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Karbapeneme Direncli Acinetobacter baumannii Suslarinda
OXA Tipi Karbapenemaz Genlerinin Dagiliminin Gergek Zamanl
Polimeraz Zincir Reaksiyonu Yontemiyle incelenmesi
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Ozet

Amag: Karbapenemler, Acinetobacter baumannii infeksiyonlari-
nin tedavisinde kullanilan en 6nemli genis spektrumlu antibiyo-
tiklerdir. Fakat diinya genelinde karbapenemlere direng gittikge
artmaktadir. Bu calismamizda, karbapenem direnci saptanan A.
baumannii suslarinda gozlenen OXA tipi karbapenemaz genleri-
nin dagihimini, gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
yontemiyle incelemeyi ve epidemiyolojik veri sunmay1 amacladik.
Yontemler: Ocak 2016-Ocak 2018 arasinda klinik 6rneklerden
izole edilen karbapeneme direncli 20 A. baumannii susu calis-
maya dahil edildi. Bu suslardan DNA izolasyonlari gerceklesti-
rildi ve OXA-23, OXA-24, OXA-51 ve OXA-58 karbapenemazla-
rinin genlerine spesifik primer ve TagMan problari kullanilarak
gercek zamanl PCR yontemiyle OXA karbapenemaz genlerinin
dagilhimi incelendi.

Bulgular: Karbapeneme direncli A. baumannii suslarinin 16
(%80)’sinin duyarli oldugu tigesiklin bu suslara bagli infeksiyonlar
icin en iyi segenekti. Tum suslarda bla,,, ., saptanirken, bla,, ,,
sadece 1(%5) susta saptandi. Yirmi sustan 10 (%50)'unda bla,,, ,,
ve blag,, ., birlikteligi vardi.

Sonuclar: Karbapeneme direncli A. baumannii suslarindaki
OXA tipi karbapenemazlarin dagihminda bla,,,, ve blag,,,
birlikteliginin daha sik olmasi dikkati cekmistir. Gergek zamanh
PCR gibi hizli ve givenilir sonug verebilecek tekniklerle, boyle
direncli suslarin rutin strveyanslari yapildiginda degerli epide-
miyolojik veriler elde edilebilir.
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Anahtar Sozciikler: Acinetobacter baumannii, OXA tipi karba-
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Abstract

Objective: Carbapenems are the most important broad spectrum
antimicrobials used in the treatment of Acinetobacter bauman-
nii infections, but resistance to carbapenems is increasing world-
wide. In this study, we aimed to investigate the distribution of
OXA-type carbapenemase genes observed in carbapenem-resis-
tant A. baumannii strains by real-time polymerase chain reaction
(PCR) method and to provide epidemiological data.

Methods: Between January 2016 and January 2018, 20 carbape-
nem-resistant A. baumannii strains from clinical specimens
were included in the study. DNA isolations were performed,
and distribution of OXA-type carbapenemase genes were ex-
amined using primers and TagMan probes specific to genes
of OXA-23, OXA-24, OXA-51 and OXA-58 carbapenemases by
real-time PCR method.

Results: Tigecycline was the best choice for carbapenem-resis-
tant A. baumannii strains, of which 16 (80%) were susceptible
to this antimicrobial. bla,, ., was detected in all strains, while
blag,, ,, was detected in only 1 (56%) strain. Of 20 strains, 10
showed the presence of bla,, ,, and bla,,, ., simultaneously.
Conclusions: Simultaneous occurence of bla,,, ,, and bla,, .,
is remarkable in terms of distribution of OXA-type carbapen-
emases in carbapeneme-resistant A. baumannii strains. Valuable
epidemiological data can be obtained by performing routine
surveillance of such strains by means of techniques that can
produce fast and reliable results such as real-time PCR.
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Giris

Acinetobacter baumannii, zorlu kosullara karsi ylksek
toleransi nedeniyle, hastanelerde nozokomiyal infeksiyonla-
ra neden olabilen dnemli bir firsat¢l patojendir (1,2). Birgok
calismada, A. baumannii’nin antimikrobiyallere karsi c¢ok
hizl bir sekilde direng gelistirdigi ve klinik 6rneklerden ¢oklu
ila¢c direncli (MDR) suslarin izole edildigi bildiriimektedir (3).
MDR suslarin ortaya cikisi, infeksiyonlarin tedavisinde genis
spektrumlu antibiyotiklere basvurulmasini gerektirmektedir
(4). A. baumannii infeksiyonlarinin tedavisinde 1990’larin
sonundan itibaren karbapenemler kullaniimaya baslanmistir
(5). A. baumannii infeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan en
onemli genis spektrumlu antibiyotikler olmakla birlikte diin-
ya genelinde karbapenemlere direng bildiren yayin sayisi da
gun gectikce artmaktadir (6). Karbapenemlere karsi gelisen
direncin molekiiler temelinde, kombine olarak, hem oksasi-
linaz (OXA) tipi karbapenemazlarin sentezlenmesinde artis,
hem de enzimatik olmayan mekanizmalar sorumlu tutulmak-
tadir (4). OXA tipi karbapenemazlar, karbapenem direnciyle
iligkili B-laktamaz Gretimine neden olan grup 2 (Ambler sinif
D) enzim kimeleridir. Bu kiimeyi temsilen de karbapenem
hidrolize eden enzimlerle iliskili, genellikle dogal olarak bu-
lunan OXA-51 ve kazanilmis OXA-23, OXA-24 ve OXA-58 6ne
ctkmaktadir (6,7).

Karbapeneme direncli suslar, tedavisi zor ve mortalite
hizi yiiksek infeksiyonlarla kendini gésterdigi icin bu dirence
neden olan karbapenemaz genlerinin dagiliminin incelenme-
si onemlidir (8). Ayrica klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
kullanilan fenotipik antibiyotik duyarlilik testleri, coklu diren-
ce sahip suslar icin glvenilir olmayabilmekte ve sonuclarin
alinmasi igin glinler gerekmektedir. Molekiler biyoloji temelli
tekniklerle susun tasidigi gen, genotipik olarak, klasik yon-
temlere gore daha hizli belirlenebilmektedir (6). Bu bilgiler
iIsiginda, karbapenem direnci saptanan A. baumannii susla-
rinda OXA tipi karbapenemaz genlerinin dagilimini gercek
zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile incelemeyi ve
epidemiyolojik veri sunmay! amacladik.

Yontemler

Calismada, 2016 Ocak-2018 Ocak tarihleri arasinda iki yil-
lik donemde c¢esitli kliniklerde yatan hastalarin klinik 6érnek-
lerinden elde edilen karbapeneme direncli 20 A. baumannii
susu kullanildi. Ayni hastadan izole edilen suslardan sadece
biri calismaya dahil edildi.

Karbapeneme direncli A. baumannii suslarinin tanim-
lanmasi ve antibiyotik duyarlliklarinin belirlenmesi: Suslar,
Gram boyamasi, oksidaz testi, li¢ sekerli demirli besiyerin-
de Ureme ve hareket 6zelligi gibi konvansiyonel yontemle-
rin yani sira, Phoenix™ 100 (Becton Dickinson, Sparks, MD,
ABD) otomatize sistemi kullanilarak Gretici firmanin 6ne-
rileri dogrultusunda tanimlandi. Amikasin, aztreonam, se-
fepim, seftazidim, siprofloksasin, meropenem, imipenem,
ertapenem, ampisilin-sulbaktam, piperasilin-tazobaktam,
trimetoprim-stlfametoksazol ve tigesikline duyarliliklarinin
tespiti icin Mueller-Hinton agarinda disk difizyon yontemi
kullanildi (9). Clinical and Laboratory Standards Institute
(10) sinir degerleri dikkate alindi.

DNA izolasyonu: Karbapeneme direngli A. baumannii
suslarindan genomik DNA izolasyonlari High Pure PCR Temp-
late Preparation Kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Almanya) kullanilarak Gretici firmanin direktifleri dogrultu-
sunda gerceklestirildi. Elde edilen DNA’lar, gercek zamanli
PCR iglemleri yapilana kadar -20°C’de saklandi.

OXA tipi karbapenemazlarin gercek zamanl PCR ile sap-
tanmasi: Calismaya dahil edilen karbapeneme direncli 20 A.
baumannii susundan elde edilen DNA'lar, LightCycler® 480 Il
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Almanya) sistemiyle,
OXA-23, OXA-24, OXA-51 ve OXA-58 karbapenemazlarinin
genlerine spesifik primer ve TagMan problari kullanilarak
Uretici direktifleri dogrultusunda incelendi (6). Karbapene-
maz genlerinin saptanmasinda kullanilan primer ve prob dizi-
leri Tablo 1'de gosterilmistir.

Gercek zamanli PCR calismasinda spesifik primer ve
problarla birlikte LightCycler® 480 Probes Master (Roche Di-
agnostics GmbH, Mannheim, Almanya) kiti kullanildi. Gergek

Tablo 1. 0XA-23, 0XA-24, 0XA-51 ve OXA-58 Tipi Karbapenemaz Genlerini Saptamak icin Kullanilan Primer ve Prob Dizileri

Primer/Prob Oligoniikleotid Dizisi (5'—3’)

Pozisyon GenBank® No.  Amplikon Boyu (bp)

OXA-23-FOR  GACACTAGGAGAAGCCATGAAG 351-372
OXA-23-REV  CAGCATTACCGAAACCAATACG 445-466
OXA-23 Prob  6-FAM-CCAGTCTATCAGGAACTTGCGCGA-BHQ-1 385-408 HM772981.1 116
OXA-24-FOR  GATGACCTTGCACATAACCG 550-569
OXA-24-REV. CAGTCAACCAACCTACCTGTG 680-700
OXA-24 Prob  TET-AGTAACACCCATTCCCCATCCACTTTT-IABKFQ 652-678  AJ239129.2 151
OXA-51-FOR  TGTCTAAGGAAGTGAAGCGTG 431-451
OXA-51-REV  AACTGTGCCTCTTGCTGAG 524-542
OXA-51Prob  TexRd-XN-ACTTGGGTACCGATATCTGCATTGCC-BHQ-2 460-485 CP001182.1 112
OXA-58-FOR  AAGATTTTACTTTGGGCGAAGC 356-377
OXA-58-REV  CAACTTCCGTGCCTATTTGC 477-496
OXA-58 Prob  Cy5-TGGACCAATACGACGTGCCAATTCT-IAbRQSp 408-432  CP000864.1 141

FOR: “forward”, REV: “reverse”, bp: “base pair”, 6-FAM, BHQ-1, TET, IABkFQ, TexRd-XN, BHQ-2, Cy5, IAbRQSp: floresan boyalar.
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Tablo 2. Karbapeneme Direncli Acinetobacter baumannii
Suslarinin Disk Difiizyon Testiyle Antimikrobiyal Ajanlara
Duyarhliklar

Antimikrobiyal Duyarh Orta Direncli
Ajan Sayi (%) Sayi (%) Sayi (%)
Amikasin 4 (200 0 (0) 16 (80)
Ampisilin-sulbaktam 1 (5) 0 (0) 19 (95)
Aztreonam 0 (0) 1 (5) 19 (95)
Ertapenem 0 (0) 0 (0) 20 (100)
Meropenem 0 (0) 0 (0) 20 (100)
imipenem 0 (0) 0 (0) 20 (100)
Piperasilin-tazobaktam 1 (5) 0 (0) 19 (95)
Seftazidim 0 (0) 0 (0) 20 (100)
Sefepim 0 (0) 0 (0) 20 (100)
Siprofloksasin 0 (0) 0 (0) 20 (100)
Sulfametoksazol-trimetoprim 2 (10) 0 (0) 18 (90)
Tigesiklin 16 (80) 0 (0) 4 (20)

Tablo 3. Karbapeneme Direncli Acinetobacter baumannii
Suslarinda OXA Tipi Karbapenemaz Genlerinin Dagilimi

OXA Karbapenemaz Pozitif Negatif

Genleri Sayi (%) Sayi (%)
blag,, ,, 12 (60) 8 (40)
blag,, ,, 1 (5) 19 (95)
blagy, -, 20 (100) 0 (0)
bla 8 (40) 12 (60)

OXA-58

Tablo 4. Karbapeneme Direncli Acinetobacter baumannii
Suslarinda OXA Tipi Karbapenemaz Gen Kombinasyonlarinin
Dagilimi

OXA Karbapenemaz Genlerinin

Kombinasyonu Say!1 (%)
blag,, ., 1 (5)
blagy, ,; + blagy, s, 10 (50)
bla,,, ,, + bla ., -, 1 (5)
blag,, ., + blag,, 6 (30)
blag,, ,, + blag,, o, + blag,, . 2 (10)

zamanl PCR protokolu olarak 95°C'de 10 dakika denatiiras-
yonu takiben, amplifikasyon 95°C’de 30 saniye ve 60°C’da 60
saniye suresince 45 siklus olarak gergeklestirildi.

Bulgular

Karbapeneme direncli A. baumannii suslarinin antimik-
robiyal ajanlara duyarhliklari incelendiginde en iyi secenegin
tigesiklin (%80) oldugu bulundu. Tigesiklini, amikasinin takip
ettigi ve bu antibiyotik icin karbapeneme direngli suslarin
%20 duyarlilia sahip oldugu saptandi (Tablo 2).

Calismamiza dahil edilen karbapeneme direncli 20 A. ba-
umannii sugsunun tamaminda bla,,, ., saptanirken, bla
sadece 1 (%5) susta saptandi (Tablo 3).

OXA tiplerinin suslardaki dagilimi incelendiginde 10
(%50) susta bla ve bla birlikteliginin oldugu, bunu 6
(%30) susla bla ve bla birlikteliginin takip ettigi ve 2
(%10) susta bla bla birlikteliginin oldugu

OXA-23,

saptandi (Tablo 4).

OXA-24

OXA-23 OXA-51

OXA-51 OXA-58

ve bla

OXA-51 OXA-58

irdeleme

Karbapenemler, yiksek derecede etkili ve diisuk toksisi-
teye sahip olduklar icin A. baumannii infeksiyonlarinin bi-
rinci basamak tedavisinde kullanilirlar (11,12). Bu nedenle,
karbapeneme direngli A. baumannii suslarinin ortaya ¢ikmasi
ve hizla yayilmasi kuresel anlamda ciddi bir halk saghgi teh-
dididir (13). Karbapenem direnci s0z konusu oldugu zaman
polimiksinler, tigesiklin ve aminoglikozidler tedavi se¢cenekle-
ri arasindadir; ancak bunlara karsi da direng gelisebilmekte-
dir (12).

Ulkemizde yapilan calismalar arasinda, Alada ve arka-
daslari (14)'nin 2017 yilinda yaptiklari ¢calismada, seftazidime
%95, ampisilin-sulbaktama %80, piperasilin-tazobaktama
%75 direng bildirilmistir. Kuscu ve arkadaslari (15) 2009 yilin-
da yaptiklari caligmalarinda, imipeneme direncli A. bauman-
nii suslarinda tigesikline %26, trimetoprim-silfametoksazo-
le %80, amikasine %86.8, piperasilin-tazobaktama %92.6,
seftazidime %87.7 diren¢ oldugunu bildirmiglerdir. Savci ve
arkadaslari (16) 2015 yilinda yaptiklari ¢alismada, tigesikline
%15, amikasine %65, trimetoprim-siilfametoksazole %66,
sefepim ve seftazidime %93, ampisilin-sulbaktama %95 di-
reng bildirmislerdir. Uluslararasi yayinlari inceledigimizde, Li
ve arkadaslari (17)'nin 2018 yilinda yaptiklar bir calismada
tigesikline %17.5, sefepime %96.3, amikasine %100, seftazi-
dime %100 oraninda direng bildirildigi gorilmektedir. Evans
ve arkadaslar (18) 2017 yilinda yaptiklari ¢calismalarinda tige-
sikline %3, amikasin ve ampisilin-sulbaktama %81.6 direnc
bildirmistir. Calismamizin antibiyotik direnc¢ verilerinin, ulu-
sal ve uluslararasi verilerle uyumlu oldugu ve ¢alismamizda
oldugu gibi tigesiklinin en iyi secenek oldugu gorulmektedir.

Calismamizda OXA tipi karbapenemaz genlerinin belir-
lenmesi icin gercek zamanh PCR’dan yararlanildi ve bla,,,
5, In tim susglarda oldugu saptandi. Ciftci ve arkadasglan
(7)'nin 2013 yilinda ulkemizde yaptiklari cok merkezli calisma
incelendiginde, 834 susun tamaminda bla,,, ,, saptandidi,
fakat bla,,,, saptanmadigi gorilmektedir. Bizim caligma-
mizda da bu ¢alismaya benzer sekilde tim suslarda bla
bulunurken, sadece bir susta bla,,, ., ve bla,,, ,, pozitifligini
birlikte saptadik. bla,, ,, icin yapilan ¢alismalar incelendigin-
de, Ning ve arkadaslari (13)'nin 2017 yilinda yaptiklar ¢alig-
mada, bla,, ,, pozitifliginin %94 (101 susun 95'i) seviyesinde
oldugu goriilmektedir. Huang ve arkadaslari (6), 2012 yilinda
yaptiklari calismada, 46 A. baumannii susunun tamamin-
da bla,,, ;,, 40'inda bla,, ,., birinde bla,,, ., saptamiglardir.
Yang ve arkadaslari (19), 2010 yilinda yaptiklari ¢alismada,
192 susun tamaminda bla,,, .,, %3.65'inde sadece bla,,, ..,
%95.83'Unde bla,, ,, ve bla,,, ., birlikteligi bildirmistir. Mav-
roidi ve arkadaslari (20), 2015 yilinda Yunanistan’da yaptiklari
calismada, 42 susun 28'sinde bla ve bla birlikteligi,

OXA-51

OXA-23 OXA-51
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7'sinde bla,,, ., ve bla,, ., birlikteligi ve 7’sinde de bla,,, ,.,
bla,,, ., ve blay, . birlikteligi bildirmiglerdir. Caligmamizin
sonuglari incelendiginde, verilerin benzerlik gosterdigi gorul-
mektedir. Biz de bu ¢alismalara benzer sekilde suslarimizda,
bla,,, ,, ve bla birlikteliginin en yuksek diizeyde oldugu-
nu saptadik.

Sonug olarak, g¢alismamizin verileri, karbapeneme di-
rencli A. baumannii suslarinin tedavisinde, tigesiklinin iyi bir
secenek olabilecegini, OXA tipi karbapenemazlarda bla,, ,,
ve blag, ., birlikteliginin daha sik oldugunu gostermektedir.
Bu veriler, lilkemizde gozlenen OXA tipi karbapenemazlari ve
bunlarin epidemiyolojik olarak durumlarini gostermesi aci-
sindan 6nemlidir. Gergcek zamanh PCR gibi hizli ve guvenilir
sonucg verebilecek tekniklerle, bu suslarin rutin takiplerinin
yapilabilecegi ve epidemiyolojik veri saglanabilecegi kanaa-
tindeyiz.

OXA-51

Cikar Catismasi
Yazarlar, herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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