks pompalarindan sorumlu Aded ve AdeB genlerinin mRNA
ekspresyon seviyelerinin AbS-M'de vahsi tip AbS ile karsilastirildiginda 6nemli 6l¢iide daha
diisiikk oldugunu, ancak AbS-M Kkiiltiirlinlin bir AHL ekstrakt1 ile desteklenmesi {izerine
seviyelerin diizeldigini gostermistir. Ancak mutant AbS-M susunda abal genindeki
transkripsyonun kontrol edilmemesi bu calismanin sinirlayict faktorlerinden sayilmistir
(Dou vd., 2017a). Bir bagka c¢alismada beta-laktamaz geni AmpCnin ifadesi, P.
aeruginosa'daki LasIR devresi tarafindan diizenlenmektedir. AHL sentetaz 06zelligini
saglayan Las/ gen mutanti AlasI'nin AmpC ekspresyonu, 3 gilin boyunca imipenem
maruziyeti altinda vahsi tip suslarla karsilastirildiginda 1/4'e diismiistiir (J. Zhao vd., 2015).
Ju ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada Salmonella enterica Serovar Dublin ile yapilan br
calismada LuxS geninin kaybi ile olusturulmus mutant sus ve vahsi tip biyofilm iiretimi
acisindan karsilastirildiginda, LuxS geni kaybinin biyofilm olusumunu arttirmak igin
biyofilmle ilgili gen ekspresyonunu aktive ettigi ve dolayili yoldan antibiyotik direncini

giiclendirdigi goriilmiistiir (Ju vd., 2018).

Baska bir calismada Gram negatif bakterilerde AHL reseptorii LuxR'nin bakteriyel
bir homologu olan béliinme inhibisyonu baskilayicisinin (SdiA) etkisizlestirilmesinin
bakteriyel c¢oklu ila¢ direncinden sorumlu olan efluks pompasi direng genleri acrd ve
acrBmin ekspresyonunu engelledigi ve AHL'lerin acrd4 ve acrB ekspresyonunu arttirmak

icin SdiA ile etkilesime girebilecegini ortaya koymustur (Rahmati vd., 2002).

P. aeruginosa PAO1 ve QS mutant1 suglarla yapilan bir bagka ¢alismada ise mutant
suslarin AmpC ekspresyonunun azaldigir ve ortama AHL sinyallerinin eklenmesi sonrasi
AmpC ekspresyon seviyelerinin yiikseldigi gézlenmistir. Bu ¢alismada ayrica PAO1’in sub-
inhibitér konsantrasyonda gelistirdigi ampisilin direncinin QS sistemi {lizerinden modiile

edildigi gosterilmistir (Y. Li vd., 2021).

Bu ¢alismada QS(+) izolatlarda AmpC, blaOXA-24, blaOXA-23 ve blaOXA-51
direng gen oranlarinin yiiksek olusu bize direng geni ekspresyon seviyelerinin yanisira direng
genlerini barindirmada da QS (+) tiirlerin daha avantajli olabilecegini diisiindlirmiistiir.
Fakat istatistiksel anlamlilik sadece blaOXA4-23 ve blaOXA-51 genlerinde saptanmistir.
Bildigimiz kadariyla literatiirde QS (+) bakterilerin QS(-) bakterilere kiyasla diren¢ geni
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oranlarina dair bagka bir ¢alisma yapilmamistir. Ancak yapilan bir arastirmada E. faecalis
QS iizerinden ayni baktateri popiilasyonundaki direncli olmayan bakterilerin direngli
bakterilere oranina gore antibiyotik direncinin yatay gen transferini kontrol ederken, toplam
popiilasyon yogunlugundaki varyasyona karst farklilhik gostermistir. QS fenomeni
iizerindeki bu degisiklik, daha karmasik organizmalardaki cinsel sistemlere benzer sekilde,
plazmidlerin daha maliyetli konjugatif transferine karsin yalnizca sansin yiiksek oldugu
durumlarda yatirim yapilmasina olanak tanidigi gosterilmistir (Banderas vd., 2020). Bu
bulgu yatay gen transferi yoluyla olusan antibiyotik direncinin temelinde QS sisteminin de
olabilecegini dolayisiyla QS 6zelligi aktif olan bakterilerdeki diren¢ genleri oraninin daha

yiiksek olma ihtimalinin oldugunu desteklemektedir.

Bu calismada QS 6zelliginin tespiti i¢in biyosensdrler araciligryla veya biyokimyasal
olarak AHL sinyallerinin tespiti yerine PCR ile abal/R genleri tespit edilmistir. Bu yontemin
daha pratik olmasinin yaninda bazi dezavantajlari vardir. Bunlardan biri ayni1 bakteride
bilinmeyen farkli sinyal {retim yolaklarin1 kodlayan QS geni homologlarinin olma
ihtimalidir. Bir diger sinirlayici faktor ise tespit edilen genlerin eksprese olmama ihtimalidir.
Hem gen diizeyinde QS ifadesinin tespiti hem de sinyalizasyonun biyosensorler veya
biyokimyasal metodlar yardimiyla gosterilebilmesi ile yapilabilecek yeni aragtirmalara

ihtiyag vardir.
6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada A. baumannii i¢in QS genleri abal ve abaR varliginin amikasin,
siprofloksasin, levofloksasin, imipenem ve meropenem diren¢ oranlarini arttirttirdigi
gosterilmistir. Bulgularimiz MDR  A. baumannii enfeksiyonlar1 ile miicadelede QS
inhibisyonunun olumlu sonugclar1 olabilecegini desteklemektedir ve QS inhibitorleri ile
yapilacak in vitro ve in vivo deneyler bu alanda fayda saglayabilir. Ancak bu alanda daha

ileri ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

Ayrica ¢alismamizda QS genleri abal ve abaR varliginin basta blaOXA-23 ve
blaOXA-51 genleri olmakla birlikte AmpC ve blaOXA-24 varlig ile iligkili olabilecegi
gosterilmistir. Bu bulgumuz QS sistemlerinin yatay gen transferi iizerinde segici etki
olusturduguna dair literatiirdeki az sayidaki ¢aligmay1 desteklemektedir. Antibiyotik direng
genlerindeki yatay gen transferi yoluyla yayilimin QS ile iligkisi hakkinda daha kapsamli

caligmalara ihtiya¢ vardir.
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Diger yandan ¢alismamizda nan-baumannii izolatlarda QS genlerine
rastlanmamistir. Bu bulgular QS’in A.baumannii nin non-baumannii tiirlere kiyasla daha
viriilan bir tiir olmasinda rol oynamis olabilecegini akla getirmektedir. Bakterilerdeki QS
sistemleri ve tiir i¢i segilim siireclerine olan etkisi hakkinda yapilacak yeni ¢aligmalar ,

direncli kokenlerin ortaya ¢ikisi ile ilgili yeni bir bakis agis1 olusturabilir.
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