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ONSOZ

Bu calismaya Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nden izole edilen
yaygin ilaca direngli A. baumannii suslar1 dahil edildi. Diren¢ genlerinin varligit PCR
metodu ile arastirildi. Izolatlarda blaOXA-51-like, blaOXA-23-like ve blalSAba-like
genlerinin varlig1 belirlendi. Epidemiyolojik ¢alismalarda altin standart olarak goriilen
PFGE yontemi ile genotiplendirme yapilarak klonal iliski arastirildi. A. baumannii

izolatlarinin Apal enzimi ile kesilen genomik DNA’sinin, dendogramlari olusturuldu.
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OZET

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

Yaygin-Direncli Acinetobacter baumannii izolatlarinin
Pulsed Field Jel Elektroforezi Yontemi ile Genotiplendirilmesi

Biisra PEKINCE

Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dah

YUKSEK LISANS TEZi / KONYA-2018

Acinetobacter baumannii 6zellikle yogun bakim {initelerinde ve immiin sistemi baskilanmig
hastalarda ciddi hastane infeksiyonlarina neden olabilmektedir. Bu ¢alismanin amaci gesitli klinik
orneklerinden izole edilen "Extrem-resistan/Yaygin-direngli (XDR)" kolistin ve tigesiklin hari¢ tim
antibiyotiklere direngli A. baumannii suslarinda antibiyotik direng genlerinden blaOXA-23-like,
blaOXA-24-like, blaOXA-48-like, blaOXA-51-like, blaOXA-58-like, blaOXA-143-like, blaVIM-like,
blaIMP-like, blaNDM-1-like, blaSPM-1-like, blaKPC-like, blaGES-like ve blalSAba-like’in
belirlenmesi ve izolatlar arasindaki klonal iligkisinin ortaya ¢ikarilmasidir.

Selguk Universitesi T1p Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda 2014-2017
yillar1 arasinda ¢esitli klinik 6rneklerden soyutlanan A. baumannii izolatlar1 ¢alismaya alindi. Bakteri
identifikasyonu konvansiyonel yontemler ve VITEK 2 Compact (BioMerieux, France) sistemi ile
yapildi. A. baumannii izolatlarinin kolistin ve tigesiklin hari¢ bu bakteri i¢in 6nerilen tim antibiyotiklere
karsi direngli olmasi esas kriterdi. Antimikrobiyal duyarliklik testleri European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) onerileri dogrultusunda VITEK 2 AST (Antibiotic
Susceptibility Test) gram negatif bakteri kartlari kullanmilarak gergeklestirildi. Yaygin ilag¢ direngli A.
baumannii suslarinda blaOXA-23-like, blaOXA-24-like, blaOXA-48-like, blaOXA-51-like, blaOXA-58-
like, blaOXA-143-like, blaVIM-like, blalMP-like, blaNDM-1-like, blaSPM-1-like, blaKPC-like,
blaGES-like ve blalSAba-like ila¢ diren¢ genleri polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile arastirildi ve
izolatlar arasindaki klonal iligki Pulsed-Field Jel Elektroforez (PFGE) yontem ile belirlendi.

Cesitli klinik 6rneklerden soyutlanan 70 A. baumannii izolat1 calismaya alindi. izolatlarin 29
tanesi sadece kolistine, iki tanesi sadece tigesikline ve 39 tanesi hem kolistine hem tigesikline duyarl
bulunurken, diger tiim antibiyotiklere ise direngliydi. Yaygin ila¢ direngli 70 A. baumannii izolatinin
tamaminda blaOXA-51-like geni ve %97,1’inde blaOXA-23-like geni tespit edildi. Diger OXA
tiplerinden blaOXA-24-like, DblaOXA-48-like, blaOXA-58-like ve blaOXA-143-like genleri
belirlenmedi. Karbapenemaz aktivitesinde destekleyici gen olarak goriilen blalSAba-like geni ise
sadece Ui¢ 6rnekte (%4,2) pozitif olarak bulundu. blaVIM-like, blaIMP-like, blaNDM-1-like, blaSPM-
1-like, blaKPC-like ve blaGES-like genleri ise hicbir izolatta saptanmadi. A. baumannii izolatlarinin
Apal ile kesilen genomik DNA’sina yapilan PFGE yontem ile 27 grup belirlendi. Dendogramda
izolatlarin ozellikle ii¢ grupta (7, 10 ve 21) yogunlastigi goriildi. Bu gruplarin bazi kliniklerde
(Reanimasyon Yogun Bakim Servisi ve Dahiliye Yogun Bakim Servis) baskin olmasi hastanede
muhtemel kiigiik salginlar olusturdugunu diisiindiirdii.

Bu ¢aligmada, blaOXA-51-like ve blaOXA-23-like gen bolgelerinin, A. baumannii izolatlarinda
yaygm ilag direncinde dnemli rol oynadig1 goriildii. izolatlarimizda OXA-51-like ve OXA-23-like’iin
yiiksek oranda tespit edilip diger OXA tiplerinin ve metallo-f-laktamaz genlerinin tespit edilmemesi
izolatlardaki yaygin ila¢ direncinden bu iki tipin sinersistik etki gostermesinin veya enzimatik
mekanizmalarla beraber dig membran proteinleri ve atim pompa sistemlerinin sorumlu olabilecegini
diigtindiirdii. Yaptigimiz klonal ¢alismada ise yaygmn ila¢ direngli A. baumannii izolatlarin bazi
kliniklerde baskin izolatlar oldugu ve aym izolatlarin bagka kliniklerde yayilmasinin servisler arasi
transfer edilen hastalar ve gapraz bulaslar sonucu oldugu kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: PCR; PFGE; Yaygin direngli A. baumannii.
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Acinetobacter baumannii may lead to serious hospital infections, especially in intensive care
units and in patients with compromised immune systems. The aim of this study was to determine the
antibiotic resistance genes of "Extreme-resistant/Common-resistant (XDR)" A. baumannii strains which
resistant to all antibiotics except colistin and tigecycline, such as blaOXA-23-like, blaOXA-24-like,
blaOXA-48-like, blaOXA-51-like, blaOXA-58-like, blaOXA-143-like, blaVIM-like, blalMP-like,
blaNDM-1-like, blaSPM-1-like, blaKPC-like, blaGES-like and blalSAba-like and to discover the
relationship between clonal isolates from various clinical samples.

A. baumannii isolates from various clinical samples were included into the study between
2014-2017 from Selcuk University Medical Faculty Hospital, Medical Microbiology Laboratory.
Bacterial identification was performed by both conventional methods and VITEK 2 Compact
(BioMerieux, France) system. A. baumannii isolates were recommended resistant to all antibiotics for
this bacterium, except the colistin and tigecycline. Antimicrobial susceptibility tests were performed by
using VITEK 2 AST (Antibiotic Susceptibility Test) gram negative bacterial cards according to the
recommendations of the European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST).
Common drug-resistant A. baumannii strains such as blaOXA-23-like, blaOXA-24-like, blaOXA-48-
like, blaOXA-51-like, blaOXA-58-like, blaOXA-143-like, blaVIM-like, blaIMP-like, blaNDM-1-like,
blaSPM-1-like, blaKPC-like, blaGES-like and blalSAba-like drug resistance genes were investigated
by polymerase chain reaction and clonal relationship between the isolates were determined by Pulsed-
Field Gel Electrophoresis (PFGE) method.

Totally 70 A. baumannii isolates from various clinical samples were included in the study. 29
of all isolates were only susceptible to colistin, two isolalets to tigecycline and 39isolates to both colistin
and to tigecycline, while all other antibiotics were resistant. All common drug resistant A. baumannii
strains carried the blaOXA-51-like gene and in 97.1% of all strains blaOXA-23 like gene were detected.
Other OXA types such as blaOXA-24 like, blaOXA-48 like, blaOXA-58 like and blaOXA-143 like genes
were not identified. blalSAba-like, which is seen as a supporting gene in carbapenemase activity, was
found to be positive in only three samples (4.2%). blaVIM-like, blalMP-like, blaNDM-1-like, blaSPM-
1-like, blaKPC-like and blaGES-like genes were not detected in any isolates. 27 groups were
determined by PFGE method for the genomic DNA that was resricted with Apal of A. baumanni
isolates. The dendogram showed that the isolates were concentrated especially in three groups (7, 10
and 21). The predominance of these groups in some clinics (Reanimation Intensive Care Service and
Internal Medicine Intensive Care Service) suggested that they were likely to create small outbreaks in
the hospital.

In this study, it is shown that blaOXA-51-like and blaOXA-23-like gene regions have an
important role in extrem drug resistance in A. baumannii isolates. High levels of blaOXA-51-like and
blaOXA-23-like genes were detected in our isolates and other OXA types and metallo-B-lactamase genes
were not detected. In this case, we think that the extreme drug resistance of the isolates may be due to
the synergistic effects of these two types, or that external membrane proteins and efflux pump systems
may be responsible from enzymatic mechanisms. In our clonal study, it was concluded that the extreme
drug resistant to A. baumannii isolates were predominant isolates in some clinics and the same isolates
were spread to the other clinics by the inter-service patients and cross-contamination.

Key Words: Extrem-resistan Acinetobacter baumannii; PCR; PFGE
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1. GENEL BIiLGIiLER
1.1. Acinetobacter Cinsi

1.1.1. Tarihce

Acinetobacter cinsinin tarihi 20. yiizyilin baslarina dayanmaktadir. Hollandal
bir mikrobiyolog olan Beijerinck, 1911 yilinda toprak 6rneginden kalsiyum asetat ile
zenginlestirilmis besiyeri kullanilarak Micrococcus calcoaceticus adli bir organizmayi
kesfetti (Beijerinck 1911). Kesiften sonra yillar boyunca, benzer organizmalar
tanimlanmis ve en az 15 farkli cins ve tiire, Diplococcus mucosus (Von Lingelsheim
1908), Micrococcus calcoaceticus (Beijerinck 1911), Alcaligenes haemolysans
(Henriksen 1973), Mima polimorpha (DeBord 1939), Moraxella Iwoffi (Audureau
1940), Herellea vaginicola (DeBord 1942), Bacterium anitratum (Schaub ve ark
1948), Moraxella Iwoffi var. glucidolytica (Piechaud ve ark 1951), Neisseria
winogradskyi (Lemoigne ve ark 1952), Achromobacter anitratus (Brisou 1953), ve

Achromobacter mucosus (Mannheim ve ark 1962) isimlendirmeleri yapilmistir.

Mevcut cins tanimlamasi olan Acinetobacter (Grekge akinetos yani, non-
motile), ilk olarak Brisou ve Prévot tarafindan 1954'te nonmotilin Achromobacter
cinsindeki hareketli mikroorganizmalara ayrilmasi Onerilmistir (Brisou ve Prevot
1954). 1968 yilina kadar bu cins taniminin kabul gérmedigi anlagilmigtir (Baumann ve
ark 1968). Baumann ve ark (1968) bu konuda kapsamli bir arastirma yayinladi ve
yukarida listelenen farkl: tiirlerin, Acinetobacter adi 6nerilen tek bir cinse ait oldugu
ve fenotipik Ozelliklere dayali olarak farkl: tiirlere yonelik daha alt siniflandirmanin
miimkiin olmadig1 sonucuna vardi (Baumann ve ark 1968). Bu bulgular, Acinetobacter
cinsinin Moraxella ve Miittefik Bakterilerin Taksonomisi Alt Komitesi tarafindan
1971'de resmen taninmasina neden olmustur (Lessel 1971). Bergey Sistematik
Bakteriyoloji El Kitabi'min 1974 baskisinda (Lautrop 1974), Acinetobacter cinsi, tek
bir tiirin Acinetobacter calcoaceticus tanimiyla listelenmistir (Beijerinck 1911). Buna
karsin, "Onaylanmis Bakteri Isimleri Listesi" nde aksine, bazi acinetobakterlerin
glukozu asitlendirmeyi basarabildikleri gozlemlenerek, iki farkli tiir olan A.
calcoaceticus ve A. lwoffii dahil edildi (Skerman ve ark 1980). Aym &zelliklere
dayanan literatiirde A. calcoaceticus tiirii, iki alt tiire veya biovara, A. calcoaceticus

bv. anitratus (eski adiyla Herellea vaginicola) ve A. calcoaceticus bv. lwoffii'ye (eski



adiyla Mima polymorpha) boliindii. Bununla birlikte, bu atamalar, taksonomistler

tarafindan resmen onaylanmadi (Peleg ve ark 2008).

1.1.2. Gegerli Taksonomi

Su anda tanimlandig: gibi Acinetobacter cinsi, %39 ile %47 oraninda bir DNA
G+C igerigine sahip olan gram negatif, kesinlikle aerobik, fermente olmayan, katalaz
pozitif, oksidaz negatif bakterileri igermektedir. Daha yeni taksonomik verilere
dayanarak, Acinetobacter cinsinin iyelerinin, Moraxella, Acinetobacter,
Psychrobacter cinsini igeren Gammaproteobacteria, ve ilgili organizmalar sirasina
gore yeni Moraxellaceae familyasinda siiflandirilmasi 6nerilmistir (Rossau ve ark
1991).

Cizelge 1.1. Acinetobacter cinsinin taksonomisi (Bergogne-Berezin ve Towner 1996).

Alem Bacteria
Sube Proteobacteria
Smif | Gamma Proteobacteria
Takim | Pseudomonadales
Familya | Moraxellaceae
Cins Acinetobacter

1986 yilinda, DNA-DNA hibridizasyon ¢aligmalarina dayanan Bouvet ve
Grimont (1986), cinsin uzun ve karmasik tarih¢esinde onemli bir gelisme sagladi;
segkin 12 DNA (hibridizasyon) gruplar1 veya genotipleri ile bunlara; A. baumannii, A.
calcoaceticus, A. hemolyticus, A. johnsonii, A. junii ve A. Lwoffii gibi resmi tiir isimleri
verilmisti. Bouvet ve Jeanjean (1989), Tjernberg ve Ursing (1989) ve Nishimura ve
ark (1988) tarafindan yapilan galismalar, daha dnce Bouvet ve Grimont tarafindan
tanimlanan Acinetobacter genomik tiirlerinin 12’sine karsilik gelen, A. radioresistens
ad1 verilen tir de dahil olmak iizere baska Acinetobacter genomik tiirlerinin
tanimlanmasina yol acti (Bouvet ve Grimont 1986). Bagimsiz olarak tanimlanan
genomik tiirlerden bazilarinin esanlamli olduklar1 ortaya ¢iktr. Ornegin, Bouvet ve
Jeanjean (14BJ) tarafindan tarif edilen A. Iwoffii ve Acinetobacter genomik tiirleri 9
veya 14, ve Tjernberg ve Ursing (13TU) tarafindan tarif edilen Acinetobacter genomik
tiirleri 13'tlir. Son zamanlarda, 3 insan kokenli A. parvus, A. schindleri ve A. ursingii
(Nemec ve ark 2001, Nemec ve ark 2003) ve aktif camurdan (atik su bitkilerinden izole

edilen) 7 tiir yani; A. baylyi, A. bouvetii, A. grimontii, A. tjernbergiae, A. towneri, A.



tandoii ve A. gerneri, olmak iizere 10 ilave Acinetobacter tiirii, gegerli olarak

tanimlanan genomik tiiriin sayisini 31°e ¢ikard: (Carr ve ark 2003).

Yukarida listelenen tiirlerden dordii, yani A. calcoaceticus, A. baumannii,
Acinetobacter genomic species 3 ve Acinetobacter genomic species 13TU’nun,
fenotipik 6zellikleri ¢ok yakindan iligkilidir ve birbirinden ayirt edilmesi zordur. Bu
nedenle bu tiirlere A. calcoaceticus - A. baumannii kompleksi olarak atifta bulunulmasi
onerilmistir (Gerner-Smidt 1992, Gerner-Smidt ve ark 1991). Ancak A. calcoaceticus
- A.baumannii kompleksi, klinik baglamda kullanildiginda yaniltic1 olabilir ve uygun

olmayabilir.

Son yayinlarda ise acinetobacter tiirleri sakkarolitik ve asakkarolitik olarak iki

farkli gruba ayrilmaktadir.

Cizelge 1.2. Acinetobacter tiirleri (Forbes ve ark 2002).

Sakkarolitik Acinetobacter Tiirleri Asakkarolitik Acinetobacter
Tiirleri
Hemolitik Non-hemolitik Non-hemolitik
A. alcaligenes | A. baumannii A. calcoaceticus subsp. Lwoffi
A. anitratus A. calcoaceticus A. johnsonii
A. haemolyticus | A. anitratus A. junii
A. calcoaceticus A. Iwoffi
subsp. Anitratus

1.1.3. Mikrobiyolojik Ozellikler ve Patogenez

Acinetobacter cinsindeki bakteriler, her yerde bulunurlar, kapsiillii, laktoz
icermeyen fermantatif, oksidaz-negatif, gram-negatif kokobasillerdir. Enfeksiyonlarin
biiyiik ¢ogunluguna A. calcoaceticus, A. baumannii, A. nosocomialis ve A. pittii‘den
olusan Acinetobacter calcoaceticus-baumannii kompleksi neden olur. A. baumannnii,
diger Acinetobacter tiirlerine kiyasla ¢oklu ilag¢ direncinden ve yiiksek mortaliteden
sorumlu klinik olarak 6nemli tiirlerdir (Doi ve ark 2015). A. baumannnii, 1slak veya
kuru cansiz yilizeylerde dort aya kadar hayatta kalabilir (Wendt ve ark 1997) ve
hastalar1 42 aya kadar kolonize edebilir, salginlar i¢in endemiklik ve egilimine neden
olabilirler (Marchaim ve ark 2007). Ozellikle uzun siireli bakim ve reanimasyon

tinitelerinde A. baumannnii edinimi ve yayginlastirilmasi kaydedilmistir.



Acinetobacter  spp.'sinin  basarisinin  kesin  nedeni  biiyilk  Olgilide
bilinmemektedir. ismi Yunanca ‘akineto’ (non-motile, motivasyonsuz) kelimesinden
tirese de, A. baumannnii aslinda pilli bir araya getiren ve belirli kosullar altinda
motilite iiretebilen ve fomitlere yayilma ve biyofilmler olusturma kabiliyetine katkida
bulunabilecek birkag temel hareketlilik genine sahiptir (Mussi ve ark 2010). A.
baumannnii, o6zellikle basit gelisim gereksinimleri ve insanlarin dogal bagisiklik
aktivitesine kars1 direngleri dahil olmak {izere, hayatta kalma oranini artirabilecek
cesitli ozelliklere sahiptir (Peleg ve ark 2012). Acinetobacter, genetik materyali
edinme ve yeniden diizenleme yetenegine sahiptir ve bu oOzellik virlilans ve
antimikrobiyal direnci artirir. Viriilans mekanizmalar1 iyi anlagilmamistir, ancak dis
zar porinleri, ylizey kapsiilleri ve lipopolisakarit, demir toplama sistemleri ve

diizenleyici proteinleri bulunmaktadir (Doi ve ark 2015).

Toplum kokenli enfeksiyonlar bildirilmis olsa da A. baumannnii, oncelikle
hastane enfeksiyonlarina neden olur (Davis ve ark 2014). Hastane enfeksiyonlari
ulusal ve uluslararasi diizeyde artmaktadir (Gaynes ve ark 2005, Wisplinghoff ve ark
2004). Kiiresel olarak, ¢oklu ila¢ direngli (MDR) A. baumannnii insidans1 Afrika,
Asya ve Latin Amerika'da %75, Avrupa ve Orta Dogu'da %901 asmaktadir (Lob ve
ark 2016). ABD'de, karbapenem direngli A. baumannnii (CRAB), 1995 yilinda
%9’iken 2004 yilinda %40'a yiikselmistir (Munoz-Price ve Weinstein 2008). Onbir
Latin Amerika tilkesinin katildig1 2011 yilina ait aragtirmada, %85 (Nordmann ve ark
2011) karbapenem direnci ile Tiirkiye, Yunanistan, italya, Ispanya ve Ingiltere'de
icinde oldugu Avrupa Birligi tilkelerinin ortalamasindan (%50) daha yiiksek direng
oranina sahip olduklari belirlenmistir (Jones ve ark 2013). Pndmoni en yaygin A.
baumannnii enfeksiyonudur. ABD'deki A. baumannnii izolatlarinin g¢ogunlugu
(%57,6) solunum yolundan, kan dolasimi (%23,9) ve deri ve yumusak dokudan (%9,1)
olusur (Queenan ve ark 2012). A. baumannnii, ventilatorle iligkili pndmoni (VAP) ve
kan dolagimi1 enfeksiyonlarinin besinci nedenidir (Sievert ve ark 2013). A. baumannnii
enfeksiyonu i¢in risk faktorleri arasinda hastanede kalig/yogun bakim siiresi uzamasi,
immiinosiipresyon, invaziv cihazlar ve prosediirler, mekanik ventilasyon ve genis
spektrumlu antibiyotiklere maruz kalma sayilabilir (Munoz-Price ve Weinstein 2008).
A. baumannnii enfeksiyonlari, YBU'ler ve uzun siireli bakim Kliniklerinde yasayan,
ozellikle ventilatore bagimli olanlar da dahil olmak iizere immun sistemi zayiflamis

hastalarda goriiliir. A. baumannnii'ye bagl bu ciddi enfeksiyonlarin 8liim orani,



cografi bolgeye ve enfeksiyonun tiirline gore degisir; ancak kabaca %30-75'tir

(Wenzler ve ark 2017).

1.2. Laboratuvar identifikasyonu

1.2.1. Klinik Orneklerden izolasyon

Acinetobakter tiirleri, nutrient agar ve triptik soya agar gibi genel amach
besiyerlerinde kolaylikla iiretilebilir, ancak amonyum veya nitrat tuzlari iceren mineral
baz ve bir veya daha fazla karbon kaynagi i¢eren belirli ortamlar, spesifik amaglar igin
kullanilmistir (Baumann ve ark 1968, Bouvet ve Grimont 1986, Bouvet ve Grimot
1987, Gerner-Smidt ve ark 1991, Juni 1978, Kampfer ve ark 1993). Bununla birlikte,
klinik 6rneklerden dogrudan izolasyon i¢in, diger mikroorganizmalarin biiylimesini
bastiran seg¢ici bir ortam kullanmak daha yararhidir. Safra tuzlari, sekerler ve
bromokresol mor (Mandel 1964) igeren selektif ve ayirict bir ortam, Herellea agar
(Difco), ticari olarak temin edilebilir. Bu, g¢esitli antibiyotiklerin eklenmesiyle
degistirilmistir (Holton 1983) ve birkag Acinetobacter salgin enfeksiyonunun
arastirilmasinda, ortama antibiyotik ilavesi de yapilmistir (Allen ve Green 1987,
Buisson ve ark 1990). Son zamanlarda segiciligi farkli 6zelliklerle birlestiren yeni bir
antibiyotik iceren segici besiyeri tanimlanmistir ve bu besiyeri Leeds Acinetobacter
Medium’dur. Cogu Acinetobacter’in hem klinik hem de ¢evresel kaynaklardan izole

edilmesi i¢in kullanigh bir besiyerisidir (Jawad ve ark 1994).

Cevresel tarama igin, 6zellikle Acinetobacter’lerin az sayida bulunabilecegi
alanlarda, sivi zenginlestirme ekimi de yararli olabilir (Baumann 1968). Segiciligi
saglamak amaci ile cesitli mikroorganizmalarin bulundugu kontamine veya flora
mikroorganizmalar1 igeren numuneler i¢in pH degeri 5,5-6,0’ya ayarlanmus, nitrat tuzu
iceren bir s1vi besiyeri inokiilasyon icin kullanilabilir. Kulugka esnasinda siddetli
calkalama gereklidir, bdylece mevcut olan herhangi bir Acinetobacter, herhangi bir
psddomonas'tan daha fazla biiyiir. Siv1 zenginlestirme besiyerinde 24 ile 48 saat
inkiibasyondan sonra, besiyerindekiler segici bir besiyeri iizerine ekim yapilir ve
herhangi bir Acinetobacter kolonisi belirlenir. Bu yontem Acinetobacter’leri diski
numunelerinden (Grehn ve Graevenitz 1978) ve kontamine cevresel 6rneklerden

ayirmak i¢in kullanilmistir (Dijkshoorn 1987).



Klinik izolatlardan, ¢gogunlukla genomik tiirler 2 (A. baumannii), 3 veya 13TU,
37°C veya daha yiiksek bir seviyede iireyebilir, ancak diger baz1 genomik tiirler daha
diisiik sicakliklarda tiremeyi severler. Ortam sicakliginin 30°C olmasi genel bir tireme
sicakligi olarak onerilmistir ancak numunenin tiiriine ve kokenine bagli olarak daha

diistik bir sicaklik veya yiiksek bir sicaklik kombinasyonu 6nerilebilir (Hugh 1978).

1.2.2. Morfolojik, Kiiltiirel ve Metabolik Ozellikler

Acinetobacter’ler, kisa, tombul, gram-negatif g¢ubuklardir, biiylimenin
logaritmik fazinda tipik olarak 1,0-1,5 ya da 1,5-2,5 um'dir ancak duragan fazda daha
sik kokoid hale gelir. Genellikle eslesmis veya kiimelesmis hiicreler olugur. Hem hiicre
boyutu hem de hiicre diizenindeki degisiklikler, tek bir saf kiiltiir i¢inde siklikla
gozlemlenebilir (Baumann ve ark 1968). Acinetobacter spp. normal olarak, kati ortam
tizerinde piiriizsiiz, bazen mukoid, soluk sar1 ile grimsi beyaz koloniler olusturur ancak
yayilabilir tarzda kahverengi pigment tireten bazi ¢evresel suslar tarif edilmistir (Pagel
ve Seyfried 1976). Koloniler, enterobakterilere kiyasla daha biiyiiktiir. Cinsin tiim
tiyeleri aerob, oksidaz negatif, katalaz pozitiftir ve fermentatif degildir. Acinetobacter
cinslerini benzer bakterilerden ayirt etmek i¢in hizli bir 6n tan1 testi gorevi goren test
oksidaz negatif testidir. Cogu sus, konvansiyonel nitrat indirgeme tayininde nitrati
nitrite indirgeyemez. Bazi klinik izolatlar, ozellikle genomik tiirler 4'e (A.
haemolyticus) ait olanlar, koyun kanli agar plakalarinda hemoliz gosterebilir. Biiyiime
faktorii gereksinimlerini gosteren nadir bulunan Acinetobacter suslari izole edilmis
olsa da (Baumann ve ark 1968, Warskow ve Juni 1972), ¢ogu sus, tek bir karbon ve
enerji kaynagi iceren basit bir mineral ortamda biiyiiyebilir. Karbon kaynag olarak
cok cesitli organik bilesikler kullanabilirler, nispeten az bir sus glikoz kullanabilir
ancak tek bir metabolik test, bu cinsin diger benzer bakterilerden kesin olarak ayrimini

saglamaz (Baumann ve ark 1968).

1.2.3. Tiir Identifikasyonu

Acinetobacter izolatlarmin genomik tiirlere boliinmesi DNA-DNA iliskisine
dayanir. Bir nitroseliiloz filtre yontemi (Johnson ve ark 1970), S1 endoniikleaz
yontemi (Bouvet ve Grimont 1986), hidroksiapatit yontemi (Tjernberg ve Ursing
1989) ve kantitatif bir bakteriyel nokta filtre yontemi (Tjernberg ve ark 1989) de dahil

olmak iizere bir¢ok farkli DNA hibridizasyon yontemi kullanilmistir. Son yontem



muhtemelen en basit yontemdir, ancak bu yontemlerin tiimii zahmetli ve rutin

mikrobiyoloji laboratuarlarinda kullanim i¢in uygun degildir.

Tanimlama matrisinde yer alan 255 susun sadece 74'Uniin DNA-DNA
hibridizasyonu ile genomik tiire ayrilmis olmasina ragmen, agiklanan ilk 12 genomik
tiirlin 11'ini ayirt ettigini iddia eden 28 fenotipik testin bir plani ilk olarak onerilmistir
(Bouvet ve Grimont 1986). Daha sonra, koyun kanli agarda glikoz asitlenmesi ve
hemoliz bulgular harig, biiylime sicakliglr ve karbon kaynagi kullanim testlerinden
olusan 16 testin basitlestirilmis bir semas1 olusturulmustur (Beijerinck 1911). Bununla
birlikte, DNA-DNA hibridizasyonu (Gerner-Smidt ve ark 1991) ile tespit edilen 198
sus test edildiginde, suslarin sadece %78'i dogru olarak tanimlanmis, yakindan iligkili
glikozla asidifiye eden genomik tiirler 1, 2, 3 ve 13TU (A. calcoaceticus-A. baumannii
kompleks)'nun ayirt edilmesi 6zellikle zor olmustur. Daha detayli ve basarili bir
fenotipik tanimlama semasi tarif edilmistir (Kdmpfer ve ark 1993), fakat farkli
genomik tiirlerin agik¢a fenotipik tanimlanmasi i¢in tek veya birkag test kullanilamaz
gibi gortiniiyor. Ticari identifakasyon agisindan, yaygin olarak kullanilan API 20NE
sistemi, biiyiik oranda karbon kaynagi asimilasyon testlerine dayanilarak, 1993
veritabani siirimiinde sadece A. junii ve A. johnsonii kombinasyonu ile A. baumannii,
A. haemolyticus ve A. Iwoffii'yi i¢eriyordu, A. calcoaceticus tiirii ve diger genomik
tiirler ise hi¢ dahil edilmemistir. Bu sistem bazen hassasiyet ve tekrarlanabilirlik ile
ilgili problemlere sahiptir (Kropec ve ark 1993) ve genetik tiirler arasindaki farklar ¢ok
az oldugundan giivenilir bir tamimlama ger¢ek¢i gorlinmemektedir. Aslinda, API
20NE sistemini tiir tanimlama ile karsilastiran iki ¢alisma, DNA-DNA hibridizasyonu
ile zayif bir korelasyon gostermistir (Horrevorts ve ark 1995, Weernink ve ark 1995).
Ozellikle klinik olarak ilgili genomik tiir 2 (A. baumannii), 3 ve 13TU'nun API 20NE
ile tanimlanmas1 zordur. Bagka bir ticari sistem olan Biolog Identification System,
karbon kaynaginin oksidasyonunu temel alarak 95 farkli bakteriyi ayirt eder. Bu sistem
ile umut verici sonuglar, DNA-DNA hibridizasyonu ile tanimlanan 129 Acinetobacter
susu i¢in elde edilmistir, ancak veritabaninin daha fazla ayirt edici 6zellikte olmasi
gereklidir (Baumann ve ark 1968). Ozgiin Acinetobacter tiirleri icin fenotipik
tanimlama yontemleri tamamen giivenilir degildir ve bu klinik mikrobiyoloji

laboratuarlarinda bir karisiklik nedeni olabilir (Weaver ve Actis 1994).



1.3. Epidemiyoloji

Coklu ilag direngli Acinetobacter tiirleri ile kolonizasyon veya enfeksiyon i¢in
risk faktorleri arasinda hastanede kalig siiresinin uzamasi, yogun bakim {initesinde
bulunma, mekanik ventilasyon alinmasi, kolonizasyon yogunlugu, antimikrobiyal
ajanlara maruz kalma, cerrahi islemler, invaziv islemler ve hastaligin temel siddeti
gosterilebilir (Fournier ve Richet 2006, Playford ve ark 2007). Enfeksiyon
salginlarinda kaynak genellikle bu bakteriye bagl yaygin c¢evre kirliligi gosterilir.
Salgin kaynaginin arastirilmasinda solunum koruma ekipmani, yara bakimi
prosediirleri, nemlendiriciler ve hasta bakim iiriinlerine kadar incelenir (Bernards ve
ark 2004, Zanetti ve ark 2007). Wilks ve ark. (2006), perdelerde, laringoskop
bicaklarinda, hasta kaldirma techizati, kap1 kollari, paspaslar ve klavyelerde ¢ok ilaca
direngli bir Acinetobacter enfeksiyonuna iliskin yakin tarihli bir salgin bildirmistir.
Yapilan aragtirmalar tibbi techizatlarla, paylasilan esyalarin dezenfeksiyonuna 6zel
Oonem verilmesi gerektigini ve solunum bakimi ve yara bakim prosediirleriyle ilave
dikkat gosterilmesi gerektigini vurgulamislardir (Villegas ve Hartstein 2003,
Maragakis ve ark 2004, Bernards ve ark 2007). Salginlarda bir veya daha fazla
epidemik Acinetobacter klonu siklikla endemik suslarla birlikte bulunur ve bu da bulas
kaynagini tespit etmeyi ve kontrol etmeyi zorlastirir (Marchaim ve ark 2007, Oteo ve
ark 2007).

Coklu ilag direngli Acinetobacter enfeksiyonu i¢in ¢esitli enfeksiyon kontrol
ve Onleme yontemleri Cizelge 1.3’de Ozetlemektedir. Arastirmacilar, el hijyent,
standart 6nlemler, bariyer dnlemleri, ¢cevresel temizlik ve dezenfeksiyon gibi mevcut
enfeksiyon kontrol ve dnleme standartlarinin takviye edilmesinden sonra bulagsmanin
kesildigini bildirmektedirler (Kraniotaki ve ark 2006, Wilks ve ark 2006, Zarrilli ve
ark 2007). Bu yontemler ile bulaslarin durdurulmasinda hastalarin kohortlamas,
personel atamalari, aktif gdzetim kiiltiirleri ve tiim YBU'lerin kapatilmasi gibi daha
zor yontemler tercih edilir (Podnos ve ark 2001, Urban ve ark 2003, Coelho ve ark
2006, Zanetti ve ark 2007). Basarili kontrol raporlarinin ¢ogunda ¢oklu miidahaleler
oldugundan her miidahalenin etkinligini tek tek degerlendirmek gii¢lesmistir (Siegel
ve ark 2006). Coklu ilag direngli Acinetobacter enfeksiyonunun bulagsmasini 6nlemek
icin cesitli enfeksiyon kontrol stratejilerinin etkinligi ve maliyet etkinligi hakkinda

daha fazla aragtirmaya ihtiyag vardir (Lisa ve Trish 2008).



Cizelge 1.3. Coklu ilag direngli Acinetobacter enfeksiyonunun kontrolii ve dnlenmesi
i¢cin yontemler.

METOT ACIKLAMA
Nokta kaynagi kontrolii Bir nokta kaynag belirlendiginde salgin durumunda
etkilidir.
Standart 6nlemler El hijyenini, dogru ve tutarli eldiven kullanimini, 6nliik ve

g6z korumasinin uygun bir sekilde kullanilmasini igerir;
Saglik personeli arasinda bildirilen uygunluk genellikle

zayiftir.

Korunma dnlemleri Izolasyon odasina giriste saglik personeli icin 6zel hasta
bakim ekipmani, 6nliik ve eldiven bulunmali

Cevresel temizlik ve Yaygin ¢evre kirliligi epidemik ortamda siklikla bildirilir ve

dezenfeksiyon cevresel rezervuarlar muhtemelen endemik yerlesimde de
rol oynar

Hastalarin kohortlamasi Kolonize olmus ve enfekte olmus hastalar1 belirlenmis bir
birime veya birimin bir boliimiine gruplama

Saglik personeli Sadece organizma ile kolonize olmus veya enfekte
kohortlama hastalarin bakimini yapacak personelin belirlenmesi

Klinik birim kapatilmas1 | Bulasi kesmek ve kapsamli ¢evre dezenfeksiyonu yapmak
i¢in bazi salgin durumlarinda gereklidir

Antimikrobiyal bulasiklik | Yararli antimikrobik kullanimi tegvik etmek ve direncin
ortaya ¢ikmasini onleme programlari

Gozetim Pasif veya aktif gdzetim, enfekte olmus veya kolonize olmus
hastalar1 belirleyebilir, boylece miidahaleler uygulanabilir

Bulasa ek olarak, antimikrobiyal direncin ortaya ¢ikisi, karbapenemleri veya
ictincli kusak sefalosporinleri igeren ilaglar gibi genis spektrumlu antimikrobiyal
terapiden gelen segici baskilamadan dolay1 gergeklesir (Lee ve ark 2004, Kim ve ark
2007). Coklu ilag direngli Acinetobacter tiirlerinin ortaya ¢ikisi {izerine hastalar
arasindaki antimikrobik secici basincin ve bulagsmanin katkilar1 bilinmemektedir.
Birgok saglik kurulusu, endemik suslar ile yaptiklar1 ¢aligmalarda ¢oklu ilag direngli
Acinetobacter’lere bagli salginlarda, karmagik epidemiyolojik profilleri ve ¢oklu
tirlerin bir arada bulunmasini gézlemlemislerdir (Lisa ve Trish 2008). Abbo ve
arkadaslar1 (2005), Israil'de ¢ok ilaca direngli Acinetobacter enfeksiyonu olan 118
hasta {izerinde yaptiklari ¢alismada PFGE yontemi ile 10 farkli tip klon ve ortak bir
kaynak saptanamayan ¢ok sayida kiiglik hasta kiimesi bulmugslardir. Coklu ilaca
direngli Acinetobacter enfeksiyonu, rehabilitasyonda ve uzun siireli bakim
Kliniklerinde ikamet eden hastalarin yani sira akut bakim hastanelerinde de rapor
edilmistir (Bonomo 2000, Mody ve ark 2001). Antimikrobiyal kullanimda segici
basing, halihazirda kolonize olmus veya organizma ile enfekte olmus hastalarin

varligi, enfeksiyon kontrol prosediirlerine eksiklik ve duyarli hastalarin varligi dahil



olmak iizere, saglik hizmetlerinde ¢oklu ilag direngli Acinetobacter tiirlerinin varligina
zemin hazirlayan birkag faktordiir (Siegel ve ark 2006) (Sekil 1.1).

Agirlastiran faktdrler
— Antimikrobik maruziyet

N Hareket direnc unsurlar
1 b

duyarh
acinetobacter

[ Antimikrobiyal |

Hafifleten faktdrler

Antimikrobiyal bulag Aﬁtim-ikr-c; biw-ai N
direncli

Agirlastiran faktorler
Hastanede kalig YBU de kalma
slresinin
artmasi

Mekanik havalandirma Hastahigin ciddiyeti

acinetobacter

Enfeksiyonun gecerlilik Son cerrahi

| % stresinin dolmasi
\

Hafifleten faktorler i
Acinetobacter

El hijyeni Ekipman ve ¢evre .
S . kolonizasyonu ve
temizligi, dezenfeksiyonu X
Standart enfeksiyonu
dnlemler Gozetim
Uygun yalitim Personel ve hastalarin £ Akut bakim
onlemleri kohortlanmasi

tesisleri

Hastaneler

Saghkla ilgili
transmisyon

o Uzun sUreli
bakim tesisleri

Sekil 1.1 Coklu ve yaygin ilag direngli Acinetobacter tiirlerinin ortaya ¢ikmasina ve
bulasmasina neden olan faktorler.

Enfeksiyon salginlarini belirlemek ve c¢oklu ilag direngli Acinetobacter
tiirlerinin kurumlar arasi, bolgesel ve uluslararasi yayilimimin sus bazinda belirleyip
takip edip izlemek i¢in PFGE veya baska molekiiler bazli yontemler kullanilabilir
(Cornaglia ve ark 2007, Nemec ve ark 2004). Nemec ve ark (2004) Bati1 Avrupa'da
Acinetobacter izolatlarinin genetik iligkisini gostermek igin ribotiplendirme ve
amplifiye fragman boy polimorfizmlerini kullanmiglardir. Arastirmacilar, New York,
Arjantin, Birlesik Krallik ve Iber Yarmmadasi gibi yerel bolgelerdeki hastanelerde
karbapeneme direngli Acinetobacter enfeksiyonunun kurumlar arasi yayilimi PFGE
yontemi ile tespit etmislerdir (Manikal ve ark 2000, Da Silva ve ark 2004). Yine Gales
ve ark (2004) Brezilya ve Arjantin arasindaki Acinetobacter salgininda klonal yayilimi

gostermek i¢in PFGE'yi kullanmiglardir.

Irak ve Afganistan'daki ¢atigsmalar sirasinda travmatik yaralanmalara sahip
askeri personel arasinda ¢oklu ilag direncli Acinetobacter’e bagli derin yara

enfeksiyonlari, osteomiyelit, solunum yolu enfeksiyonlar1 ve bakteriyemi rapor
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edilmistir (Davis ve ark 2005, Hawley ve ark 2007). Teorilerde daha dnce kolonize
olmus askerlerden ya da travmatik yaralanma sirasinda yerel topraktan ya da sudan
enfeksiyon etkeninin kazanildig: ifade edilsede saglikli askerler, toprak 6rnekleri, su
numuneleri ya da yeni yaralardan alinan 6rneklerden izole edilen genotip ¢alismasi bu
teoriyi desteklememektedir (Murray ve ark 2006, Yun ve ark 2006, Griffith ve ark
2007, Scott ve ark 2007). Mevcut literatiirde, bu enfeksiyonlarin saglik bakimiyla
iliskili oldugu ve bakterinin stabilizasyon, acil tedavi ve tahliye siire¢lerinde askerler
tarafindan tibbi tesislerde edinildigini ileri stiriilmektedir (Davis ve ark 2005, Griffith
ve ark 2006, Huier ve ark 2006, Yun ve ark 2006, Scott ve ark 2007, Tien ve ark 2007).
Yiiksek mortaliteye sahip c¢ok ilaca direngli Acinetobacter suslarin hastanelerde
yaygin goriilmesi endise kaynagidir (Huier ve ark 2006, Jones ve ark 2006, Turton ve
ark 2006).

1.4. Diren¢ Mekanizmasi

1970'lerde A. baumannii ampisilin ve sefalosporinlere karsi rutin olarak
duyarliydi. 1990l yillara gelindiginde, karbapenemlere karsi direng ortaya ¢ikmis ve
su anki raporlar, kolistin, polimiksin B ve tigesiklin gibi mevcut tiim antimikrobik
maddelere direngli suslari tanimlamaktadir (Cai ve ark 2012). Yeni tanimlamlara gore
¢oklu ilag direnci (Multi drug resistant-MDR), A. baumannii izolatinin en az ii¢
antimikrobiyal grubuna tiim penisilinler ve sefalosporinler (inhibitdr kombinasyonlari
dahil), flurokinolonlar ve aminoglikozitlere direngli olmasini ifade eder. Yaygin ilag
direnci (Extrem drug resistant-XDR) ise yukarida tarif edilen antimikrobiyallerin ii¢
smifina direncli olan ve ayn1 zamanda karbapenemlere karsi direngli olan izolatlari
kapsar. Yaygin ilag direngli izolatlarin tigesiklin ve kolistin direngli olmasi ise pandrug

resistant (PDR) A. baumannii olarak tanimlanmaktadir (Manchanda ve ark 2010)

Acinetobacter baumannii’deki ilag direnci YBU'de kalis siiresi ve mortaliteyi
artiran negatif klinik sonuglar ile iliskilendirilmektedir (Doi ve ark 2015). Cizelge
1.4°te A. baumannii 'de yaygin olarak tespit edilen diren¢ mekanizmalarinin bir dzeti
sunulmaktadir. Diger gram-negatif patojenlerle karsilastirildiginda, A. baumannii'nin
plazmidler, transposonlar ve integronlar yoluyla yeni diren¢ mekanizmalar1 edinme
kabiliyeti olduk¢a dikkate degerdir. A. baumannii, enzimatik hidroliz, hedef alan
degisiklikleri, porin kayb1 ve disar1 attm pompalari dahil olmak iizere ¢ok sayida

diren¢ mekanizmasi kullanmaktadir. Diger birgok gram-negatif tiiriin aksine, bu ilag¢
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diren¢ mekanizmalar: ¢oklu ve yaygin ilag direngli A. baumannii izolatlarinda siklikla
birlikte kullanilir (Potron ve ark 2015).

Ambler Sinif A genisletilmis spektrumlu bir B-laktamaz (ESBL) enzimleri, A.
baumannii  gibi  fermentize olmayan gram-negatif patojenlerde giderek
yayginlasmaktadir. Bu tiirlerde en yaygin olan1 PER, VEB ve GES tiirleridir (Potron
ve ark 2015). Bu enzimler tiim diinyada tanimlanmis olup, PER-1 ABD'de en yaygin
olanmidir. Ayrica, aztreonam ve seftazidime kars1 amplifiye edilmis hidrolitik aktiviteye
sahip olan GES tipi ESBL'ler, A. baumannii'den 2010 yilindan itibaren artan bir
sekilde rapor edilmistir (Bonnin ve ark 2011). Tersine, Enterobacteriaeceae'de bulunan
ortak TEM-, SHV- ve CTX-M tipi ESBL enzimleri, A. baumannii‘de nadiren
tanimlanmistir. Bu durum, dar spektrumlu plazmid replikasyon oOzelliklerinin bir
sonucu olarak smirli yatay gen transferinden kaynaklaniyor olabilir (Potron ve ark
2015). Enterobacteriaceae tiiriinden farkli olarak, KPC enzimleri A. baumannii'de
nadiren tespit edilmistir ve ilag direnci matrisi igerisinde 6nemli bir role sahip degildir
(Poirel ve Nordmann 2006).

Simif B metallo-fB-laktamaz enzimleri (IMP-, VIM-, SIM- ve NDM- tipi
enzimler), artan oranlarda A. baumannii'de de tespit edilmistir. Bu ¢inko esash
enzimler B-laktamlara ve karbapenemlere karsi direnglidir. Klinik olarak mevcut f3-
laktamaz inhibitorleri tarafindan inhibe edilmemistir (Poirel ve Nordmann 2006).
Seoul imipenemaz (SIM-1) karbapenemaz yalnizca Giiney Kore ve Cin'de rapor
edildigi halde (Lee ve ark 2005, Zhou ve ark 2011), diinyada A. baumannii‘de en az 9
farkli IMP tipi saptanmistir (Uma ve ark 2009, Chiu ve ark 2010). A. baumannii'de,
basta Cin, Avrupa, Afrika ve Orta Dogu olmak tizere NDM-1 ve NDM-2 tipi enzimler
de rapor edilmistir (Bonnin ve ark 2014).

A. baumannii'nin yaygin olarak antimikrobiyallere kars1 kullandigi direncin
birincil mekanizmalarindan biri Simif C B-laktamazlardir. Cok ¢esitli AmpC tipi
sefalosporinazlar A. baumannii'de tanimlanmis ve daha sonra Acinetobacter kaynakl
sefalosporinaz (ADC) enzimleri olarak adlandirilmistir. Onemli olarak, ADC-33 ve
ADC-56 gibi ADC varyantlarindan bazilari, sefepime hidrolize olmasina izin veren
genis spektrumlara sahipken Enterobacteriaceae'de siklikla bulunan vahsi tip AmpC

buna izin vermez (Rodriguez-Martinez ve ark 2010, Tian ve ark 2011).
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A. baumannii'de karbapenem direncinin ana nedeni, A. baumannii‘de dogal
olarak bulunan bir beta-laktamaz olan D karbapenemaz sinifidir yani OXA
enzimleridir (OXA-51/66 grubu). OXA-51-like enzimleri ¢ogu susta zay1f bir sekilde
salinir, bu da karbapenemler de dahil olmak {izere tiim beta-laktamlara duyarlilik
tizerindeki diisiik etkiyi agiklar. Bu enzimlerin ifadesinde veya saliniminda, yapisal
genin yukari akigina blalSAbal-like geninin yerlesmesi de gereklidir. Bu yerlesim, A.
baumannii'de karbapenem direncine yol agar (Rice 2006). iskogya'da 1985°te kan
kiiltiirtinden elde edilen Klinik bir A. baumannii izolatinda, blaOXA-23-like genine
bagli OXA-23 serin karbapenemazin ilk tanimi yapilmistir ve bu enzimlerin ¢esitli
varyantlari, Ispanya, Fransa, Japonya, Singapur, Cin, Brezilya, Kiiba ve Kuveyt’te de
rapor edilmistir (Afzal-Shah ve ark 2001, Brown ve Amyes 2006, Heritier ve ark
2005). Gen dizi homolojisine dayanarak tek bagina OXA karbapenemazlar; blaOXA-
23-like (OXA-27 ve OXA-49'1 igerir), blaOXA-(24)-40-like (OXA-25, OXA-26 ve OXA-
40" igerir) ve blaOXA-58-like seklinde kiimelere ayrilabilirler (Poirel ve Nordmann
2006, Walther-Rasmussen ve Hoiby 2006, Poirel ve ark 2007). blaOXA-23-like geni,
hem kromozomal hem de plazmid aracili olabilir ve neredeyse her A. baumannii'de
bulunur. OXA-23 benzeri enzimler, Ingiltere, Dogu Asya ve Giiney Amerika'da
toplanan salgin suslar1 dahil olmak tizere 1985'ten sonraki tiirlerde tekrar tekrar
bulunmustur. Ingiltere'de su anda yaygm olan c¢ok direngli bir klonda mevcuttur
(Coelho ve ark 2006). OXA-23 enzimi ¢ok yaygindir ve yasanmig tim kitalarda
tanimlanmustir (Poirel ve ark 2006). blaOXA-24-like geni ise, kromozomal olabilir
veya plazmid aracili genler yoluyla da kodlanabilir, ancak bunlar genellikle Avrupa ve
Amerika Birlesik Devletleri ile sinirlidir ve yayinlanan raporlara gére blaOXA-23-like
geninden daha az yaygindir (Suarez ve ark 2005). blaOXA-58-like geni ilk olarak
Fransa'dan izole edilen A.baumannii izolatlarda tanimlanmistir ancak daha sonra,
diinya genelinde son sekiz ile on yildir ortaya ¢ikmis olabilecegi kabul edilmistir

(Coelho ve ark 2006).

Acinetobacter baumannii ayrica direng-nodiilasyon-hiicre bolme sistemi gibi
kompleks akis sistemleri yoluyla aminoglikozidlere, florokinolonlara, tetrasiklinlere
ve trimetoprimlere karsi direng gosterme kabiliyetine sahiptir (Magnet ve ark 2001,
Rumbo ve ark 2013). Tigesiklin A. baumannii'ye karsi in vitro aktivite siirdiiriir ve
direncli izolatlarin oldugu durumlarda direnis mekanizmalart muhtemelen disar1 atim

pompalarindan kaynaklanmaktadir. Kolistine kars1 diren¢ tanimlanmistir ve yaygin
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olarak, lipopolisakkarid (LPS) lipid A bileseninin degisimi (Beceiro ve ark 2011) ya

da LPS iiretiminin tamamen kaybindan dolay1r (Moffatt ve ark 2010) olusan direng

mekanizmalari tarif edilmeye baslanmistir (Girardello ve ark 2017).

Cizelge 1.4. Acinetobacter baumannii'de yaygin direng mekanizmalar1 (Wenzler ve

ark 2017).
Mekanizma Tip Direng
PER Kazanilmig, Uzatilmig spektrumlu  Penisilinler, sefalosporinler,
B-laktamaz monobaktamlar
VEB Kazanilmig, Uzatilmis spektrumlu B-  Penisilinler, sefalosporinler,
laktamaz monobaktamlar
GES Kazanilmig, Uzatilmis spektrumlu - Penisilinler, sefalosporinler,
laktamaz monobaktamlar
TEM Kazanilmug serin -laktamaz Penisilinler, sefalosporinler,
monobaktamlar, sulbaktam
IMP Kazanilmig metalo-B-laktamaz Penisilinler, sefalosporinler, karbapenems,
f-laktamaz inhibitorleri
SIM Kazanilmig metalo-B-laktamaz Penisilinler, sefalosporinler, karbapenems,
f-laktamaz inhibitorleri
NDM Kazanilmig metalo-B-laktamaz Penisilinler, sefalosporinler, karbapenems,
B-laktamaz inhibitorleri
ADC AmpC B-laktamaz Aminopenisilinler, -laktamaz inhibitorleri,
oksiminosefalosporinler, sefamisinler
-ADC-33 AmpC B-laktamaz Aminopenisilinler, 3-laktamaz inhibitorleri,
oksiminosefalosporinler, sefamisinler
-ADC-56 AmpC B-laktamaz Aminopenisilinler, 3-laktamaz inhibitorleri,
oksiminosefalosporinler, sefamisinler
OXA Serin karbapenemaz Oksasilin, klavulanat, sulbaktam,
tazobaktam
AdeABC Direng-nodiilasyon-hiicre béliinmiis ~ Aminoglikozitler, florokinolonlar,
Akis pompast tetrasiklinler, trimetoprim
Tet Akis pompast Tetrasiklinler, tigesiklin
PMrAB 111::1g isljjklllielffelzl diizenleyici sistem Polimiksinler
LpxA,LpxC,LpxD LPS tretimi kaybi Polimiksinler

ArmA
GyrA
ParC
RpoB

16S RNA metil transferaz
DNA gyrase degisiklikleri
DNA topoisomerase |V alterations

RNA polimeraz degisiklikleri

Aminoglikozitler
Florokinolonlar
Fluoroquinolones

Rifampinin

Diinyada, gyrA ve parC genlerinin kinolon direncini belirleyen bolgelerdeki

mutasyonlar ve/veya disari atim pompalarin asiri salimimi nedeniyle (Peleg ve ark

2012) A. baumannii'nin fluorokinolona duyarlilik oran1 %30'un altindadir (Lob ve ark
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2016). Birgok iilkede aminoglikozidlere karsi A. baumannii’nin direng %60
asmaktadir ve esas olarak, ArmA gibi aminoglikozid yapisini degistirici (modifiye
edici) enzimlerin iiretilmesinden ya da disar1 atim pompalardan kaynaklanmaktadir.
Rifampin direncinin altinda yatan ana mekanizma hedef proteindeki amino asitlerin
yer degistirmesidir, rpoB geninde tek bir mutasyon yoluyla gortlir (Wenzler ve ark
2017).

1.5. Acinetobacter Enfeksiyonlar ve Tedavisi

Kolonize hastalardan Acinetobacter izolasyonu spesifik bir tedavi gerektirmez.
Aksine, A. baumannii'ye bagli herhangi bir nozokomiyal enfeksiyonda, patojene karst
yapilan duyarlilik testine gore antimikrobiyal tedavi uygulanir. Genel tedavi
secenckleri arasinda seftazidim, karbapenemler, sulbaktam, piperacillin/tazobaktam,
aminoglikozidler, kinolonlar (6rn. levofloksasin), sefepim, E ve B polimiksinleri,
minosiklin, doksisiklin ve tigesiklin yer alir (Araj ve Ibrahim 2008, Patzer ve ark 2008,
Zhanel ve ark 2008, Mader ve ark 2009). Ote yandan, A. baumannii suslarmnin gogunun
penisilinler, ampisilin, karbenisilin, makrolidler, ikinci ve {glincii kusak
sefalosporinler, siprofloksasin ve kloramfenikol gibi birka¢ antimikrobiyal ajanlara
kars1 direngli oldugu bilinmektedir. Dahasi, antimikrobiyal tedavide 6nemli bir
secenek olan aminoglikozidlere karsi da direng artmaktadir. Yapilan bir ¢alismada
Asya ve Avrupa iilkelerinde Acinetobacter izolatlarinin, aminoglikozidlere ve
piperasilin/tazobaktamlara kars1 direng oranlar1 Birlesik Devletleri'nden daha yiiksek
oldugu ifade edilmektedir (Falagas ve ark 2008). Florokinolonlara direng tedavi
sirasinda bildirilmistir ve bu da disar1 atim pompalarina baglanmistir. Ayrica bu
pompalar1 araci olarak kullanan diger ila¢ siniflarina da kars1 artan direng goriilmiistiir
(Perichon ve ark 2008). Bu nedenle, ¢oklu ve yaygin ilag direngli A. baumannii'nin
neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisi i¢in nispeten az antibiyotik bulunmaktadir,
¢linkili bu patojen antibiyotiklere maruz kalmanin bir sonucu olarak ¢oklu ve yaygin

ilag direncli bakteriyi kazanmaktadir (Falagas ve Michalopoulos 2010).

Sulbaktam c¢oklu ve yaygin ilag direncli Acinetobacter enfeksiyonlarinin
tedavisi i¢in bir secgenektir. Sulbaktam, birgok ¢oklu ve yaygin ilag direngli
Acinetobacter susuna penisilin baglayici proteinlere olan yakinligina bagli olarak
spesifik intrensek bakterisidal in vitro aktiviteye sahip B-laktamaz inhibitoriidiir.

Sulbaktamin yarilanma 6mrii yaklasik 1 saattir. Sulbaktam'in orta diizeyde imipenem
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direncine sahip A. baumannii izolatlarinin neden oldugu enfeksiyonlara kars: etkili
oldugu kanitlanmistir. B-laktam ajaninin varligi, sulbaktamin aktivitesini arttirmaz.
Bir¢ok iilkede sulbaktam piyasada sadece ampisilin ile kombinasyon halinde
mevcuttur. Normal renal fonksiyonu olan hastalarda her 6 saatte bir sabit 2:1
ampisilin/sulbaktam oran1 verilir (Rafailidis ve ark 2007). Daha o6nce yapilan
calismalar, ¢ok ilaca direngli olanlar da dahil olmak tizere, A. baumannii izolatlarinin
sulbaktam veya ampisilin-sulbaktam kombinasyonun in vitro duyarlilik oranlarinin
yiiksek oldugunu gostermistir (Frank ve Daschner 1989, Suh ve ark 1995). Ampisilin-
sulbaktam kombinasyonu, A. baumannii suslarinin bu ilaca duyarliligi nedeniyle
nozokomiyal enfeksiyonlar i¢in etkili ve ucuz bir tedavi olarak onerilmistir. Bununla
birlikte, son arastirmalarda, sulbaktamin A. baumannii suslarina karsi antimikrobiyal
aktivitesi, Ozellikle karbapenem'e direngli izolatlarda azalmistir (Betrosian ve ark
2008, Karageorgopoulos ve Falagas 2008, Oliveira ve ark 2008). Sulbaktam, yaygin
ilag direngli A. baumannii izolatlarinin oldukga kiigiik bir boliimiine karst duyarh

olarak bulunmustur (Falagas ve Michalopoulos 2010).

A. baumannii enfeksiyonlarinin tedavisi igin karbapenemler (imipenem,
meropenem, doripenem) tedavinin baslica dayanaklaridir, ancak karbapenem direngli
A. baumannii suslarinin son yillarda giderek daha fazla oldugu ve mevcut tedavi
seceneklerinin azaldigi bildirilmistir (Mushtaq ve ark 2004, Jones ve ark 2005, Falagas
ve ark 2007).

Diger tedavi secenekleri arasinda polimiksinler, tigesiklin ve aminoglikozitler
bulunur (Bassetti ve ark 2008). Coklu ve yaygin ilag direngli A. baumannii
enfeksiyonlarini tedavi etmek i¢in polimiksin E (kolistin) ve polimiksin B
kullanmilmistir (Levin ve ark 1999, Montero ve ark 2002). Coklu ilag direncli
organizmalar1 igin polimiksinlerin etkisini arastiran klinik ¢alismalarin ¢ogunda,
polimiksin B'den ziyade kolistin daha etkili saptanmistir (Kallel ve ark 2006). Coklu
ilag direngli A. baumannii suslarinin 6nemli bir kismi sadece polimiksinlere duyarlhidir.
Coklu ilag¢ direngli gram negatif basillerin ortaya ¢ikisi son yillarda polimiksinleri
kullanima sokmustur. Son zamanlarda, ¢oklu ilag direngli A. baumannii'ye bagh
hastane kaynakli enfeksiyonlarin tedavisi i¢in, birgok YBU’de intravendz kolistin
uygulanmistir. Katyonik bir polipeptid olan kolistin, bir¢ok gram negatif basile karsi
spesifik aktiviteye sahip giiclii bir antimikrobiyal ajandir. Normal bdbrek
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fonksiyonlarma sahip hastalarda kolistin dozaji 2,5-5,0 mg/kg/giin araliginda;
genellikle giinde li¢ kez uygulanir. Birgok calisma ¢oklu ilag direngli A. baumannii
enfeksiyonlarina bagli olarak hastane enfeksiyonlarinin tedavisinde intravendz

kolistinin etkinligini ve giivenilirligini arastirmistir (Argyris ve Matthew 2010).

Coklu ilag direngli A. baumannii enfeksiyonlarina karsi etkili ajanlar arasinda
yer alan antibiyotikler arasinda yeni bir glisilsiklin antibiyotigi olan tigesiklin dikkat
¢ekicidir. Yapilan in vitro ¢alismalarda A. baumannii'nin tigesikline yiiksek oranda
duyarlilik gostermesine karsin, klinik kanit hala eksiktir (Karageorgopoulos ve
Falagas 2008). Tigesiklin, A. baumannii'nin ¢oklu klinik izolatlarina, hatta minosiklin
ve imipenem direngli suslara karsi miikemmel in vitro etkinlik gostermistir (Waites ve
ark 2006, Jones ve ark 2007). Tigesiklin, genellikle kombinasyonlarin bir pargasi
olarak, hastane kokenli ¢oklu ilag direngli A. baumannii enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in
uygulanmistir (Giamarellou ve Poulakou 2009). Bunun yaninda tigesiklinin sadece
komplike karn igi, cilt ve cilt yapisi enfeksiyonlart i¢in Food and Drug Administration

(FDA) onay1 aldigi unutulmamalidir.

Tigesiklinin imipenem direngli Acinetobacter izolatlarina kars siirekli olarak
etkin olamayabilecegini gosteren birgok yeni rapor vardir (Argyris ve Matthew 2010).
Buna ek olarak, tigesikline direngli Acinetobacter izolatlarini bildiren baska galismalar
da vardir (Navon-Venezia ve ark 2007, Peleg ve ark 2007). A. baumannii suslarinda
tigesiklinde direng gelisimi, bunun Acinetobacter izolatlarina karsi etkili diger
antimikrobik ajanlarla birlikte kullanilmasi gerektigini diistindiirmektedir. Ayrica,
tigesiklin tedavisi ile zayif klinik veya mikrobiyolojik sonuclara isaret eden bazi yeni
klinik ¢alismalar bulunmaktadir. Bu nedenle ¢oklu ilag direngli A. baumannii
enfeksiyonlarinin tedavisinde tigesiklinin dnerilebilmesi i¢in klinik ¢alismalardan elde
edilen daha ileri veriler gereklidir. Acinetobacter enfeksiyonlarinin tedavisinde
tigesiklinin kullanimiyla ilgili iki yeni arastirmada, tigesiklinin bu enfeksiyonlarin
tedavisinde 6nerilebilmesi i¢in daha fazla veriye ihtiya¢ duyuldugu sonucuna varmistir

(Gordon ve Wareham 2009).

Coklu ilag direngli A. baumannii'nin gesitli sinerjistik kombinasyonlara in vitro
duyarliligin1 gosteren birgok c¢alisma bulunmaktadir (Motaouakkil ve ark 2006,
Bassetti ve ark 2008). Calismalar ¢oklu ilag direngli Acinetobacter'in karbapenem,

kolistin, rifampin, piperacillin/tazobaktam ve ampisilin/sulbaktam gibi cesitli
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sinerjistik kombinasyonlara in vitro duyarliligin1 ortaya koymustur (Higgins ve ark
2004, Yoon ve ark 2004, Rahal 2006). Karbapenemler genellikle bir aminoglikozid
veya kolistin ile kombinasyon halinde kullanilir, ¢linkii bunlar sinerjik bir etki sergiler
(Petrosillo ve ark 2008). Birgok antimikrobiyal (or., karbapenem, stilbaktam,
tigesiklin) bir aminoglikozid, kolistin veya rifampin ile kombine edildiginde
bakterisidal sinerji olusturur. Bu terapotik maddeler, A. baumannii enfeksiyonlarina
kars1 in vitro sinerjizm gostermistir. B-laktam ajanlar ile yapilan kombinasyon
tedavileri, sinerjiye katkida bulunmamistir. Bununla birlikte, kombinasyon
tedavisinin, Acinetobacter enfeksiyonlarinda monoterapiden daha etkili olup olmadig1
net degildir (Souli ve ark 2008). Hastanin 6nemli komorbiditesi yoksa yani eslik eden
baska bir enfeksiyon yok ise, monoterapinin yeterli olabilecegi diisiiniilmektedir (Luna

ve Aruj 2007).

Son zamanlarda elde edilen raporlarin A. baumannii'nin faj tedavisine duyarl
olduguna dikkat ¢ekilmektedir. Acinetobacter spp'sine yonelik bir faj hem in vitro hem
de in vivo belirgin litik bir etkinlik gostermistir (Marsuzaki ve ark 2005, Brussow
2007). Bununla birlikte, ¢oklu ilag direngli Acinetobacter enfeksiyonlarinin tedavisi
tizerine randomize Ve kontrollii bir ¢alisma bulunmadigini belirtmek gerekir (Murray

2005).

1.5.1. Kan Akimi Enfeksiyonlar:

Hastane enfeksiyonlarinda A. baumannii’ye bagli kan akimi (bakteriyemi)
enfeksiyonlarmin tedavisi ile ilgili veriler nispeten siirhdir. Yalniz karbapenemler
veya diger antimikrobiyal ajanlar (6rnegin polimiksinler, sulbaktam veya
aminoglikosidler) pek ¢ok YBU'de bu bakteriye bagli enfeksiyonlarda aktif tercih
edilen antimikrobiyal ajanlar olduklarindan, A. baumannii'ye bagli bakteriyemi
enfeksiyonlariin tedavisi i¢in de tercih edilen terapdtik ajanlar olarak goriilmektedir.
Bununla birlikte, son zamanlarda, A. baumannii'nin karbapenem direngli suslarina
bagli bakteriyemi enfeksiyonlari diinya ¢apinda bildirilmistir (Pournaras ve ark 2006,
Wroblewska ve ark 2006).

Levin ve arkadaslari, ¢oklu ilag direngli A. baumannii bakteriyemiden
muzdarip hastalarda, yiiksek dozda ampisilin-sulbaktam uygulayarak nispeten iyi
sonuglar aldiklarini ifade ettiler. Bununla birlikte, 30 giinliik genel mortalite oraninin

(%49) yiiksek oldugunu gozlemlediler (Levin ve ark 2003).
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Polimiksinler hala Acinetobacter bakteriyemisinin tedavisinde giivenilir
antimikrobiyal ajanlar olarak kullanilmaktadir (Michalopoulos ve Falagas 2008). Bu
konuda yapilanr retrospektif bir ¢alismada, Kopterides ve arkadaslar1 39 bakteriyemili
hastadan izole ettikleri A. baumannii suslarinin 25’inin (%64) sadece kolistine duyarli;
14 susun (%36) ise hem kolistine hem de karbapeneme duyarli olduklarim
belirlemislerdir. Mortalite, sirasiyla iki gruptaki hastalar i¢in %56 (14/25) ve %35,7
(5/14) (P = 0.22) (Kopterides ve ark 2007).

Yakin tarihli bir arastirmada, A. baumannii bakteriyemi ve kontrol hastalari
icin hayatta kalma egrileri 30 giinliik mortalite agisindan anlamli fark gostermemistir.
Ancak, A. baumannii bakteriyemi enfeksiyonu olan hastalarm ortalama YBU ve
hastanede kalis siireleri ile ortalama hastane maliyeti onemli derecede artmustir (Jang
ve ark 2009). Baska bir ¢alismada ise, imipenem direngli Acinetobacter bakteriyemi
hastalarinin 30 giinliilk mortalite oraninin kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu

gosterilmistir (Argyris ve Matthew 2010).

Kwon ve arkadaslari, imipenem-direngli Acinetobacter bakteriyemisi olan 40
hasta ile imipenem-duyarli Acinetobacter bakteriyemisi olan 40 hastay eslestirmisler
ve her iki gruptaki 30 giinliik mortalite oranlarini, hastaligin siddeti ile ilgili benzer
klinik 6zellikleri incelemistir. ik kontrol grubun yani imipenem direngli grubun
mortalite orani duyarli gruba gore daha yiiksektir. Uygun kombine edilmemis
antimikrobiyal tedavi kullanilan hastalarda imipenem direncinin daha yiiksek oldugu
goriilmistiir. Kombinasyon tedavisindeki uyumsuzluga bagli olgularda 30 giinliik

mortalite oran1 da daha yiiksektir (Kwon ve ark 2007).

Acinetobacter spp'sinin, 6zellikle ¢oklu veya yaygin ilag direngli suslarini
iceren ciddi enfeksiyonlarin tedavi stratejilerinin, esas olarak, vaka sunumlari, olgu
serileri veya kiiciik gozlemsel ¢aligmalara dayandigini vurgulamaliyiz. Kombinasyon
antimikrobik tedavi uygulamasi, 6zellikle ¢oklu ila¢ direngli A. baumannii'ye bagh
bakteriyemi durumunda, enfeksiyonunu tedavi etmek igin kullanilir (Gilad ve Carmeli
2008). Tedavi siiresi genellikle diger gram negatif basillerin neden oldugu diger
hastane enfeksiyonlarina benzer. Tedavi antimikrobiyal test sonucu g¢ikana kadar
biyiik Olciide ampiriktir ve ¢ogunlukla hastaligin ciddiyetine baglidir. Bununla
birlikte, erken uygun antimikrobiyal tedavinin baglanmasi A. baumannii bakteriyemi

hastalariin hayatta kalmasi tizerine etkisi belirtilmistir (Erbay ve ark 2009).
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1.5.2. Solunum Yolu Enfeksiyonlari

Acinetobacter spp'ye bagli yogun bakim iinitesinden edinilen pnémoni
ataklarmin orani son on yilda artmistir (Gaynes ve Edwards 2005). Baz1 YBU'lerde
ventilator iliskili pnomonili (VAP) hastalarda yaygin bir patojen olan Acinetobacter
spp. tedavisinde tercih edilen birinci basamak ilaglar; kinolonlar, aminoglikozidler,
sefalosporinler ve antipsddomonal penisilinler gibi ilaglara direngli hale gelmistir.
Ozellikle VAP hastalarmin tedavi stratejisi her zaman kiiltiir sonuglari ve duyarlilik
tizerine kurulu olsada, sulbaktam, piperacillin/tazobaktam, sefepim, aminoglikosidler,
karbapenemler, polimiksinler, tetrasiklinler ve tigesiklini giivenilir tedavi
secenekleridir (Wood ve ark 2005, Lorente ve ark 2009).

Sulbaktam, A. baumannii'ye karsi iyi in vitro etkinlige sahiptir; bu nedenle,
ampisilin ile sulbaktam kombinasyonu VAP'li hastalarda iyi bir tedavi alternatifi
olabilmektedir. A. baumannii'ye bagli VAP'l1 kritik hastalig1 olan travma hastalarinda
imipenem/silastatin ve ampisilin/sulbaktam'in etkinligini karsilagtiran retrospektif bir
caligmanin sonucunda tedavi etkinliginin benzer oldugu belirlenmistir. Farkli tedavi
ilag kombinasyonlar1 uygulanan bu gruplar arasinda mortalite agisindan istatistiksel
olarak, mekanik havalandirma siiresi veya YBU uzunlugu veya hastanede kalma
acisindan anlamli farkliliklar bulunamamistir (Wood ve ark 2002). Sulbaktam ile
yapilan diger bir calismada Betrosian ve arkadaglari, MDR A. baumannii VAP'l1 kritik
hastalig1 olan hastalar i¢in, her ikisi de intravendz olarak uygulanan kolistin (8 saatte
bir 3 milyon IU) ve yiiksek doz ampisilin-sulbaktam (her 8 saatte bir 9 g)’in,
karsilastirilabilir diizeyde giivenli ve etkili tedaviler oldugunu gostermislerdir

(Betrosian ve ark 2008).

Ozellikle yogun bakim merkezlerinde basta A. baumannii ve P. aeruginosa
olmak {iizere, ¢oklu ilag direncine bagli gram negatif bakterilerin neden oldugu
nozokomiyal pndmoni veya VAP hastalarinin tedavisinde, intravendz ve aerosol form
polimiksinler (¢cogunlukla kolistin) son 5 yildir kullanilmaktadir (Falagas ve ark 2006).
Prospektif bir ¢aligmada, c¢oklu ila¢ direncli A. baumannii'ye bagli olarak VAP
tedavisinde, kolistin ile imipenem-silastatin'in etkinligini karsilastirilmigtir. Her iki
grupta vakalarin %57'sinde klinik olarak tedavi gormiistiir. VAP ile iligkili

mortalite orani, kolistin grubunda 38, imipenem grubunda %35,7; her iki grupta da
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hastane i¢i mortalite orani yiiksektir (Sirastyla %61,9 ve %64,2) (Garnacho-Montero
ve ark 2003).

Coklu ilag direngli A. baumannii veya P. aeruginosa'nin neden oldugu VAP
tedavisinde imipenem ile kolistinin glivenirliginin ve etkinliginin karsilastirildiginda
eslestirilmis bir vaka kontrol calismasinda, her iki grupta da olumlu klinik yant
(kolistin grubunda %75, imipenem grubunda %71,7) ortaya ¢ikmistir (Kallel ve ark
2007). Pintado ve arkadaslar1 pnémonili vakalarinda oldugu ¢oklu ilag direngli gram-
negatif bakterilerin etken oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde damar i¢ine sodyum
stilfat verilmesi durumunda iyi klinik sonuglar (Acinetobacter spp. %?50)
bildirmislerdir (Pintado ve ark 2008). Diger bir ¢alismada ise ¢oklu ilag direngli A.
baumannii enfeksiyonlarinin, 6zellikle pndmoninin tedavisinde kolistin ve rifampin
kombinasyonu ile iyi klinik sonuglar aldiklarini ifade etmislerdir (Waites ve ark 2006).
Yakin tarihli bir ¢alismada, Falagas ve arkadaslari, ¢oklu ilag direngli gram negatif
bakteri kaynakli pndmoni veya bakteriyemili 258 yogun bakim hastasinda monoterapi
ve kombinasyon tedavilerini arastirmislardir. Calismada vakalarin ¢ogunlugunun
(%65,9) A. baumannii kaynakl1 oldugu gosterilmistir. Ozellikle kolistin monoterapisi
veya kolistin-meropenem kombinasyonu alan hastalarda daha basarili sonuglar ortaya
cikmistir. Enfeksiyon tedavi oran1 %79,1 olarak belirlenirken, bu hastalarin %10’unda

nefrotoksisite saptanmistir (Falagas ve ark 2010).

Kolistin etkinliginin arastirildigi bagka bir arastirmada Gounden ve arkadaglari
YBU yatan cogunlukla VAP veya bakteriyemi hastalarda yapilan kiigiik bir
retrospektif kohort ¢alismasi planlanmislardir. Onceki ¢alismalarin aksine arastiricilar
kolistin grubunu tobramisin ile karsilastirdiklarinda hastane kaynakli mortalitenin
daha yiiksek (sirasiyla %50 - %28,1) oldugunu bildirmislerdir (Gounden ve ark 2009).

Son literatiirler, intravenéz ve inhalasyon yoluyla uygulanan kolistinin,
bakteriyemili ya da bakteryemi bulunmayan VAP'l1 hastalarin tedavisinde belirgin bir
etkililige sahip oldugunu diisiindiirmektedir (Michalopoulos ve ark 2005,
Michalopoulos ve ark 2008). Aerosolize kolistin, hastane enfeksiyonuna bagli
pnomoni veya VAP tedavisinde faydali ve giivenli ek terapotik bir tedavi secenegi
olabilir. VAP tedavisinde inhale kolistin'in ana yan etkisi bronkokonstriksiyon olup,

esas olarak kistik fibrozisli hastalarda goriiliir (Alothman ve ark 2005).
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Acinetobacter baumannii'de kolistin heteroresistans1 bildirilmistir, ancak
klinik iyilesmeye ve antimikrobiyal tedaviye olan etkisi henliz gosterilememistir (Li
ve ark 2006). Bununla birlikte, baz1 merkezlerden yiiksek seviyede kolistin direnci
bildirilmistir (Ko ve ark 2007, Tan ve ark 2007, Hawley ve ark 2008). Bu gozlemler,
bu bilesiklerin dikkatli kullanilmasinin 6nemini vurgulamak ve kolistinin
kullanilmasindan 6nce daha ayrintili klinik ve farmakolojik arastirmalara ihtiyag

gerekliligini gostermektedir.

1.5.3. CNS Enfeksiyonlar:

Santral sinir sistemi enfeksiyonlarindan Acinetobacter menenjiti, ozellikle
postop donemde karsilasilan ve %15'i asan mortalitesi ile ciddi bir klinik vaka haline
gelmistir (Kim ve ark 2009). Coklu ilag direngli A. baumannii menenjit ve/veya
ventrikiilit, antibiyotiklerin beyin-omurilik sivisina sinirli niifuz etmesi nedeniyle zor
tedavi edilebilir bir problem olmaya devam etmektedir. Literatiirdeki sistematik bir
derlemede, hem cocuklukta hem de eriskinlerde gram negatif menenjitin 64 atagi
intravendz ve/veya intraventrikiiler veya intratekal yolla uygulanan polimiksinlerle
tedavi edilmistir. Acinetobacter spp. kaynakli CNS enfeksiyonlarinin 11’inden
10'unda (%91) iyilesme saglanmistir. Polimiksin intraventrikiiler veya intratekal yolla
uygulanan en yaygin komplikasyon meningeal irritasyondur (Falagas ve ark 2007).
Intraventrikiiler kolistimetat sodyum, karbapeneme direncli A. baumannii nedeniyle
ventrikiilit tedavisinde basariyla kullamlmstir. Intravendz ve intratekal kolistin ile
kombine tedavi, hastane enfeksiyonuna bagli Acinetobacter menenjit tedavisinde

yararli ve giivenli bir se¢enektir (Rodriguez Guardado ve ark 2008).

Coklu ve yaygm ilag direngli A. baumannii'nin yol ag¢tig1 hastane kaynakli
menenjit ile ilgili olarak, ampisilin-sulbaktam veya diger antibiyotiklerin kullanimiyla
ilgili mevcut klinik deneyim sinirlidir (Kendirli ve ark 2004). Birgok ¢alisma kolistinin
intravendz, intraventrikiiler veya intratekal yolla uygulandig1 zaman basaril klinik ve
mikrobiyolojik sonucu oldugunu bildirmektedir (Dalgic ve ark 2009). Bununla birlikte
Ozellikle de c¢ocuklarda kombine intravendz ve intraventrikiiler/intratekal kolistin
uygulamasinin farmakokinetik ve farmakodinamik parametrelerini degerlendirmek
igin ileri ¢alismalara ihtiyag¢ vardir. Coklu ve yaygin ilag direngli A. baumannii CNS
enfeksiyonlarina karsi tedavi segenekleri sinirli gériinmektedir (Argyris ve Matthew
2010).
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1.5.4. idrar Yolu Enfeksiyonlar:

Coklu ilag direngli A. baumannii'ye bagl idrar yolu enfeksiyonlar1 ve/veya
tirosepsisin tedavisinde yaygin olarak kullanilan birka¢ antibiyotige karsi direng
siklikla son literatiirlerde bildirilmektedir (Ashour ve EI-Sharif 2009). Bu ¢oklu ilag
direncli suslar1 i¢in secilen antimikrobik ajanlar karbapenemler ve polimiksinler olarak
kalmaktadir. Tedavide kolistin cogunlukla tek basina veya rifampisin ile kombinasyon
halinde verilmektedir. (Maviglia ve ark 2009). Coklu antimikrobiyal direng varligi
Ozellikle izolatlarin karbapenemlere direngli olmasi durumunda, Acinetobacter ile
enfekte hastalar i¢in tedavi segeneklerini biiyiik Olgiide yetersiz kalmaktadir

(Maragakis ve Perl 2008).

1.5.5. Deri ve Yumusak Doku veya Yara Enfeksiyonlar:

Coklu 1ila¢ direncinden kaynaklanan deri ve yumusak doku ya da yara
enfeksiyonlar1 tiizerine bildirilen raporlarda A. baumannii gibi gram negatif
patojenlerin etkinligi son zamanlarda artmaktadir (Tao ve ark 2009). Deri, yumusak
doku veya yara enfeksiyonlari, yogun bakim hastalarinda goriiliir ve siklikla ikincil
enfeksiyon seklinde olup sespsis ve kan yolu enfeksiyonlarina eslik eder.
Enfeksiyondan sorumlu mikroorganizmalar ¢ogunlukla tek bir mikroorganizma degil

polimikrobiyaldir.

Tedavide, karbapenemler ve polimiksin disinda, tigesiklin umut verici
alternatif bir antimikrobiyaldir. Bununla birlikte, tigesiklin monoterapi olarak
uygulandiginda, dogal direngli Acinetobacter suslarinin olabilecegi ve ayrica olguda
stiperenfeksiyon gelistirme riskinin goz ardi edilmemesi gerektigini belirtmek gerekir
(Poulakou ve ark 2009).

1.5.6. Peritonit

Peritonit, periton ve periton boslugunun inflamasyonunu ifade eder;
mikroorganizmalar veya kimyasal maddelerle ya da her ikisi ile birlikte irritasyon
sonucunda meydana gelebilir. Sekonder peritonit (SP), intraabdominal bir patolojiye
bagli olarak, gastrointestinal kanal veya genitoliriner organlarin biitiinl{igliniin
bozulmasi ve mikrobiyal kirlenme nedeni ile ortaya ¢ikan akut periton enfeksiyonudur.
SP tablosu ¢ogunlukla gram negatif basillerin baskin oldugu enterik flora kaynakli
polimikrobiyal 6zellik tasimaktadir. A. baumannii‘ye bagl sekonder peritonit, hastane
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enfeksiyonlarinin 6nemli bir grubunu olusturur (Falagas ve ark 2008). Hastane
enfeksiyonlar: tipik olarak direngli patojenler igerir. Antibiyotik tedavisi igin
mikrobiyolojik testlere o6zelliklede kiiltiir testlerine yonlendirilmelidir. Tedavide
siklikla tercih edilecek antibiyotikler karbapenemler (meropenem, imipenem veya
doripenem), tigesiklin ve dordiincii nesil sefalosporin veya kolistin  gibi

antibiyotiklerin bir kombinasyonundan olusur (Hasper ve ark 2009).

1.6. Tedavide Kullamlan Antibiyotikler

1.6.1. Karbapenemler

Antimikrobiyal direncin artmasi terapotik secenekleri kisitlar ve ¢oklu ilaca
direngli Acinetobacter enfeksiyonlarinin tedavi rejimlerini karsilastirmak igin
tasarlanmis iyi klinik ¢alismalar maalesef yetersizdir. Elde edilen veriler in vitro,
deneysel hayvan ve gozlemsel ¢caligmalardir. Direng gelismedigi siirece karbapenemler
tedavide ilk tercih olmaya devam etmektedir. Meropenem Y1llik Duyarlilik Testi Bilgi
Toplama (MYSTIC) go6zetim programi, c¢oklu ilaca direngli Acinetobacter
enfeksiyonunun tedavisi i¢in imipenem/meropenem karsilastirilmasinda, imipenemin
meropenemden daha etkili bir ajan oldugunu gostermislerdir (Jones ve ark 2004, Jones
ve ark 2006). Karbapenem direncinde akis pompalar1 meropenem'i daha fazla
etkileyebilirken, spesifik p-laktamazlar imipenemi daha c¢ok hidrolize eder
(Ikonomidis ve ark 2006). Ne yazik ki, karbapenem direngli Acinetobacter izolatlar

giderek diinya ¢apinda artan oranda bildirilmektedir.

1.6.2. p-Laktamaz Inhibitorleri

B-Laktamaz inhibitorleri, ozellikle sulbaktam, birgok Acinetobacter susuna
kars1 kendine 6zgii etkiye sahiptir. f-laktam ajaninin (6rn., Ampisilin) -laktamaz
inhibitorii ile kombinasyonu, aktiviteye veya sinerjiye katkida bulunmaz (Higgins ve
ark 2004, Brauers ve ark 2005). Ciddi Acinetobacter enfeksiyonu i¢in sulbaktam ile
monoterapi Onerilmez. Bununla birlikte Wood ve ark (2002) ¢oklu ilag direngli
Acinetobacter’e bagli ventilator ile iligkili pnomonili 14 hastanin tedavisinde
sulbaktamin basarili bir sekilde kullanildigini bildirmis ve sulbaktam ile tedavi edilen
hastalar ile imipenem alan hastalar arasinda iyilesmede herhangi bir fark olmadiginm
ifade etmislerdir. Levin ve ark (2003) karbapenem direngli Acinetobacter
enfeksiyonunu tedavi etmek icin ampisilin-sulbaktam kullananlarda %67 iyilesme

oranini bildirmistir. Ancak alinan iyi hasta sonuglari, ciddi olmayan enfeksiyonlari
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iceren olgu grubunu igeriyordu. Sabit konsantrasyonlarda [-laktam/B-laktamaz
kombinasyonlarinin antimikrobiyal duyarlilik testlerinin (6rn. Agar diliisyon veya
graidyent test ile) sonuglar1 dikkatle yorumlanmalidir. Ciinkii bir izolat aslinda direngli

oldugunda duyarlilik gésterebilir. (Higgins ve ark 2004).

1.6.3. Tigesiklin

Yeni bir glisilsiklin ajan olan tigesiklin, ¢oklu ilag direngli Acinetobacter
tiirlerine kars1 bakteriostatik aktiviteye sahiptir (Pachon-lbanez ve ark 2004, Seifert ve
ark 2006). Tigesikline kars1 yiiksek direng, ¢coklu ilaca direngli Acinetobacter izolatlar
arasinda saptanmustir. Direncin organizmanin kromozomal kaynakli atim pompalarini
asir1 regiile etmesinden kaynaklandigi diistiniilmektedir (Rice 2006, Insa ve ark 2007,
Jones ve ark 2007, Navon-Venezia ve ark 2007, Peleg ve ark 2007, Reid ve ark 2007).
Peleg ve ark (2007) baska bir endikasyon igin tigesiklin alan iki vakada gelisen,
tigesiklin direcli ¢oklu ilag direngli A. baumannii bakteriyemisini bildirmislerdir.
Yakin tarihli iki yeni c¢alismada, tigesikline duyarliligin azaldigi Acinetobacter
izolatlarinda ¢ok ilagli akim pompasinin asir1 salimimi belgelenmistir (Peleg ve ark
2007, Ruzin ve ark 2007). Bu bulgular ve yeterli pik serum konsantrasyonlarinin elde
edilip edilemeyecegi konusundaki endiseler géz oniine alindiginda, en iyi enfeksiyon
hastaliklar uzmanu ile istisare icinde saptanan tigesiklin, kurtarma tedavisi i¢in

ayrilmistir (Peleg ve ark 2007).

1.6.4. Aminoglikozitler

Aminoglikozid grubundan tobramisin ve amikasin ilag direngli Acinetobacter
izolatlar i¢in duyarliligini koruyan terapétik segeneklerdir. Bu ajanlar genellikle baska
bir aktif antimikrobiyal ajan ile birlikte kombine kullanilir. Coklu ilag direngli
Acinetobacter izolatlariin ¢ogu amikasin veya tobramisine orta derecede duyarlilik
gosterir. Bu ajan siifina kars1 gelisen direng, aminoglikozid degistiren enzimler veya

akis pompa mekanizmalari ile iligkilidir (Lisa ve ark 2008).

1.6.5. Polimiksin Tedavisi

Direngli Acinetobacter enfeksiyonlarinda simirli tedavi se¢enekleri géz oniine
alindiginda, polimiksin B veya polimiksin E (kolistin) kullanimina geri doniisiim
olmustur (Falagas ve Kasiakou 2005, Li ve ark 2006). Kolistin, bakterinin stoplazma

zarmin yapisina etki ederek gecirgenligini artirip, bakterinin 6limiine yol acar
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(Falagas ve Kasiakou 2005). Kolistin, Acinetobacter tiirlerine karsi bakterisidaldir ve
etkisi konsantrasyona baglidir (Li ve ark 2006). Muhtemelen dis hiicre zar1 degisikligi
veya dis akim pompast mekanizmalarindan kaynaklanan polimiksin karsi direnci
bildirilmistir (Urban ve ark 2001, Falagas ve Kasiakou 2005, Gales ve ark 2006, Li ve
ark 2006). Yapilan ¢aligmalarda, pnomoni, bakteriyemi, sepsis, karin i¢i enfeksiyon
ve MSS enfeksiyonu dahil olmak {izere ¢oklu ilag direngli Acinetobacter’e bagl ciddi
enfeksiyonlarda kolistin ile %57-%77 oraninda iyilesme bildirmistir (Levin ve ark
1999, Garnacho-Montero ve ark 2005, Holloway ve ark 2006, Kallel ve ark 2006).
Yiksek hassasiyetli farmakokinetik veriler eksik olsada, kolistinin akciger ve BOS
dagiliminin oldugu rapor edilmistir ve klinik sonuglar gesitli enfeksiyon tiirleri igin
degisiklik gosterir (Levin ve ark 1999). Levin ve arkadaslar1 (1999), ¢oklu ilag direngli
gram-negatif basillere bagli olarak gelisen pnomonili hastalarda parenteral kolistin
tedavisi uygulamiglar ve tedavi sonucunda %25’den daha diisiik bir yanit orani
bulmuslardir. Diger ¢alismalarda, ¢oklu ilag direngli Acinetobactere bagli ventilatorle
iliskili pnomonide, parenteral kolistin tedavisi ile daha yiiksek klinik yanit oranlari
(%56-61) bildirmislerdir (Garnacho-Montero ve ark 2003, Markou ve ark 2003,
Kasiakou ve ark 2005, Linden ve Paterson 2006).

Coklu ilaca direngli Acinetobacter menenjitin, parenteral kolistin ile basarili
bir sekilde tedavi edildigi olgu sunumlart vardir, ancak bu durum i¢in klinik yanit
etkinligi hala belirsizdir (Fulnecky ve ark 2005, Katragkou ve Roilides 2005). Birkag
vaka raporunda, Gram negatif bakteriyel menenjitlerin tedavisinde (parenteral tedavi
ile birlikte veya parenteral tedavi olmadan) intraventrikiiler veya intratrakeal
polimiksin tedavisi kullanildigi bildirilmistir (Benifla ve ark 2004, Katragkou ve
Roilides 2005, Al ve ark 2006, Ng ve ark 2006). Son zamanlarda yayinlanan 64
bakteriyel menenjit olgusunu iceren 31 c¢alismada tedavi orani %80 olarak
bildirilmistir. Bu ¢alismanin birinde Acinetobacter menenjiti bulunan 11 hastadan
10’unun (%91) basarili bir sekilde tedavi edildigide raporlanmistir. Hastalarin ¢cogu
lokal polimiksin tedavisine ilaveten sistemik antimikrobiyal tedavide almistir.
Norolojik toksisite Oncelikli olarak 1970 oncesinde yaymnlanan raporlarda ortaya
¢ikmis ve en yaygin goriilen bulgu, doz bagimli ve geri doniisiimlii goriinen meningeal
iritasyon olmustur (Falagas ve ark 2007). Genel olarak, énemli bir tedavi segenegi
olmasma ragmen, MSS enfeksiyonunun tedavisi i¢in kolistinin etkinligi, glivenligi

veya farmakokinetik Ozellikleri ile ilgili nihai sonuglar veren yeterli calisma
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bulunmamaktadir (Katragkou ve Roilides 2005). Kolistinin farmakokinetigi,
farmakodinamigi ve toksikodinamigi hakkinda veriler eksiktir. ilacin serum
konsantrasyonlarinin 6l¢iilmesiyle ilgili daha 6nce kullanilan yontemler, inaktif 6n ilag
olan kolistimetat konsantrasyonlarini kolistin konsantrasyonlarindan yeterince ayirt
edememistir. Ureticiler arasinda, dnerilen kolistin dozaji ve kullanilan &l¢iim birimleri
ile ilgili tutarsizliklar vardir (Li ve ark 2006). Bu problemler, gerek farmakolojik
calismalarda gerek ise Kklinik arastirma ¢alismalarinda formiilasyon ve dozlamaya

verilen 6nemin altini1 ¢izmektedir.

1.6.6. Sinerji ve Kombinasyon Tedavisi

Kontrollii klinik arastirmalarin eksikligi, ¢coklu ilaca direngli Acinetobacter
enfeksiyonu i¢in sinerji veya kombinasyon tedavisinin roliinii degerlendirmeyi
zorlagtirmaktadir. Elde edilen verilerin ¢ogu, kontrolsiiz vakalar, hayvan modelleri
veya in vitro aragtirmalardir. Calismalarin sonuglar1 incelendiginde aym
antimikrobiyal kombinasyonlar i¢in ¢eliskili sonuglar géstermektedir. Montero ve ark
(2004), fare modeli tizerinde ¢oklu ilag direngli Acinetobacter pnémonisini ¢alismislar
ve rifampin ile imipenem, tobramisin veya kolistin kombinasyonlarinin en etkili
rejimler oldugunu savunmuslardir. Bununla birlikte, klinik bir pilot calismada,
karbapeneme direngli Acinetobacter enfeksiyonunun tedavisinde rifampin arti
imipenem kullanimina kars1 uyarida bulunulmustur. Ciinkii arastirmacilar yiiksek bir
basarisizlik orani gozlemlemis ve bu rejimle tedavi edilen hastalarin %70'inde
rifampin direncinin ortaya ¢iktigini belgelemislerdir (Saballs ve ark 2006). Bir kobay
modelinde, in vitro sinerji gosterilmesine ragmen imipeneme direngli pnémoni
tedavisinde imipenem ve amikasinin kombinasyonunun, tek basina imipenemden daha
kotii oldugu ifade edilmistir (Bernabeu-Wittel ve ark 2005). In vitro sinerjinin klinik
uyumu halen belirsizligini korumaktadir. Kombinasyon tedavisi icin elde edilen
sonuglarin ¢ogu, tek basina parenteral kolistin kullanimi i¢in rapor edilen tedavi
oranlartyla karsilagtirilabilir.  Ancak kombinasyon tedavisinde kullanilacak
antimikrobiyal ajanlarin ¢ok ¢esitli olmasi rapor edilen tedavi oranlariyla kiyaslamay1
sinirlamaktadir. Bu nedenle herhangi bir antimikrobiyal kombinasyonun tedavi
stratejisinde yaralt olup olmayacagina karar verebilmek i¢in kontrollii klinik
calismalara ihtiyag vardir. Li ve ark (2006) yapmis olduklar1 ¢alismada, in vitro olarak
incelenen 16 kolistin duyarli Acinetobacter susunun 15’inin heterorezistans (kolistine

kars1 farli seviyelerde direng gosteren alt popiilasyonlar) oldugunu bildirmistir.
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Kolistin varliginda seri pasajlarin yapilmasi kolistine direngli alt popiilasyonlarin
oranini arttirdigini raporlamiglardir. Owen ve ark (2007)’da yaptiklar1 ¢alismada in
vitro heterorezistans saptamislardir ve monoterapi sirasinda kolistin direncinin

olusmasini engellemek i¢in kombine tedavi uygulanmasini 6nermislerdir.

1.7. Molekiiler Epidemiyolojik Teknikler

A. baumannii'nin hastanede yayilmasini kontrol etmek igin organizmanin
potansiyel rezervuarlarini ve bulagsma sekillerini belirlemek gerekir. Salgin susunun
epidemiyolojik olarak ilgisiz Acinetobakterlerden ayirt edilmesi igin, alttiir
diizeyindeki izolatlarin karsilastiritlmasi gereklidir ve bu amagcla kullanilan yontemler
epidemiyolojik tipleme yontemleri olarak belirlenmistir. Biyokimyasal profillere
(biyotiplendirme), antibiyotik duyarlilik kaliplarina, serolojik reaksiyonlara
(serotipleme), faj tiplemesine ve protein profillerine (Bergogne-Berezin ve Towner
1996) dayanan fenotipik yazim sistemleri tarihsel sirayla plazmid profillemesi de dahil
olmak tizere ¢ok sayida molekiiler tipleme sistemi ile degistirilmistir (Hartstein ve ark
1990, Seifert ve ark 2007); Ribotiplendirme (Gerner-Smidt 1992, Seifert ve Gerner-
Smidt 1995, Dijkshoorn ve ark 1996, Brisse ve ark 2007); PFGE (Gouby ve ark 1992,
Seifert ve Gerner-Smidt 1995, Bou ve ark 2000); Rasgele ¢ogaltilan polimorfik DNA
analizi (Graser ve ark 1993, Grundmann ve ark 1997, Koeleman ve ark 1998);
Tekrarlayan ekstragenik palindromik dizi bazli (REP) PCR (Snelling ve ark 1996,
Huys ve ark 2005); AFLP analizi, yiiksek ¢oziiniirliklii genetik parmak izi alma
yontemi (Janssen ve Dijkshoorn 1996, Dijkshoorn ve ark 1996, Koeleman 1998);
Integrase geni PCR (Koeleman ve ark 2001); Seyrek kisitlama bolgesi PCR (Yoo ve
ark 1999); ve en yakin zamanda MLST (Bartual ve ark 2005) ve multilocus PCR-ESI-
MS (Ecker ve ark 2006) dir.

1.7.1. Plazmid Analizi

Acinetobacter tiirlerinin ¢gogunlugu yerli plasmidleri igerir. Plazmid analizi A.
baumannii suslarinin epidemiyolojik olarak yazilmasi igin basarili bir sekilde
kullanilmistir (Hartstein ve ark 1990, Seifert ve ark 1994, Nemec ve ark 1999) ve
plazmid profillemesi, A. baumannii grubunun disindaki Acinetobacter tiirlerinin
epidemiyolojisini incelemek i¢in uygulanan az sayidaki yontemlerden biridir (Seifert
ve ark 1994, Seifert ve ark 1997). Yontem oldukga saglam olmasma ragmen,

sonuglarin yorumlanmasi, bircok plazmitin kolayca transfer edilebilecegi ve
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kazanilabilecegi ya da kaybolabilecegi dikkate alinmalidir ve bu, Acinetobacterlerin
epidemiyolojik calismalar1 i¢in daha saglam molekiiler yontemlerle plasmid

profillemesinin degistirilmesine katkida bulunmustur (Peleg ve ark 2008).

1.7.2. Ribotiplendirme

Oncelikle Acinetobacterleri, ozellikle A. calcoaceticus-A. baumannii
kompleksinin tiir seviyesinde tanimlanmasi igin gelistirilmistir (Gerner-Smidt 1992).
Bu yontemle, saflastirilmig kromozomal DNA'y1 sinirlandirmak igin, elektroforez,
blotlama ve E. coli rRNA'dan tiiretilmis bir digoksigenin-11-UTP etiketli cDNA probu
ile hibridizasyon i¢in EcoRI1, Clal ve Sall kullanilarak, Acinetobacter
epidemiyolojisini arastiran birka¢ ¢alisma suslarin1 yazmada kullanmigtir (Nemec ve
ark 2004, Griffith ve ark 2006). Bununla birlikte, ribotiplendirmenin ayrimci giicii
sinirlidir. PFGE ve diger yontemler daha az emek gerektirir ve ayrimer giicli daha
fazladir (Seifert ve Gerner-Smidt 1995, Silbert ve ark 2004). PFGE'ye kiyasla, daha
ayirt edici ve daha dogru yazma sonuglari, otomatik bir ribotiplendirme sistemi
kullanilarak elde edilmistir (RiboPrinter; DuPont Qualicon, Wilmington, DE) (Brisou
ve Prevot 1954, Silbert ve ark 2004, Rhomberg ve ark 2006). Otomatik
ribotiplendirme, PFGE'den daha hizli yazimla sonuglari iiretir, ancak molekiiler
epidemiyoloji aragtirmalarin1 gerceklestiren birka¢ laboratuvarda bulunan pahali ve

yiiksek verimlilikte 6zel ekipman gerektirir (Peleg ve ark 2008).

1.7.3. Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)

Acinetobacter i¢in Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) tercih edilen
referans yontemidir. Tiplendirme sonucuna ulasmadan 6nce birkag giin siire gerektiren
olduk¢a zahmetli bir yoOntemdir, ancak gerekli ekipman yalnizca referans
laboratuvarinda degil, ayn1 zamanda hastane laboratuvarlarinda da standarttir.
Genellikle Apal ve / veya Smal saglam kromozomal DNA'nin kesimi i¢in kullanilir
(Gouby ve ark 1992, Seifert ve Gerner-Smidt 1995, Bou ve ark 2000). Ortaya ¢ikan
kromozom fragmanlari elektroforez ile ayrilir ve parmak izi profilleri gorsel olarak
veya bir veritabaninda profillerin depolanmasina izin veren 6zel bilgisayar programlari
kullanilarak karsilastirilir. Esas olarak, sinirl sayidaki suslarin molekiiler parmak izi
kaliplarinin yan yana karsilastirilmasina dayanan diger karsilastirmali tiplendirme
sistemleri gibi, laboratuvarlar arasi karsilastirma daima PFGE ile ilgili bir problem

olmustur. Ancak son zamanlarda yapilan bir arastirma, protokollerin yeterli
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standardizasyonu ile laboratuvarlar aras1 tekrarlanabilirlik saglanabilecegini
gostermistir (Seifet ve ark 2005). Bu yaklasim, vakalar cografik olarak ayrilmissa,
epidemik suslarin taninmasina ve bir¢ok hastane veya iilke capindaki salginlarin erken
tespit edilmesini saglayacaktir. Diger tlrlerle birlikte goriildiigi gibi, PFGE'nin
ayrimci giicli, biiyiik olgekli epidemiyolojik ve popiilasyon arastirmalart i¢in ¢ok
yiiksektir. Ancak MLST veya PCR-ESI-MS gibi daha yeni yontemlerin potansiyel
olarak daha biiyiik degeri, Acinetobacterler i¢in gosterilmeye devam etmektedir (Peleg
ve ark 2008).

1.7.4. Polimeraz Zincir Reaksiyon (PCR) Tabanh Tiplendirme Yontemleri

Rastgele amplifiye edilmis polimorfik DNA PCR, rasgele secilmis genomik
DNA fragmanlarinin rasgele sekansli tekli primerler ile c¢ogaltilmasini igerir ve
Acinetobacter izolatlarinin susuna bagliligini degerlendirmek i¢in basariyla kullanilir
(Graser ve ark 1993). REP-PCR (Snelling ve ark 1996, Bou ve ark 2000) diye
deginilen alternatif bir yaklasim, bu DNA motifleri arasinda bulunan dizileri
cogaltmak i¢in yiiksek oranda korunmus REP dizileri i¢in konsensus primerler
kullanmaktadir. Her iki yontem de 6zel donanim gerektirmez ve A. baumannii
suslarinin cesitli derecelerde genotipik iligkili gruplanmasina olanak taniyan hizli,
kolay ve diisiik maliyetli yontemlerdir. Bununla birlikte, bu yontemlerin ayrimer giicii,
PFGE'den daha diisiiktiir. Bir ¢aligmada, dort farkli primer (DAF4, ERIC-2, M13 ve
REP1 arti REP2) ve yiiksek 6l¢iide standardize edilmis bir protokol (Grundmann ve
ark 1997) kullanilarak PCR ile olusturulmus parmak izlerinin laboratuvarlar arasi
tekrarlanabilirligi  gosterilmis, ancak bu bulgular daha sonraki c¢alismalarda
dogrulanamamistir (L. Dijkshoorn, L. Dolzani ve H. Seifert, yayinlanmamis veriler).
Huys ve arkadaslar1 yakin zamanda, pan-Avrupa ¢oklu ilag direngli A. baumannii klon
[II'in (van Dessel ve ark 2004) iiyelerini bilinen klonlardan (I ve II) ayirmak igin
(GTG)s primeri ile REP-PCR parmak izi ¢ikarma yontemini kullanmistir (Dijkshoorn,
ve ark 1996). Genel olarak PCR temelli tiplendirme yontemleri epidemiyolojik
iliskinin hizli bir sekilde tahmin edilmesini saglar (Wisplinghoff ve ark 2000,
Wroblewska ve ark 2004), ancak biyiik 6lgekli karsilastirmali epidemiyolojik
calismalar i¢in uygun degildir.
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1.7.5. Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) Analiz Yontemi

Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) analiz yontemi 1990
yillarda kullanilmaya baslanmistir. Yontem DNA'nin kesim enzimleri ile kesildigi
oldukca hassas DNA parmak izi yontemidir ve takiben selektif amplifikasyon,
fragmanlarin elektroforetik ayrimi ve gorsellestirmesi gelir. Genellikle yari
otomasyonlu bir prosediirde gerceklestirilen olduk¢a pahali bir yontem olup,
parcalarin bir dizi platform tizerinde lazerle tespiti yapilir. Ortaya ¢ikan karmagsik
profiller sayisallagtirilir ve genellikle uygun yazilim ile analiz edilir. Bakteriyel
taksonomide gii¢lii bir ara¢ olmaktan (Jannsen ve ark 1996, Nemec ve ark 2001) ayr1
olarak, bu yiiksek ¢oziliniirliiklii parmak izi yontemi, alttiir diizeyinde Acinetobacter
suslarinin karakterize edilmesi ve salgin arastirmasi igin yararlt oldugu bulunmustur.
(Dijkshoorn ve ark 1996, Janssen ve Dijkshoorn 1996, Janssen ve ark 1997, Koeleman
ve ark 1998, van Dessel ve ark 2004, Wroblewska ve ark 2004, Dobrewski ve ark
2006). AFLP analizi nispeten giivenilir bir yontem olmasina ragmen, model analizinde
gelismis bilgisayar programlari mevcut olsa bile, bant olusturma kaliplarinin
yorumlanmasinda yiiksek seviyede bir standardizasyon ve kapsamli tecriibe gerektirir.
Bu nedenle, bu yontem referans laboratuvarlarla smirlidir ve rutin epidemiyolojik
analizler i¢in uygun degildir. Buna ek olarak, farkli siralama platformlar1 kullanildigi
icin tekrarlanabilirlik yetersizligi olusur ve bu durumda veriler laboratuvarlar arasinda
kolaylikla tasinamaz. AFLP analizi ile elde edilen kiimeleme, kiiciik olgekli
caligmalarda (D’ Agata ve ark 2000, Silbert ve ark 2004, van Dessel ve ark 2004) PFGE
tirevli kiimeleme ile iyi bir sekilde karsilastirilmis olmasina ragmen, bu iki
tiplendirme yonteminin ayrintili ve kapsamli yan yana karsilastirmasi yapilmamistir

(Peleg ve ark 2008).

1.7.6. Multilocus sequence typing (MLST) Yontemi

Neisseria meningitidis (Maiden ve ark 1998), Streptococcus pneumoniae (Feil
ve ark 2000) ve S. aureus gibi ¢esitli bakteriyel patojenlere uygulanan oldukga
ayirdedici bir tiplendirme yontemidir (Enright ve ark 2000). Yakin zamanda A.
baumannii i¢in Bartual ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen Multilocus sequence
typing (MLST) semasi, asagidaki yedi housekeeping geninin korunan bdlgelerinin
305-513 bp'lik dizilerine dayanmaktadir: gltA, gyrB, gdhB, recA, cpn60, gpi ve rpoD
(Bartual ve ark 2005). Ayrica Acinetobacter genomik tiir 13TU izolatlarina da
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uygulanabilir. Mevcut MLST verileri, PFGE ve AFLP analizi tarafindan tiretilen
tiplendirme sonuglari ile uyumludur (Bartual ve ark 2005). Bu sistem simdiye kadar,
basta Ispanya olmak iizere Almanya’daki hastanelerindeki salginlarda sinirli sayida A.
baumannii susuyla kullanildi ve daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ vardir (Peleg ve ark
2008).

Halihazirda 6nerilen MLST sisteminin ayrimci giicii hem PFGE hem de AFLP
analiziyle karsilastirilabilir niteliktedir. Ancak, MLST pahali ve zahmetli oldugundan,
rutin salgin analizi veya A. baumannii epidemiyolojisinin analizi i¢in uygun degildir.
Bu yazim semasmin, A. baumannii ve belki de diger Acinetobacter tiirlerinin
popiilasyon yapisinin g¢aligmasi i¢in uygun olup olmadigt belirlenmeye devam
etmektedir. Ciinkii bu yontem diger mikroorganizmalara uygulandiginda basariyla

kullanilmustir (Peleg ve ark 2008).

1.7.7. PCR Electrospray lonization Mass Spectrometry (PCR-ESI-MS) Yontemi

PCR Electrospray lonization Mass Spectrometry (PCR ESI-MS) yontemi A.
baumannii'nin yani sira Acinetobacter genomik tiirleri 3 ve 13TU'nun tiir
tanimlamasinda ve ayrica klonaliteyi belirlemek icin kullanilabilen yiliksek verimli
MLST'nin bir bi¢imidir (Ecker ve ark 2006). Alt1 bakteriel housekeeping geninin
korunan bolgeleri (trpE, adk, efp, mutY, fumC, and ppa) her izolattan amplifiye edilir
ve daha sonra amplifikasyon iirtinleri saflagtirilir, kiitle spektrumlari belirlenir. Sistem,
Irak'taki savagla baglantili askeri hastanedeki salginlarda kolonize askerlerden ve
sivillerden toplanan 267 Acinetobacter izolati, daha 6nce Avrupa hastanelerinde
goriilen salginlar ve kiiltiir koleksiyonlar1 kullanilarak kurulmustur. PFGE
tiplendirmesi ile iyi korelasyon gozlenmistir. Biiylik bir avantaj olarak, PCR-ESI-MS

genotiplendirme yontemi ¢ok hizlidir (sadece 4 saat siirer) (Peleg ve ark 2008).
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2. GEREC VE YONTEM
2.1. izolatlarm Secimi

2014-2017 yillar1 arasinda Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gonderilen klinik Orneklerden izole edilen A.
baumannii izolatlar1 ¢calismaya alindi. Ayn1 hastadan birden fazla A. baumanni izole

edilmis olsa bile calismaya yalnizca bir 6rnegi dahil edildi.

2.2. izolatlarin Tammlanmas:

Klinik orneklerden izole bakteriler konvansiyonel yontemlerle tanimlandi.
Eosin Metilen Blue besiyerinde laktoz ve oksidaz negatif bakteriler secilerek Gram
boyamasi yapildi. Gram boyamada Gram negatif kok veya kokobasil seklinde boyanan
bakteriler, Triple Sugar Iron agar, Simons sitrat agara, Indol testi ve hareket besiyeri
i¢in buyyona inkiibe edildi. Triple Sugar Iron agarda dipte ve yatikta alkali reaksiyon
veren, Simons sitrat agarda lreyerek yesil renkteki besiyerinin rengini maviye
doniistiiren, Indol testinde negatif reaksiyon veren, hareket besiyerinde hareketsiz
olarak tespit edilen bakterilerin Acinetobacter spp. olabilecegi diisiiniildii. Daha sonra
bu izolatlar tam otomatik VITEK2 Compact sisteminde (Biomerieux, France)
VITEK?2 GN Kart1 ile Acinetobacter baumannii olarak tanimlanmistir. A. baumannii
olarak tanimlanan izolatlar ¢alisma siirecine kadar Cryobank (Coban Diagnostics)

alinarak -20 °C’de saklandi.

2.3. Antibiyotiklere Duyarhhklarinin Arastiriimasi

Duyarlilik testlerine baglamadan 6nce cryobankdan EMB besiyerine bakterilerin
canlandirma ekimi yapildi. Canlandirilan kolonilerden Mueller Hinton agara (Oxoid,
UK) tek koloni ekimi yapildi. Acinetobacter baumannii izolatlarmin antibiyotiklere
kars1 duyarliliklart European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) 6nerileri dogrultusunda secilerek VITEK2 AST (Antibiotic Susceptibility
Test) gram negatif bakteri kartlar1 kullanilarak gergeklestirilmistir. Mueller Hinton
besiyeri ve antibiyogram diskleri ATCC 27853 numarali standart Pseudomonas

aeruginosa susu ile test edildi.

2.4. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in bakteriler EMB (Eosin Metilen Blue) besiyerinde
37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Daha sonra Mueller Hinton Agara pasajlanarak 37°C’de
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24 saat bekletildi. DNA izolasyonu igin ticari bir kit olan GeneJet Genomic DNA
Purification Kit (Thermo Scientific, EU) kullanildi. izolasyon iiretici firmanin

onerileri dogrultusunda yapildi.

e Bakteriler, besiyerinden bir 6ze ile, buyyona alinarak 0,5 McFarland olacak
sekilde yogunlugu ayarlandi.

e Yogunlugu ayarlanan buyyon 1,5 (ya da 2 ml) ml’lik santrifiij tiiptinde 5000
g’de 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatant atild1.

e Pelete 180 pul Digestion Solution eklendi ve yeniden siispanse edildi.

e 20 ul Proteinase K eklendi ve vortekslendi.

e 56°C’de galkalamali su banyosunda 30 dk inkiibe edildi.

e Numuneye 200 pl RNase A eklendi ve vortekslendi. 10 dk oda sicakliginda
bekletildi.

e 400 pl %50’lik etanol eklendi ve vortekslendi.

e Hazirlanan lizat, kitin i¢inde bulununan GeneJet Genomic DNA Purification
(GGDPC, toplama tiipii)’a aktarildi.

e 6000 g’de 1 dk santrifiij edildi.

e Alta toplanan sivi kisim atildi ve GGDPC yeni 2 ml toplama tiipiine
yerlestirildi.

e Wash Buffer I etanol eklenerek hazirlandi ve 500 ul GGDPC’ye eklendi. 8000
g’de 1 dk santrifiij edildi.

e Altta toplanan kisim tekrar atildi ve tekrar yeni 2 ml toplama tiipiine
yerlestirildi.

e 5000 pl Wash Buffer I GGDPC’ye eklendi. 212000 g’de 3 dk santrifiij edildi.

e GGDPC steril 1,5 ml santrifijj tiipline yerlestirildi.

e GGDPC zarinin merkezine 200 pl Elution Buffer eklendi. 2 dk oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra 8000 g’de 1 dk santrifiij edildi.

e Armdirma siitunu (GGDPC) atildi ve hazirlanan lizat daha sonra PCR’da
calisilmak iizere -20°C’ye kaldirildi.

2.5. PCR yontem ile Diren¢ Genlerinin Arastirilmasi

Direng genlerinin varligini1 géstermek i¢in Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
yontemi kullanildi. PCR ¢aligmasi i¢in gerekli biitiin primerler Sentegen (Sentegen

Biyoteknoloji, Cankaya, Ankara) tarafindan sentezlenmistir. Diren¢ genleri i¢in tercih
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edilen primer dizileri ve ¢ogaltilan baz ¢ifti uzunluklar ¢izelge 2.1.’de yer almaktadir

(Al-Obeid ve ark 2015).

Cizelge 2.1. PCR ¢alismasi i¢in gerekli primer dizileri, Primer Sequence (5°-3") ve baz
ciftleri.

Primer Primer dizisi (5°-3%) Cogaltilan baz
cifti (b¢)

blaoxa-23 like-F | GATGTGTCATAGTATTCGTCGT
blaoxa-23 like-R | TCACAACAACTAAAAGCACTGT >0t
blaoxa-24 like-F | GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA
blaoxa-24 like-R | AGTTGAGCGAAAAGGGGATT 240
blaoxa-4s like-F | CCAAGCATTTTTACCCGCATCKACC
blaoxa-s like-R | GYTTGACCATACGCTGRCTGCG 438
blaoxasi like-F | TAATGCTTTGATCGGCCTTG
blaoxasi like-R | TGGATTGCACTTCATCTTGG 33
blaoxass like-F | AAGTATTGGGGCTTGTGCTG
blaoxa-ss like-R | CCCCTCTGCGCTCTACATAC >
blaoxa-143 like-F | TTCTGTCAGTGCATGCTCATC
blaoxa-143like-R | CAGGCATTCCTTGCTTCATT 18
blavim like-F TTGACACTCCATTTACDG
blavim like-R GATYGAGAATTAAGCCACYCT 390
blaivp like-F GATGGTGTTTGGTCGCATA
blaivp like-R CGAATGCGCAGCACCAG 168
blanowm-1 like-F | CCCGGCCACACCAGTGACA
blanpm-1 like-R | GTAGTGCTCAGTGTCGGCAT o
blaspm-1 like-F GGGTGGCTAAGACTATGAAGCC
blaspm-1 like-R | GCCGCCGAGCTGAATCGG et
blakpc like-F GTATCGCCGTCTAGTTCTGC
blakpc like-R GGTCGTGTTTCCCTTTAGCC 9
blaces like-F ATGCGCTTCATTCACGCAC
blaces like-R CTATTTGTCCGTGCTCAGGA 503
blaisaba like-F CACGAATGCAGAAGTTG
blaisapa like-R CGACGAATACTATGACAC >4
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blaOXA-23-like, blaOXA-24-like, blaOXA-48-like, blaOXA-51-like, blaOXA-
58-like, blaOXA-143-like, blaVIM-like, blalIMP-like, blaNDM-1-like, blaSPM-1-like,
blaKPC-like, blaGES-like ve blalSAba-like genleri icin PCR igerigi her 6rnek toplam
50 ul olacak sekilde Cizelge 2.2.’deki gibi miks hazirlandi. Miks primerlerimize uygun
DNA bolgelerini amplifiye etmek igin Sensoquest (Labcycler, Germany) PCR

cihazina yerlestirildi. Cizelge 2.3.’de belirtilen dongii sikluslar1 uygulandi.

Cizelge 2.2. PCR ¢aligmasi i¢in miks igerigi

Miks Icerigi Voliim
10X PCR Buffer 5ul
MgCl> 3ul
dNTP miks 2 ul
Taq DNA Polimeraz 1 ul
Primer F 3ul
Primer R 3ul
DNA 4 ul
dH20 29 ul
Toplam voliim 50 pl

Cizelge 2.3. Direng genleri i¢in ¢ogaltilan bolge, reaksiyon kosullar1 ve PCR cihazinin
dongii sikluslari.

Cogaltilan Reaksiyon Kosullari Siklus
Bolge Sayisi
Basglangi¢ denatiirasyonu 94°C’de 1 dk 1
Denatiirasyon 94°C’de 30 sn
blaOXA-23-like | Baglanma (Annealing) 55°C’de 1 dk 30
blaOXA-48-like | Uzama 72°C’de 1 dk
Son Uzama 72°C°de 7 dk 1
Baslangic denatiirasyonu 94°C’de 5 dk 1
Denatiirasyon 94°C’de 25 sn
blaOXA-24-like Baglanma (Annealing) 52°C’de 40 sn 30
SOl Uzama 72°C’de 50 sn
Son Uzama 72°C’de 6 dk 1
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Baslangi¢ denatiirasyonu 94°C’de 10 dk 1
blaOXA-143-like | Denatiirasyon 94°C’de 40 sn

blaVIM-like Baglanma (Annealing) 60°C’de 40 sn 30
blaIMP-like Uzama 72°C’de 1 dk

Son Uzama 72°C’de 7 dk 1

Baslangic denatiirasyonu 94°C’de 1 dk 1
blaNDM-1-like | Denatiirasyon 94°C’de 30 sn

blaSPM-1-like | Baglanma (Annealing) 60°C’de 40 sn 30
Uzama 72°C’de 1 dk

Son Uzama 72°C’de 1 dk 1

Baslangi¢ denatiirasyonu 94°C’de 5 dk 1
Denatiirasyon 94°C’de45 sn

blaOXA-51-like | Baglanma (Annealing) 58°C’de 1 dk 30
Uzama 72°C°de 1 dk

Son Uzama 72°C°de 5 dk 1

Baslangi¢ denatiirasyonu 94°C’de 5 dk 1
Denatiirasyon 94°C’de 1 dk

blakPC-like Baglanma (Annealing) 56°C’de 1 dk 30
Uzama 72°C°de 1 dk

Son Uzama 72°C°de 5 dk 1

Baslangi¢ denatiirasyonu 95°C’de 5 dk 1
Denatiirasyon 95°C’de 45 sn

blalSAba-like Baglanma (Annealing) 56°C’de 45 sn 30
Uzama 72°C’de 3 dk

Son Uzama 72°C’de 5 dk 1

Baslangi¢ denatiirasyonu 94°C’de 5 dk 1
Denatiirasyon 94°C’de 1 dk

blaGES-like Baglanma (Annealing) 60°C’de 1 dk .
Uzama 72°C°de 1 dk

Son Uzama 72°C’de 7 dk 1
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2.6. Agaroz Jelin Hazirlanmasi ve Elektroforez

Amplifiye edilmis PCR {iriinlerinin goriilebilmesi i¢in jel elektroforez yapildi.

Asagidaki islemler sirasiyla takip edildi.

4 gr agarose 200 ml 0,5X TBE (pH 8,3) tamponu iceren beher icerisinde,
mikrodalga firinda 1sitilarak (4-5 dakika) agarozun tamamen c¢oziinmesi
saglandi.

Yaklasik 50°C sicakliga (el yakmayacak kadar) diismesi beklendi.

Cozelti igerisine jel i¢cindeki DNA’y1 goriiniir hale getirmek igine 6X DNA
Loading Dye eklendi ve tamamen karigmasi saglandi.

Jel tankina, yiiklenecek Ornekler sayisinca taraklar yerlestirildikten sonra
hazirlanan jel dokiildi ve jelin oda sicakliginda katilagsmasi beklendi (30-45
dakika).

Katilagan jelin icerisinden taraklar dikkatlice ¢ikarildi ve jel, jel havuzuna
yerlestirilip lizerini kaplayacak sekilde 1X TBE tamponu eklendi.

Taraklarin olusturdugu kuyucuklara, 3 pl amplifikasyon {iriinii, 3 pl bromfenol
mavisi (6X Loading Dye Solution, Fermentas) pipet yardimiyla karistirilarak
yiiklendi.

DNA &rneklerinin kiyaslanmasi amaciyla ilk kuyucuga marker (Gene Ruler™
100 bp DNA Ladder) yiiklendi.

120 V°da 1,5-2 saat elektroforez yapildi.

Yeterli ylirlitme saglaninca jel tanktan alinarak jel goriintiileme cihazina (Gel
Logic 200 Imaging System, Kodak) yerlestirildi ve cihaz yardimiyla bantlarin
varlig1 gézlemlendi.

Pozitif DNA orneklerinin karsisina denk gelen ve molekiiler standartlar ile

uyumlu olan 6rneklerin genomu tasidig kabul edildi.

2.7. PFGE Yontem ile Klonal Yakinh@mmn Arastirilmasi

2.7.1. PFGE’de Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Hiicre Siispansiyon Tamponu (HST) :

100 mM Tris HCI 15,76 gr
100 MM EDTA1X 1ltpH =38 37,22 gr 1000 ml’ye tamamlandi.
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Lysis Buffer I Soliisyonu :

Hazirlanan TE tamponunun pH’1 ayarlandiktan sonra;
50 ml TE + 50 ml ultra saf su + 1 gr sarkosine
%1 Sarkosine 1X 11t pH=8

TE Tamponu :
10 mM Tris HCI
0,1 mMEDTA1X1It pH=7,6
1000 ml — 1X TE Tamponu : 1,576 gr Tris HCI
0,1632 gr EDTA
10X TBE

108 gr Trimbase (Sigma)
55 gr Borik asit
7,44 gr EDTA 1000 ml’ye tamamlanir.

%20’lik SDS

20 gr SDS’e, 80 ml steril distile su eklenerek 68°C su banyosu icinde

¢cozdiiriildi.
Proteinaz K Soliisyonu

100 mg proteinaz K soliisyonu 1000 pl enjeksiyonluk suda ¢oziiniir. -20°C’de

saklanir.
Tango Buffer

1 6rnek i¢in; 1 pl 10X Tango buffer (BSA) + 99 ul enjeksiyonluk su
Restriksiyon enzimi

1 6rnek i¢in; 10X’lik 10 ul Apal Tango Buffer
3 ul Apal enzim
1 ul Buffer B
86 ul steril distile su
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Yiiriitme icin %1’lik Jel

100 ml 0,5X TBE ig¢inde 1 gr SeaKem Goldagaroz ¢oziiliir. Uygun 1sida

kaynatilmadan eritilerek homojen hale getirilir.

2.7.2. Pulsed-Field Jel Elektroforez Y ontemi

izolatlarin hazirlanmasi

Mueller Hilton agar besiyerine tek koloni ekimi yapilan bakteriler, bir gecelik
inkiibasyona birakild1. Steril cam tiipler, 6rnek sayisinca, igerisinde 4 ml HST (hiicre
siispansiyon tamponu) olacak sekilde hazirlandi. Saf kiiltiir halinde iireyen koloniler
0ze ile toplanarak, 4 ml HST igerisinde siispanse edildi. Bakteri yogunlugu,
spektrofotometre yardimiyla 590 nm’de 1 absorbans (yaklasik 4 Mcfarland bulaniklik)
olacak sekilde ayarlandi. Bakteri siispansiyonu 55°C’de 10 dk bekletildi.

izolatlarin agaroza gomiilmesi

Hiicre silispansiyon tamponu igerisinde %1°lik SeaKem Goldagaroz (Gibco
BRL Paisley, UK) hazirlandi. Bir balon igine 0,1 gr agaroz, 10 ml HST ile karigtirildi
ve mikro dalga firinda eritildi. Agaroz tamamen ¢oziildiikten sonra, balon 45-50°C’lik
su banyosuna alinip, %20’lik sodyum dodesil siilfat (50°C’de 1sitilmig)’tan 500 pl
eklenerek karistirildi. Agaroz-SDS karisimindan 100 pl ependorf tiiplere dagitildi.
Ependorflar 50°C’lik kuru 1s1 blogunda bekletildi. Her sus i¢in bir agaroz kalibi
isaretlenip buz kabmna yerlestirildi. HST igerisinde hazirlanmis bakteri
siispansiyonundan 100 pl, her 6rnek i¢in bir ependorfisaretlenerek dagitildi. Her 6rnek
tizerine 5 pl proteinaz K eklendi. Bu karigimlardan kuru 1s1 blogundaki Agaroz-SDS
bulunan ependorflara 100 pl aktarildi. Pipetaj yapilarak agaroz kaliplarina aktarildi.
Kaliplar, agaroz katilagincaya kadar +4°C’de bekletildi.

Agaroz icindeki hiicrelerin par¢alanmasi

Steril kapakli tiiplere, 5 ml hiicre lizis soliisyonu (HLS) ve 25 ul proteinaz K
(20mg/ml stok soliisyondan) konuldu. Agaroz kaliplar1 lizis soliisyonu bulunan tiiplere
konuldu ve 55°C’de 2 saat ¢alkalamali su banyosunda bekletildi (Tiip su banyosuna

hafif yatik olacak sekilde yerlestirildi).
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Hiicre lizizinden sonra agaroz kaliplarinin yikanmasi

Liziz asamasindan sonra agaroz kaliplarinin katilagsmasi igin tlipler buz
igerisinde en az 15 dk bekletildi. Dikkatlice HLS aspire edildi. Daha sonra agaroz
kaliplar1 iki defa 10 ml ultra saf su ile li¢ defa 10 ml TE tamponu ile yikandi. Her
yikamadan sonra tiipler 15 dk 55°C’de su banyosunda bekletildi.

A. baumannii DNA’sin1 iceren kaliplarin Apal RE ile kesimi

DNA igeren agaroz kalib1 bir petri icerisine alinarak bistiiri yardimiyla 1/3
oraninda kesildi. Kii¢iik olan parca, 100 ul 1X Apal tamponu i¢ine konularak 37°C’de
10 dk bekletildi (diger biiyiik par¢a daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak {izere TE

tamponu i¢inde +4°C’de saklandi). Daha sonra s1vi1 aspire edildi.

Her agaroz kalib1 i¢in asagidaki karisim hazirlandi.
10 ul  10x Apal tamponu

3 ul Apal enzimi

1 ul Buffer B (BSA)

86 ul distile su

Bu karisimin igerisine, enzimin tamponu ile yitkanmis agaroz kalib1 konuldu ve

37°C’de 2 saat inkibe edildi.

Inkiibasyon sonunda tiipler +4°C’de 15 dk bekletildi. Kaliplar elektroforez i¢in

hazirlanmis oldu.
Elektroforez jelinin hazirlanmasi ve kaliplarin jele yiiklenmesi

0,5X TBE i¢inde 100 ml olacak sekilde %]1’lik agaroz (SeaKem Goldagaroz)

hazirlandi.

RE ile kesilmis olan agaroz kaliplarinin her biri, taragin diserinin uglarina
yerlestirildi. Taragin iki kenarindaki dislerine Acinetobacter baumannii OXA-48
kontrol susuna ait kaliplar yiiklendi. Ornek konulan kistm DNA nin yiiriiyecegi yone
gelecek sekilde, tarak kasetin icine yerlestirildi. Sicakligi yaklasik 45-50°C’de olan
agaroz dikkatlice kasetin i¢ine dokiildii. Oda 1sisinda 20-30 dakika jelin katilagmasi
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icin beklendi. Agaroz kasetinin ¢erceveleri ve tarak c¢ikarildi. Tabla tizerindeki agaroz,

icerisinde 1900 ml 0.5X TBE tamponu bulunan PFGE tankina yerlestirildi.
Elektroforez

CHEF-DRII sisteminde (Bio-Rad Laboratories, Nazareth, Belgium), A.

baumannii igin elektroforez sartlari ¢izelge 2.4.’te gosterildigi sekilde uygulandi.

Cizelge 2.4. PFGE elektroforez sartlari.

Baslangi¢ vurus siiresi 5sn

Bitis vurus stiresi 20 sn
Vurus agis1 120°
Akim 200 V (6 Vicm?)
Sicaklik 14°C
Elektroforez siiresi 17 saat

Sonuclarin gozlenmesi ve analiz

Elektroforez siiresi sonunda jel, 150 ml EtBr + 350 ml distile su karigimi
bulunan kabin igine alinarak boyanmasi saglandi. 15-20 dakika beklendikten sonra,
igerisinde distile su bulunan baska bir kaba alinarak 15-20 dakika daha beklendi.
Goriintlilenmek tizere hazir hale getirildi. Jel, UV 151k altinda goriintiilendi. Gel logic
imaging system (Kodak Compamy, NY, USA) kullanilarak DNA bant goriintiilerinin
fotografi cekildi. GelComper II yazilim sistemi kullanilarak bant profilleri analiz
edildi. UPGMA (Unweighted pair group method with mathematical averaging)
metodu ve Dice benzerlik (Dice similarity coefficient) katsayis1 kullanilarak PFGE
profillerinin dendogrami olusturuldu ve kiimelenme analizi yapildi. Degerlendirmede
tolerans %1 olarak alindi. Bu istatistiksel analizde %95-100 benzer iliskili ve ayirt

edilemez, %90-95 muhtemel iliskili, %90 ve alt1 degerler iliskisiz kabul edildi.
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3. BULGULAR

Selcuk  Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na kliniklerden génderilen drneklerden soyutlanan 70 adet A. baumannii
izolatlar1 ¢alismaya alindi. Alinan A. baumannii izolatlarinin yaygin ilag direngli yani
kolistin ve tigesiklin hari¢ bu bakteri i¢in Onerilen tiim antibiyotiklere kars1 direngli
olmasi esas kriterdi. Calismaya alinan 70 adet A. baumannii izolatinin hepsi amikasin,
aztreonam, sefepim, siprofloksasin, gentamisin, imipenem, levofloksasin,
meropenem, netilmisin, piperasilin, piperasilin/tazobaktam, tetrasiklin, tobramisin ve
trimetoprim/sulfametoksazole direngliyken; 29 tanesi sadece kolistine, 2 tanesi sadece
tigesikline ve 39 tanesi hem kolistine hem tigesikline duyarli bulundu. izolatlarin 29’u

kadinlara ait, 41°1 ise erkeklere ait klinik 6rneklerden soyutlandi.

Calismaya alinan 70 yagin ilag direngli A. baumannii susunun 19°u kan, 17’si
BAL, 9’u balgam, 7’si idrar, 8 aspirat sivisi, 6’s1 yara, 2 si BOS ve 2’si doku
orneginden izole edildi. Cizelge 3.1°de izolatalarin klinik 6rneklere gore dagilimi

gosterilmektedir.

Cizelge 3.1. Klinik 6rneklere gore suslarin dagilimai.

Klinik Ornek Sayisi %
Kan 19 27
BAL 17 24
Balgam 9 12
Idrar 7 10
Aspirat s1visi 8 11
Yara 6 8.5
BOS 2 2.9
Doku 2 2.9
TOPLAM 70 100
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Kliniklere gore dagilimi incelendiginde en ¢ok Dahiliye Yogun Bakim Servisi
(21 adet) ve Reanimasyon Yogun Bakim Servisi (20 adet) hastalarindan gonderilen

orneklerden yaygin ilag direngli A. baumannii susunun izole edildigi gézlendi.

Cizelge 3.2. Izole edilen yaygin ilag direngli A. baumannii suslarinin kliniklere gore

dagilima.

Klinikler Ornek Sayisi
Dahiliye Yogun Bakim 21

N
o

Reanimasyon Yogun Bakim

Goglis Hastaliklar: Servisi

Genel Cerrahi

Ortopedi Ve Travmatoloji Servisi
Norosiriirji Servisi

Kardiyoloji Yogun Bakim
Enfeksiyon Hastaliklar1 Servisi
Noroloji Yogun Bakim

Kalp ve Damar Cerrahi Yogun Bakim

Acil Tip Yogun Bakim

P P P P N DD Ww o ©

G0z Hastaliklari

~
o

Toplam

Bu suslara DNA izolasyonu yapilarak belirlenen diren¢ genlerinin PCR
yontemiyle varligi arastirildi. Bu arastirmada blaOXA-23-like, blaOXA-24-like,
blaOXA-48-like, blaOXA-51-like, blaOXA-58-like, blaOXA-143-like, blaVIM-like,
blaIMP-like, blaNDM-1-like, blaSPM-1-like, blakKPC-like, blaGES-like ve blalSAba-
like genlerinin varlig1 saptanmaya calisildi. blaOXA-51-like geni 70 susun iginde
timiinde (%100) saptandi. blaOXA-23-like geni 68 (%97,1) 6rnekte tespit edililirken
2 ornekte tespit edilmedi. blalSAba-like genine ise sadece 3 ornekte (%4,2) pozitif
olarak bulundu (Sekil 3.1). blaOXA-24-like, blaOXA-48-like, blaOXA-58-like,
blaOXA-143-like, blaVIM-like, blaIMP-like, blaNDM-1-like, blaSPM-1-like,
blaKPC-like ve blaGES-like genlerine ise higbir 6rnekte saptanmada.
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1000 bp

S 500 bp

300 bp

100 bp
OXA-51, 353 bp OXA-23, 1050 bp ISAba, 549 bp

Sekil 3.1. blaOXA-51-like, blaOXA-23-like ve blalSAba-like genlerine ait bantlarinin
Gel Logic 200 Imaging System gotiintiisii.

Yagin ilag direngli A. baumannii izolatlarinin klonal iligskisine PFGE yontemi
ile bakildi. Jel elektroforezde olusan bantlarin dendogram analizi yapildi. Sekil 3.2°de
bantlar arasindaki benzerliklere ait dendogram goriintiisii yer almaktadir. Calismada
tek bir hastaneye ait suslar kullan1ldig: i¢in degerlendirme toleranst %1 alinmis olup
istatistiksel analizde %95-100 benzer iliskili ve ayirt edilemez, %90-95 muhtemel
iliskili, %90 ve alt1 degerler iliskisiz kabul edildi. Buna gore izolatlarin dendogram
analizleri incelendiginde Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi'nden izole
ettigimiz klonlarinin genis dagilim gostermis oldugu goriilmiis olup 27 grup belirlendi.
Izolatlarin bazilarmin &zellikle birkag grupta yogunlastigi goriiliirken sporodik
gruplarinda yer aldigi gozlendi. Dendogramda izolat yogunlugu incelendiginde 7.
grupta 9 izolat, 10. grupta 8 izolat ve 21. grupta 10 izolat yer almaktaydi. Bu gruplarin
ozellikle bazi servislerde (Dahiliye Yogun Bakim Servisi ve Reanimasyon Yogun
Bakim Servisi) baskin klon olmasi, hastanede muhtemel kiigiik salgmnlar

olusturdugunu diistindiirdii.
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GRUP SERVIS

W 1A Genel Cerrani
4 1A Reaminasyon Y.8
1A Norogirrji
1B Dahiliye Y .8

1B Noroloi Y 8
2 Dahiliye Y B,
3 Ortopedi Servis
4 Dahiliye Y.8
5A Reaminasyon Y.8.
58 Reaminasyon Y.8.
"™ & Dahilye Y8
| 7 Dahiiye Y8
7 Kalp Damar Y B
7 Gogus Hast Serv
7 Dahiliye Y B
7 Dahiliye Y B
7 Genel Cerrahi
7 Reaminasyon Y B
7 Genel Cerrahi
TAcil TipYB.
8Gogos Hast Serv.
A Enfeksiyon Hast
GA Gogis Hast Serv.
9A Dahiliye Y.B
9A Dahiliye Y.B8
98 Gogus Hast. Serv.
10 Reaminasyon Y B.
10 Ortopeadi Servis
10 Kardiyoloji Y B.
10 Dahiliye Y.B.
10 Kardiyoloji Y.8
10 Dahiliye Y B
10 Gogus Hast Serv.
21 Gogus Hast Serv
11 Dahiliye Y 8.

12 Dahiliye Y.B.

13A Reaminasyon Y.B
138 Dahiliye Y.B,

14 Reaminasyon Y B,
14 Reaminasyon Y B
14 Genel Cerrahi

14 Dahiliye Y.B.

15 Ortopedi Servis
15 Genel Cerrahi

16 Reaminasyon YB
17 Dahiliye Y B.

17 Dahiliye Y B

18 Norogirunt

19A Dahiliye Y.B.

19A Reaminasyon Y B
198 Dahiliye Y B

20 Norogiron

21 Reaminasyon Y. B
21 Reaminasyon YB
21 Reaminasyon Y B
21 Reaminasyon Y B
21 Genel Cerrahi

21 Reaminasyon Y B
21 Gogus Hast Serv
21 Reaminasyon Y.B
21 Reaminasyon Y8
21 Reaminasyon .Y B
22 Reaminasyon Y. B.
23 Reaminasyon Y B
24 Enfeksyon Hast
25 Dahillye Y 8

26 Dahiliys Y.B,

27 Gogus Hast Serv

Sekil 3.2. Yagin ilag direngli A. baumannii izolatlarinin PFGE
dendogrami.

profillerinin,
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4, TARTISMA

Acinetobacter baumannii, Ozellikle yogun bakim iinitelerinde mekanik
ventilasyon gerektiren hastalarda ve yara veya yanik gibi yaralanmalara maruz kalan
hastalarda sorunlu bir nozokomiyal patojendir. Bu mikroorganizma, bakteriyemi,
pnémoni, menenjit, idrar yolu ve yara enfeksiyonlar1 gibi hayati tehdit eden
enfeksiyonlara neden olur (Towner 2009). Epidemiyolojik ¢alismalarda salginlara yol
acan ¢oklu ilag direngli A. baumannii izolatlarinin yayiliminda hastanedeki kontamine
yiizeyler bu patojen i¢in 6nemli bir kaynaktir. Nitekim hastane enfeksiyonu
epidemiyolojisi ile iligkili raporlarda bu bakterinin yanik iinitelerinde goriilen yanik
enfeksiyonlarinda insidansinin arttigi, bu servislerde takip edilen hastalar arasinda
Olimciil septik soktan bakteriyemiye uzanan klinik tablolarla neden oldugu
gosterilmistir. Raporlarda A. baumannii enfeksiyonlarin da mortalitenin de %52 gibi
yiiksek oranlara ulagtig1 bildirilmistir. Hastanelerde ¢oklu ve yaygin ilag direngli A.
baumannii klonlarinin kontrol altina alinmasi, yeni kontrol 6nlemlerinin gelistirilmesi,
hastalar arasi ¢capraz kontaminasyonlarin durdurulmasi, gercek bir salginin zamaninda
ve dogru tanimlanmast ve kaynaginin belirlenebilmesi i¢in, klonal diizeyde ayirim
yapabilen molekiiler epidemiyolojik analiz yontemlerinin kullanilmast 6nem
tagimaktadir. Buna bagh olarak fenotipik ve genotipik epidemiyolojik yontemlerin
kullanildigi izlem galigmalari ile A. baumannii salgininin epidemi diizeyine ulasmadan
kontrol altina alindigimi gosteren ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir. A. baumannii
yogun bakim {initelerinde siklikla kullanilan tibbi ara¢ ve gereglerden, hastanin yatak
ve giysilerinden, lavabolar ve musluklardan, hastane havasindan izole edilmis ve

buralarda giinlerce canli kalabildigi gosterilmistir (Karagoz ve ark 2014).

Acinetobacter baumannii, antimikrobiyal ilag direncinde direng genleri tagiyan
plasmidleri, transposonlar1 veya integronlar1 elde etmek icin 6nemli bir yetenege
sahiptir ve bu yetenek ¢oklu ve yaygin ila¢ direncine yol acar. A. baumannii'de ilag
direncinin kontroli, sinirlt tedavi secenekler nedeniyle tibbi bir sorundur (Karmostaji
ve ark 2013). 1999 yilinda, Brooklyn'deki 15 hastane, yiiksek oranda ¢oklu ilag
direngli A. baumannii enfeksiyonu bildirmisler ve izole edilen suslarin %12'sinin
yaygin olarak kullanilan tiim ilaglara direngli olduklarini ifade etmislerdir (Landman
ve ark 2002). Diinyanin dort bir yanindan yaygin ila¢ direng i¢in yapilan cesitli

raporlarin meta analizine gore 2003 yilinda %8 olan karbapenem direngli A. baumannii
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oraninin 2005 yilinda %52-74'e ve 2007 yilinda %96'ya yiikseldigini gdstermektedir
(Oi ve ark 2008, Stoeya ve ark 2009).

Son yillarda A. baumannii izolatlarinda karbapenemlere karsi diinya ¢apinda
artan diren¢ ve beraberinde yaygin ilag direnci dikkate alinmasi gereken 6nemli bir
sorundur. Karbapenemlere karsi direngte en ¢ok bilinen mekanizma karbapenemaz
tiretimidir (Srinivasan ve ark 2009). A. baumannii’de karbapenem direncine, bir B
sinifi veya oksasilinaz gibi bir D-laktamaz smifi aracilik eder (Lin ve ark 2011).
Karbapenem-hidrolize edici oksasilinazin ilk tanimindan bu yana, 1993'te bir
karbapenem-hidroliz aktivitesine sahip birkag oksasilinaz rapor edilmistir (Heritier ve
ark 2005). Giiniimiizde OXA tipi karbapenemazlarin dordi A. baumannii'de
tanimlanmustir ve sekiz alt gruba ayrilmistir: blaOXA-23-like, blaOXA-23, bla OXA-
27 ve blaOXA-49; blaOXA-24-like blaOXA-24, blaOXA-25, blaOXA-26, blaOXA-40
ve blaOXA-72; blaOXA-58-like ve blaOXA-51-like. Son grup, A. baumannii'de tipik

olarak bulunan bir kromozom enzimi ailesidir.

D-laktamaz smifi OXA-51, ilk kez 2004 yilinda A. baumannii'de
tanimlanmistir (Brown ve ark 2005) ve blaOXA-51-like'i kodlayan sekanstaki minor
varyasyonlar daha sonra OXA-51-like enzim alt grubunu olusturdugu rapor edilmistir
(Brown ve Amyes 2005, Heritier ve ark 2005, Evas ve ark 2007, Merkier ve Centron
2006). A. baumannii'nin dogal olarak meydana gelen OXA-51-like enzimleri igin
genlerin kromozom {izerinde lokalize oldugunu ve bunlarin ekspresyonunun
blalSAbal tarafindan diizenlendigini kanitlamistir (Heritier ve ark 2005). blalSAbal'in
promotdr bodlgenin baglangicinda, yapisal genin hemen yukarisina dogru
yerlestirilmesi, esas olarak karbapenemleri etkileyen enzimin karbapenemaz aktivitesi
ile sonuglanir (Strateva ve ark 2018). Bu genler goriintiste her yerde oldugundan ve A.
baumannii'ye 6zgii oldugundan, bu tiiriin tanimlanmasinin sadece OXA-51 enziminin
saptanmasina dayanabilecegi Onerilmistir (Turton ve ark 2006). Nitekim ¢aligmamizda

izolatlarin hepsinde (%100) blaOXA-51-like geni belirlenmistir.

Acinetobacter baumannii izolatlarinda kazanilmis karbapenem direnci, temel
olarak metallo-beta-laktamazlar ve karbapenemi hidrolize eden smif D beta-
laktamazlar olmak iizere iki tip beta-laktamazin iiretimi sonucu olmaktadir. Zayif
karbapenamaz aktivitesi gosteren OXA-51 enzim kiimesi, A. baumannii izolatlarinin

hemen hepsinde dogal olarak bulunmasina karsin diger Acinetobacter tiirlerinde
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bulunmamaktadir. Sadece A. baumannii izolatlarinda bulunan blaOXA-51-like
geninin, bu tiirlerin tanimlanmasi i¢in bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi
bildirilmektedir. blaOXA-51-like, siklikla diger kazanilmis blaOXA tipi genlerle
birlikte bulunmakta ve belirli sartlarda karbapenem direncinde sinerjik etki
yaratabilmektedir (Keyik ve ark 2014). Acinetobacter tiirlerinde kazanilmisg
karbapenemi hidrolize eden oksasilinazlar arasinda blaOXA-23-like, blaOXA-24-like
ve blaOXA-58-like tipi genler ve bunlara bagl nzimler diinyanin farkli bolgelerinde
degisen oranlarda saptanmaktadir. Calismamizda blaOXA-23-like geni %97,1
oraninda saptanirken, blaOXA-24-like ve blaOXA-58-like geni belirlenememistir.
Ghaith ve ark (2017)’nin yaptiklari benzer ¢alismada blaOXA-23-like genini %96
oraninda belirlerken, blaOXA-24-like ve blaOXA-58-like genini tespit edememislerdir.
Shoja ve ark (2016) ise ¢alismalarinda A. baumannii suslarinda blaOXA-24-like genin
%6 bulurken, blaOXA-58-like genine sahip izolat belirleyememislerdir. OXA-23
tiretebilen suslar, diinya ¢apinda nozokomiyal salginlarin kaynagi olarak bildirilmistir
(Srinivasan ve ark 2009). Edinilmis blaOXA-23-like geni transpozonda, Tn2006
(ISAbal baglantili) ve Tn2007'de (ISAba4 baglantili) bulunur. Mendes ve arkadaslari,
2006-2007 yillar1 arasinda, 10 iilkeyi kapsayan c¢ok merkezli ¢alismada suslarin
%70'inde D sinift karbapenemaz genlerinin varligini bildirmislerdir. blaOXA-23-like,
saptanan D sinifi karbapenemaz kodlayan genlerin %95'ini olusturan en yaygin gen
oldugunu gostermislerdir (Oi ve ark 2008, Mendes ve 2009). Amerika Birlesik
Devletleri-Ohio'da, 2009 yilinda, imipenem direngli izolatlarin %13'"i, blaOXA-23-
like geni igeriyordu. blaOXA-24-like ve blaOXA-58-like genleri de dahil olmak iizere
diger D smifi karbapenemazlar tanimlanamamustir (Srinivasan ve ark 2009).
Bulgaristan'da karbapenem direngli izolatlarin %72,7'sinde blaOXA-23-like ve
%27,27'sinde blaOXA-58-like genleri pozitif bulunmustur (Stoeya ve ark 2009).
Yapilan caligmalarda goriildiigi gibi D sinifi karbapenemaz genlerinden blaOXA-23-
like geni yiiksek olarak tespit edilmektedir. Yaygin ilag direngli A. baumannii suslarini
aldigimiz  ¢alismamizda izolatlarin  %97,1’inde blaOXA-23-like geni pozitif
bulunmustur. Diger yandan diisiik oran bildiren calismalarda vardir. Ornegin
Tayvan'da 2006 yilinda yapilan bir ¢calismada imipenem ve meropenem direngli 131
A. baumannii izolatinin sadece birinde blaOXA-23-like geni belirlemislerdir (Lin ve
ark 2010). Tayvan’da yapilan benzer ¢aligmalarda da yine diisiik oranlar rapor edilmis
ve Onceki calisma sonuglar1 destekler raporlar sunmuslardir (Lee ve ark 2009, Lu ve

ark 2009). Oranlar farkli olsa da A. baumannii izolatlar1 arasinda OXA-23
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karbapenemaz prevalansi globaldir ve Fransa, Almanya, Romanya, Italya, Ispanya,
ABD, Brezilya, Avustralya, Tayvan, Cin, Kore ve Singapur’da rapor edilmistir (Lin
ve Lan 2014).

IS4 ailesine ait blalSAba-like geni her zaman blaOXA-23-like genine yakin bir
yerde gorev aldigi gosterilmistir. Bu durum blalSAba-like geninin diizenleyici rol
oynadigin1 ve OXA-23 i¢in salinimda ve muhtemel kazanilmasinda kilit rol oynadigin
diistindiirmiistir (Poirel ve Nordmann 2006). Karbapenem direncinin ortaya
cikmasinda blalSAba-like gen varliginin énemli rol oynadigi goriilmiistiir. Ilging
olarak blalSAba-like geni yalnizca A. baumannii'de goriilmektedir. IS element adi
verilen yapilar A. baumannii'nin karbapenem disindaki diger antibiyotiklere direng
gelistirmesinde de 6nemlidir. Yapilan ¢aligmalara gore blaOXA-23-like ve blaOXA-
40-like genleri, blaOXA-58-like ve diger tiim blaOXA genlerine nazaran imipenemde
daha yiiksek minimum inhibitér konsantrasyonu degerlerine neden olmaktadir
(Demiral 2010). blalSAba-like geni, Birlesik Krallik'taki bir ¢aligmada A.
baumannii‘nin tiim yaygin klonlarinda bulundu. Caligilan tiim izolatlarin blaOXA-51-
like karbapenemaz geni vardi; Bazilar1 ayrica blaOXA-23-like ve/veya blaOXA-58-
like genine sahipti. Bu sonuglar, blalSAba-like geninin OXA-51 ve muhtemelen OXA-
23 i¢in destek sagladigimi gostermektedir (Segal ve ark 2005). Fakat bizim
caligmamizdaki izolatlar yiiksek oranda blaOXA-51-like (%100) ve blaOXA-23-like
(%97,1) geni tagimalarina ragmen izolatlarimizin sadece 3’tinde blalSAba-like geni
tespit edilmistir. Calismamiza benzer sonuglar ait raporlar yaymlanmistir. blaOXA-23-
like geninin aracilik ettigi Abaumannii'de karbapenem direncinin global yayilimi
bildirilmesine ragmen destekleyici bolgesinde blalSAba-like gen varlig
gosterilememistir (Higgins ve ark. 2010). Bu sonuglar blalSAba-like geninin tam
karsiliginin bilinmedigini ve gerek blaOXA-51-like ve gerek ise blaOXA-23-like
genlerinin blalSAba-like geninden bagimsiz salinabilecegini gostermektedir. Nitekim
son yayinlarda blaOXA-113-like ve blaOXA-66-like salinimi ile iliskilendirilmistir
(Esterly ve ark 2010).

Diinya ¢apinda Enterobakterilerde A, B ve D Ambler siniflarina ait
karbapenem hidrolize edici beta-laktamazlar gosterilmistir (Poirel ve ark 2007).
Karbapenem-hidrolize edici D simifi B-laktamazlar esas olarak Acinetobacter

tiirlerinde (Poirel ve ark 2010, Poirel ve ark 2011) tanimlanmasina ragmen, bu gruptan
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blaOXA-48-like sadece Enterobakterilerde gosterilmistir. Nitekim Tirkiye'de ilk
blaOXA-48-like geni Enterobakterilerden Klebsiella pneumoniae izolatindan tespit
edilmistir. (Poirel ve ark 2004). Poirel ve ark (2018)’nin yapmis olduklar1 analiz
calismasina gore blaOXA-48-like geni pozitif A. baumannii izolatlarinin ¢ogu Akdeniz
ve Batt Avrupa'da bulunan iilkelerden rapor edildigini ve bunun nedenini biiyiik 6l¢iide
tek bir plazmidin yayilmasma bagli olabilecegini gostermislerdir. Diger bolgesel
karbapenem-hidrolize oksasilinazda OXA-143’diir. blaOXA-143-like geni ilk defa
2009 yilinda bir karbapenem direngli A. baumannii izolatinda elde edilmistir (Higgins
ve ark 2009, Higgins ve ark 2010). Bugiine kadar, blaOXA-143-like alt sinifi agirlikli
olarak Brezilya'dan karbapenem direngli A. baumannii izolatlarinda gosterilmistir
(Higgins ve ark 2009, Mostachio ve ark 2012). Zander ve ark (2014) yaptig1 caligmada,
Honduras ve Amerika Birlesik Devletleri'ndeki blaOXA-143-like gen degiskenlerinin
ilk tespitini yapmislardir ve bu karbapenemazin Bati1 Yarimkiire'de yayildigini ifade
etmiglerdir. Calismamizda her iki karbapenem-hidrolize oksasilinaz blaOXA-48-like
ve blaOXA-143-like geni izole ettigimiz yaygin ilag direngli A. baumanni izolatlarinda

tespit edilememistir.

Cesitli A sinifi karbapenemazlar Enterobakterilerde tarif edilmistir ve bazilari
kromozom olarak kodlanmistir (NmcA, Sme, IMI-1, SFC-1), bazilar1 ise plazmid
olarak kodlanmistir (KPC, IMI-2, GES-1, GES-2 gibi GES tiirevleri, GES-4 ve GES-
5) hepsi karbapenemleri etkili bir sekilde hidrolize eder ve klavulanik asit tarafindan
inhibe edilir. (Queenan ve Bush 2010). KPC'ler bu grupta en sik Kkarsilagilan
enzimlerdir (Nordmann ve ark 2011). 1996 yilinda ABD Kuzey Carolina’daki bir
Klinikte K. pneumonia susundan blaKPC-like ilk defa izole edilmistir (Yigit ve ark
2001), ve bu enzimin ilk raporundan bu yana blaKPC-like geni iireticileri diinyaya
yayilmis ve onemli klinik ve halk saglig1 sorunu haline gelmistir (Nordmann ve ark
2009). A. baumannii'de A smifi karbapenemazlardan KPC'ler ve GES-tipi rapor
edilmistir (Zarrilli ve ark 2013). KPC-2, KPC-3, KPC-4 ve KPC-10 varyantlari, 2009
yilinda Porto Riko'daki 17 hastaneden toplanan 10 A. baumannii klinik izolatinda
tanimlanmistir (Robledo ve ark 2010). Akdeniz iilkelerinde sadece GES tipi
karbapenemaz bildirilmistir. Fransa'da GES-14 iireten A. baumannii klinik susu izole
edilmistir. Bu susun karbapenemler de dahil olmak {izere tiim B-laktamlara direng
kazandirdig1 gosterilmistir (Bonnin ve ark 2011). Son zamanlarda, Tiirkiye’de GES-
11'in ortaya ¢iktig1 bildirilmistir (Zeka ve ark 2013). Bazi suslar, OXA-23 ve GES-
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11'i birlikte sentezlemistir. Calismamizda A sinifi karbapenemazlardan blaKPC-like
ve blaGES-like belirlenememistir.

Ambler B sinifi metallo-f-laktamazlar Enterobacteriaceae 'larda ¢ogunlukla
Verona’da integron-kodlanmis metalo S-laktamaz (VIM) tipinde ve daha yakin
zamanlarda Yeni Delhi’de IMP tipleri ve metalo-S-laktamaz-1 (NDM-1) tipindedir
(Queenan ve Bush 2007, Walsh ve ark 2005). Metallo-S-laktamazlar monobaktam
disindaki tiim S-laktamlar1 hidrolize edebilir. (6r. aztreonam). Aktiviteleri EDTA
tarafindan inhibe edilir, fakat klavulanik asit tarafindan inhibe edilmez (Walsh ve ark
2005). Bu gruptan blaIMP-1-like, 1991 yilinda Japonya'da Serratia marcescens'te
bulunmustur ve raporlanan ilk metallo-£-laktamazdir (Ito ve ark 1995). O zamandan
beri, metallo-g-laktamazlar diinya ¢apinda gézlenmistir (Walsh ve ark 2005, Queenan
ve Bush 2007). En sik bulunan B simifi karbapenemazlar, tiim kitalarda tanimlanmis
olan VIM tipindedir (Vatopoulos ve ark 2008, Nordmann ve ark 2011). Metallo-f-
laktamaz tireten Enterobacteriaceae tiirlerine bagli 6liim oranlari yiiksektir. (%18 ile
%67 aras1) (Daikos ve ark 2009, Nordmann ve ark 2011). Yine bu grubun bir iiyesi
olan NDM-1 enziminin diinya genelinde (Vatopoulos ve ark 2008) 6zellikle de merkez
ve Giliney Amerika’da hizli bir sekilde yayildigini bildirmektedir (Pasteran ve ark
2012, Perez ve ark 2013). blaNDM-1-like geni ilk olarak 2008 yilinda Hindistan'dan
Isveg'e donen bir hastada E. coli ve K. pneumoniae'de tanimlanmustir (Yong ve ark
2009). Bugiine kadar, A. baumannii’de: IMP-like, VIM-like, SPM-like ve son
zamanlarda NDM-like olmak {izere dort metallo-g-laktamaz grubu tanimlanmistir
(Kempf ve Rolain 2012). A. baumannii suslarinda tanimlanan ilk MBL, 2000 yilinda
Italya'dan bildirilen blalPM-2-like genidir (Riccio ve ark 2000). O zamandan bu yana,
IMP-like, VIM-like ve SPM-like, basta Yunanistan ve Italya olmak iizere Akdeniz
iilkeleri de dahil, diinyanin bazi bodlgelerinde sporadik olarak rapor edilmistir (Dj
Popolo ve ark 2011, Figueiredo ve ark 2008, Ikonomidis ve ark 2008, Riccio ve ark
2000, Tsakris ve ark 2006). NDM enzimleri barindiran A. baumannii suslari, 6zellikle
Akdeniz iilkelerinde giderek daha fazla goriilmeye baslamistir (Bonnin ve ark 2012).
Kuzey Afrika'da: Cezayir (Boulanger ve ark 2012, Mesli ve ark 2013) ve Libya
(Libya'dan Danimarka'ya transfer edilen bir hastadan izole edildi)’da (Hammerum ve
ark 2012); Avrupa'da ise: Fransa (Bonnin ve ark 2013, Boulanger ve ark 2012,
Decousser ve ark 2013) Slovenya (Bonnin ve ark 2012); ve Tiirkiye'de (Cicek ve ark
2014) tespit edilmistir. 2011 yilinda Misir'dan donen Cek hastasinda blaNDM-1-like
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geni tireten A. baumannii'nin izolasyonu yapilmistir (Hrabak ve ark 2012). Fransa'da,
NDML1 iireten A. baumannii vakalarinin ortaya ¢ikmasmin Cezayir ile baglantili
oldugu belirtilmistir (Boulanger ve ark 2012, Decousser ve ark 2013). Son olarak,
Misir'da (Kaase ve ark 2011) ve Israil'de (Espinal ve ark 2011) A. baumannii
izolatlarinda bir bagka NDM varyanti olan NDM-2 bulunmustur. Yaygin ila¢ direncli
A. baumannii izolatlarimizda da sinif B metallo-g-laktamazlardan blaVIM-like,
blalIMP-like, blaNDM-1-like, blaSPM-1-like genleri tespit edilmemistir.

Son yillarda ¢oklu ve yaygin ilag direngli A. baumannii izolatlarinin prevalansi
artmistir. Saglik merkezlerinde A. baumannii sikliginin dnemli bir sorun haline gelip
salginlar olusturmasi ile molekiiler tipleme epidemiyolojide 6nemli bir rol oynar hale
gelmistir. A. baumannii enfeksiyonlari igin epidemiyolojik calismalarda klonal
salginlarin bilinmesi 6nemlidir. Pulsed-field jel elektroforezi (PFGE), multilokus
dizisi tiplemesi (MLST), tekrarlayan dizi tabanli PCR (rep-PCR), ¢oklu lokus VNTR
analizi (MLVA), 3-lokus sekansi tiplemesi (3-LST) dahil olmak tizere A. baumannii
suslarinin epidemiyolojisini ve klonal iligkisini karakterize etmek ic¢in c¢esitli
yontemler gelistirilmistir. Her teknigin kendine 0zgii avantajlari ve dezavantajlari
vardir. (Piran ve ark 2017). PFGE teknigi, 6zellikle A. baumannii olmak iizere bakteri
tiirlerini tanimlamak i¢in kullanilan altin standart yontem olarak bilinir (Mohajeri ve
ark 2017). Izole ettigimiz yaygin ilag direngli A. baumannii suslarmin genotipik iliskisi
i¢in bizimde tercih ettigimiz PFGE yontemi ile hastanemiz klonlarinin genis dagilim
gbstermis oldugu goriilmiis olup 27 grup belirlenmistir. izolatlarin bazilarinin dzellikle
birka¢ grupta yogunlastigi goriiliirken sporodik gruplarinda yer aldigi gozlenmistir.
Dendogramda izolat yogunlugu incelendiginde 6zelllikle 3 grubun baskinlig1 tespit
edilmistir. Bu gruplardan 7. grupta 9 izolat, 10. grupta 8 izolat ve 21. grupta 10 izolat
yer almistir. Bunun yaninda daha kii¢iik gruplarda belirlenmistir. 1, 9, 11 ve 14.
gruplarda 3-5 arasinda degisen izolatlarin yer aldig1 gézlenmistir. Direkel ve ark’nin
yapmis oldugu benzer ¢alismada da hastane izolatlarinin 3-30 arasinda degisen sekiz
pulsotipe ayrildigin1 ve PFGE genotip analizi ile 79 sus arasinda sekiz grubun var
oldugunu gostermislerdir. Cin’de yapilan bir ¢alismadada, ¢oklu ilag direngli A.
baumannii izolati PFGE ile arastirilmis; 14 farkli PFGE paterni tespit edilmis ve
suslar, A (n=24), B (n=6), C (n=9) seklinde toplanmislardir (Zhao ve ark 2015).
Mohajeri ve arkadaglarinin ¢aligmasinda, 104 A. baumannii izolatinin PFGE genotip

analizinde sekiz klonun (A-H) bulundugu ve hastanede baskin olan klon A’nin (n=35)
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diger klonlarla karsilagtirildiginda, yiiksek antibiyotik direnci gosteren, ozellikle
enfeksiyon koguslarinda yatan hastalardan izole edilen suslar oldugu belirlenmistir.
Bu arastiricilarda, hastanedeki salgindan klon A’nin sorumlu oldugunu ve ayrica
hastanenin farkli bolgelerinde saptadiklar1 prevalansi yiiksek diger klonlarin [B (n=
29), C (n=19)] yayilmasim1 oOnlemek i¢in dikkatli olunmasi gerektigini ileri
stirmislerdir (Mohajeri ve ark 2013). Benzer olay hastanemiz i¢inde gegerli olup,
yaygin ilag direngli A. baumanni izolatlarinin hastanemizin 6zellikle baz1 servislerinde
(Reanimasyon Yogun Bakim Servisi ve Dahiliye Yogun Bakim Servisi) yogunlagmasi

hastanede muhtemel salginlar olusturdugunu diisiindiirdi.
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5. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak ¢oklu- yagin ilaca direngli A. baumannii'yi daha iyi anlamak ve
kontrol etmek icin, enfeksiyonun molekiiler temelini anlamak gereklidir. Bir A.
baumannii izolatinda OXA tipi karbapenemazin 1985'te sunulan ilk raporundan bu
yana (Donald ve ark 2000), D-laktamaz sinifi raporlar1 yaygmlagsmistir ve bunlarin A.
baumannii  suslar1 icinde yiiksek diizeydeki karbapenem direncine katkisi
gosterilmistir (Donald ve ark 2000, Heritier ve ark 2005). Nitekim calismamiza
aldigimiz yaygin ila¢ direngli A. baumannii 70 izolatin tamaminda blaOXA-51-like
geni ve %97,1’inde blaOXA-23-like geni tespit edilmistir. Diger OXA tiplerinden
blaOXA-24-like, blaOXA-48-like, blaOXA-58-like ve blaOXA-143-like geni
izolatlarimizda belirlenmemistir. Karbapenemaz aktivitesinde destekleyici gen olarak
goriilen blalSAba-like geni ise sadece 3 ornekte (%4,2) pozitif olarak bulunmustur.
Karbapenemazlari ve metallo-B-laktamazlari temsil eden genlerden blaVIM-like,
blalIMP-like, blaNDM-1-like, blaSPM-1-like, blaKPC-like ve blaGES-like genleri ise
hi¢bir izolatimizda saptanmamustir. Tiim bu sonuglar, blaOXA-51-like ve blaOXA-23-
like gen bolgelerinin, A. baumannii izolatlarimizdaki yaygin ilag¢ direncinde baskin
mekanizmayr olusturdugunu vurgulamaktadir. Bununla birlikte, A. baumannii
suslarinda blaOXA genlerinin bolgeler arasinda farklilik géstermesinin yaninda, ayni
bolgede yillar igerisinde de gen degisikliklerinin gozlendigi bildirilmektedir.
Izolatlarimizda blaOXA-51-like ve blaOXA-23-like genlerinin yiiksek oranda tespit
edilip diger OXA tiplerinin ve metallo-B-laktamaz genlerinin tespit edilmemesi
izolatlarimizdaki yaygin ila¢ direncinden bu iki tipin sinersist etki gdstermesinden
kaynaklanabileceginden veya enzimatik mekanizmalarla beraber dis membran

proteinleri ve attim pompa sistemlerinin sorumlu olabilecegini diisiinmekteyiz.

Yaptigimiz epidemiyolojik ¢alismada ise yaygin ilag direngli A. baumannii
izolatlarimizin bazi kliniklerde ornegin Reanimasyon Yogun Bakim ve Dahiliye
Yogun Bakim Servislerinde hakim izolatlarin oldugunu ve aym izolatlarin baska
kliniklerde goriilmesinin servisler arasi transfer edilen hastalar ve ¢apraz bulaslar
sonucu yayildigr sonucuna varilmistir. Sonug¢ olarak, A. baumannii klonlarinin
varliginin erken tespiti, bu klonlarin hastanede yayiliminin engellenmesi i¢in yararl
olacaktir ayrica ¢alismamizda yaygin ilag direngli A. baumannii izolatlarinin hastane
ortamindaki dagiliminin klonal iligki gostermesi, enfeksiyon kontrol programlarinin

onemini bir kez daha vurgulamistir. Hastanemiz enfeksiyon kontrol komitesinin etkin
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el yikama, eldiven kullanimi, hastane temizligi gibi enfeksiyon kontrol dnlemlerine
yonelik egitimler verdigi ve denetimlerde bulundugu halde basta yogun bakim
tinitelerinde gorev yapanlar olmak {izere, tiim hastane personeline gerekli enfeksiyon
kontrol egitiminin tekrar verilmesi; hastalar arasi, personel-hasta arasi, ekipman-hasta-

personel arasi ve liniteler arasi bakteri gecisinin azaltilmasina katki saglayacaktir.
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