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OZET

Acinetobacter spp. izolatlarinda beta-laktam antibiyotiklere direncin ana mekanizmas: beta-laktamaz enzimlerinin
iiretimidir. Karbapenemlere direng cogunlukla metallo-beta-laktamaz ve karbapenemleri hidrolize eden oksasilinazlarin sentezi
ile ilgilidir. Genis spektrumlu beta-laktamlara direng genellikle kromozomal AmpC enzimlerinin asirt sentezlenmesi veya
genislemis spektrumlu beta-laktamazlarm iiretiminden (GSBL) kaynaklanmakadir. Dis membran gegirgenliginde azalma,
penisilin baglayan proteinlerin modifikasyonlari, aktif pompa sistemleri gibi diger mekanizmalar da antibiyotiklere direng
gelisimine katkida bulunur. Direng genleri transpozonlar, integronlar ve associated insertion sequence (IS) elementleri veya
plazmidler iizerinde bulunmaktadir.

Anahtar sozciikler: Acinetobacter spp., beta-laktamazlar, cogul direng, efluks pompalar:

SUMMARY
Mechanisms of Resistance and Methods for Detection of Drug Resistance

One of the main mechanisms of resistance to beta-lactam molecules in Acinetobacter spp. is the production of beta-
lactamases. Resistance to carbapenems is mostly related to production of metallo-beta-lactamases or carbapenem-hydrolyzing
oxacillinases. Resistance to broad-spectrum cephalosporins usually results from overexpression of the natural AmpC-type
enzyme or from production of extended-spectrum beta-lactamases. Other resistance mechanisms such as decreased permeabi-
lity modification of PBPs or active efflux pumps contribute to resistance against antibiotics. The resistance genes have been

found on transposons, integrons and associated insertion sequence (IS) elements or plasmids.

Keywords: Acinetobacter spp., beta-lactamases, efflux pumps, multi-drug resistance

Acinetobacter cinsi igerisinde 23 tiir bulun-
makla birlikte Acinetobacter baumannii insan
infeksiyonlarinda en sik izole edilen tiirdiir®.
Nozokomiyal infeksiyonlarda énemli rol oyna-
yan A.baumannii siklikla hastanede yatan hasta-
larda solunum yolu infeksiyonu, 6zellikle venti-
latorle iligkili pnomoni etkenidir®. Bunun disin-
da tiriner sistem infeksiyonu, bakteremi, menen-
jit deri ve yumusak doku infeksiyonu gibi infek-
siyonlara neden olmaktadir. Bu cinste bulunan
bakterilerde genis-spektrumlu beta-laktamlar,
aminoglikozidler, florokinolonlar ve karbape-
nemleri de kapsayan ¢ogul antibiyotik direnci-
nin ortaya ¢ikmasi ciddi infeksiyonlarin tedavi-
sini zorlastirmaktadir. Acinetobacter cinsi bakte-
riler gesitli beta-laktam antibiyotiklere intrensek
direngli olmasinin yani sira diger kazanilmis
farkli mekanizmalarla antibiyotiklere direng

kazanir. A.baumannii izolatlarinda beta-laktam
antibiyotiklere direncin ana mekanizmasi beta-
laktamaz enzimlerinin {iretimidir. Karbapenem-
lere diren¢ metallo-beta-laktamaz ve karbape-
nemleri hdrolize eden oksasilinazlar ile ilgilidir.
Genis spektrumlu beta-laktamlara direncin
nedeni ise kromozomal AmpC enzimlerinin
asir1 sentezlenmesi veya genislemis spektrumlu
beta-laktamaz (GSBL) enzimlerini sentez eden
genlerin kazanilmasindan kaynaklanmaktadir®.
Bunlarin disinda dis membran gegirgenliginde
azalma, penisilin baglayan proteinlerin modifi-
kasyonlari, aktif pompa sistemleri ve azalmis
porin ekspresyonu gibi gesitli mekanizmalarla
da antibiyotiklere direng gelismektedir. Penisilin
ve sefalosporinlere direng genellikle AmpC tipi
kromozomal beta-laktamazlardan kaynaklan-
maktadir. A.baumannii’de karbapenem direncin-
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den sorumlu enzimler Simif A KPC, Sinif B IMP,
VIM ve NDM tipi metallo-beta-laktamazlar,
Sinif D kazanilmis OXA 23, 40, 58 ve 163 tipi
karbapenemazlardir®. A.baumannii’de en sik
saptanan GSBL enzimleri VEB, GES veya PER
enzimleridir, TEM ve SHV'nin tiirevleri daha az
siklikta bildirilmektedir®. Direng genleri trans-
pozonlar, integronlar ve associated insertion
sequence (IS) elementleri veya plazmitler {ize-
rinde bulunmaktadir. A.baumannii’de karbape-
nem direnci porin proteinlerindeki degisiklikler,
penisilin baglayan proteinlerdeki modifikasyon-
lar ve Smif B veya simf D beta-laktamazlar
sentezleyen genlerin kazanilmasiyla iligkilidir.
A.baumannii’de karbapenem direncine neden
olan en yaygin beta-laktamaz tipi bu tiire spesi-
fik olan kazanilmis oksasilinazlardan OXA-23,
OXA-40, OXA-58, OXA-143 enzimleri serin beta-
laktamazlardir®®. Ayrica OXA-51 tip dogal oksa-
silinazin asir1 tiretimi de kazanilmig karbape-
nem direncine neden olmaktadir. Oksasilini
klasik penisilinlerden daha hizli hidrolize etme-
leri nedeniyle oksasilinazlar olarak tanimlan-
mislardir. Klavulanik asit ve EDTA ile zayif bir
inhibisyon gosterirler, tazobaktam ve sulbak-
tamdan etkilenmezler, in vitro olarak NaCl, (100
mM) ile inhibe olurlar. Genel olarak oksasilinaz-
lar, seftazidim, sefotaksim ve aztreonami ya hig
hidrolize etmezler ya da zayif bir sekilde hidro-
lize ederler®. OXA tipi karbapenemazlarin cogu
imipenem ve 06zellikle meropeneme kars: zayif
hidrolitik aktivite gosterirler. Ayrica dig memb-
ran proteinlerinin kayb1 veya efluks pompalari-
nin artmis aktivitesi ile birlikte olduklarinda
daha genis spektrumlu direncin gelismesine
neden olurlar. Kazanilmis Sinif D beta-laktamaz
genleri cogunlukla Sinif 1 integron veya IS ele-
mentleri tizerinde bulunurlar®®.

A.baumannii’de kolistin direnci bakteri
hiicre membranindaki lipopolisakkaritin modi-
fikasyonu, aminglikozidlere direng ise amino-
glikozid modifiye eden enzimler ve/veya efluks
pompalari ile olusmaktadir.

Son zamanlarda yapilan cesitli arastirma-
lar Gram negatif bakterilerde ¢ogul dirence
neden olan aktif efluks pompalarinin roliine
odaklanmigtir®”1®). Bakterilerde ¢ogul direngten
sorumlu aktif pompalarla ilgili bes aile tanim-
lanmistir; “Multidrug and toxic compound ext-
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rusion (MATE)” ailesi, “resistance-nodulation—
cell division (RND)” ailesi, “adenosine triphosp-
hate (ATP)-binding cassette (ABC)” ailesi,
“major facilitator siiperailesi (MFS)” ve “small
multidrug resistance (SMR)” ailesi®101221:23),
A.baumannii izolatlarinda RND sistemi en yay-
gin olarak bulunmaktadir. Bu ailede bulunan
AdeABC, AdelJK ve AdeFGH tipi atim pompa-
larinin aktive olmasi ile antibiyotikler, boyalar,
biyositler, deterjanlar ve antiseptiklere kars:
diren¢ gelismektedir. RND ailesinin disinda
AmyA (MFS ailesi) ve AbeM (MATE ailesi) atim
pompa sistemleri de A.baumannii izolatlarinda
bildirilmistir. Bakterilerdeki pompa sistemleri,
substratlari olan ilaglardan herhangi birinin kul-
lanimi ile indiiklenebilir ve tiim substratlara
kars1 direng gelisimine neden olur. Spesifik
pompa inhibitorleri pompalarin aktivitelerini
baskilar ve bu suslar A.baumannii infeksiyonla-
rinda yaygin olarak kullanilan ilaglara duyarh
olarak bulunur. Bu bakterilerde aktif pompa
sistemlerinin gesitli antibiyotik smiflarina karsi
direng gelisimindeki rolii, Carbonyl Cyanide
M-Chlorophenylhydrazone (CCCP) gibi bir
inhibitoriin kullanildig1 in vitro sinerji veya ilag
akiimiilasyon deneyleri ile anlagilabilir®. In
vitro sinerji testlerinde [MC-207,110 (phenyla-
lanyl-arginyl-B-naphthylamide)], CCCP veya
1-(1-naphthylmethyl)-piperazine (NMP) gibi
inhibitorlerin eklenmesiyle antibiyotiklerin
minimum inhibisyon degerlerinde (MIK) dort
kat veya daha fazla azalma olmas: anlaml ola-
rak degerlendirilmektedir. CCCP inhibitorii
disinda PABN inhibit6rii eklenince gentamisin,
tobramisin, kloramfenikol, cesitli beta-laktamlar
ve tigesiklinin MIK degerlerinde azalma oldugu
cesitli calismalarda gosterilmistir®™. Diger bir
calismada ¢ogul direncli A.baumannii izolatlarin-
da diger bir efluks pompa inhibitorii olan
1-(1-naphthylmethyl)- piperazine (NMP) analiz
edilmis ve aktivitesi PABN ile karsilagtirilmistir.
Diisiik konsantrasyonda (25 mg/L) rifampisin
ve klaritromisinin MiK degerlerinde azalmaya
neden olmus ve yiiksek konsantrasyonlarda
(100 mg/L) kullanildiginda ise NMP PafiN’den
daha aktif bulunmusgtur®.

Mikrobiyoloji laboratuvarinda kullanilan
fenotipik testler: Karbapenemleri hidrolize



eden enzimler, karbapenemleri ve diger beta-
laktamlar: hidrolize etmek agisindan farkli nite-
likleri olan c¢esitli enzimlerden olusmaktadir.
KPC, OXA ve MBLler plazmit, integron ve
transpozonlar gibi hareketli elementler iizerinde
bulunduklarindan dolayi, direng yayilimini
sinirlamak ve tedaviye yon vermek amaciyla
karbapenem direng tiplerinin rutin mikrobiyolo-
ji laboratuvarlarinda tespit edilmesi gerekmek-
tedir.

Acinetobacter tiirlerinde GSBL'leri sapta-
mak i¢in gelistirilmis standart bir yéntem bulun-
mamaktadir. Karbapenemazlarin identifikasyo-
nu igin gesitli fenotipik yontemler gelistirilmistir
ve bu testler bu enzimlerin spesifik inhibitorleri
kullanilarak belirlenebilmektedir. Fenotipik test-
lerin klinik laboratuvarlarda rutin olarak hizli
ve dogru olarak uygulanmasi klinik ve epidemi-
yolojik agidan 6nemlidir.

Modifiye Hodge testi (MHT): MHT testi
Enterobacteriaceae ailesinde karbapenem grubu
antibiyotikler i¢in saptanan ertapenem igin >0.5
mg/L, imipenem, meropenem icin MIK degeri
>1 mg/L ise KPC tipi karbapenemaz aktivitesini
belirlemek icin tarama testi olarak kullanilmakla
birlikte, diger karbapenemazlardan ayirimini
yapamamaktadir®. Bu test KPC, OXA ve MBL
enzimlerinin hepsini birden tespit edebilmesi
nedeniyle oldukca kullanish bir yontemdir.

KPC tipi karbapenemazlarin tespiti igin
inhibitor olarak boronik asit (3 aminofenil boro-
nik asit), metallo-beta-laktamazlarin tespiti icin
etilen diamin tetraasetik asit (EDTA) ya da dipi-
kolinik asidin inhibitér olarak kullanilmasi 6ne-
rilmektedir®?. NDM-1'de diger MBL enzimleri
gibi EDTA ile inhibe edilir®. E-test, kombine
disk sinerji testi veya disk sinerji testleri, bu
enzimlerin EDTA ya da 2-merkaptopropionik
asit (2-MPA) gibi metal selatorler varliginda
inhibe olma 6zelliginden faydalanarak gelistiril-
misgtir.

OXA enziminlerini tespit eden giivenirligi
onaylanmis ve standardize edilmis fenotipik bir
test giiniimiize kadar gelistirilememistir. Bu
enzimler ancak PCR gibi molekiiler yontemler
kullanilarak tespit edilebilmektedir®.

Karbapenemazlar1 saptamak icin kullani-
lan diger testler izoelektrik odaklama yontemi
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(IEF) ve spektrofotometrik yontemlerdir®.
Tanimlama icin enzim kinetikleri, substrat hid-
roliz ve inhibisyon 6zellikleri spektrofotometrik
yontemlerle saptanabilir. Yaygin olarak uygu-
lanmakla beraber izoelektrik noktalar sadece
enzim ailesi hakkinda bir fikir verebilir.

Molekiiler yontemler: Karbapenemazlarin tes-
bit edilmesinde genotipik yontemler de kullanil-
maktadir. Genotipik yontemlerin fenotipik yon-
temlere gore duyarliligi daha yiiksektir.
Bakterinin karbapenemaz geni tastyip tasimadi-
g1in1, enzimi ve tipini PCR y6ntemi ile saptamak
olasidir. DNA problar1 kullanilarak da bu direng
genleri tesbit edilebilir®>'®. Molekiiler yontem-
lerin altin standardi ise dizi analizi, protein ana-
lizi ve klonlama y6ntemleridir®!”.

Ulkemizde de en sik izole edlen tiir olmas1
nedeniyle ozellikle A.baumannii izolatlarinda
karbapenem direncine neden olan enzimlerin
prevalansinin belirlenmesi i¢in ¢ok merkezli
calismalara ihtiya¢ bulunmaktadir. Sadece feno-
tipik yontemlerin uygulanmas: yeterli degildir,
fenotipik test sonucu pozitif bulunan izolatlarda
daha ileri karakterizasyon molekiiler yontemler
kullanilarak yapilmalidir. Direng yayilimini
sinirlamak ve tedaviye yon vermek amaciyla
direng tiplerinin rutin mikrobiyoloji laboratu-
varlarinda tespit edilmesi ve epidemiyolojik
analizlerinin yapilmasi gerekmektedir, ancak bu
sekilde gercek prevalans hakkinda bilgi sahibi
olunabilir.
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