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1. GIRIS VE AMAC

Acinetobacter tiirleri 6zellikle de Acinetobacter baumannii, yogun bakim
iinitesinde (YBU) yatan, solunum destegi gerektiren, immiin sistemi zayif,
kemoterapi veya uzun siireli antibiyotik tedavisi alan, cerrahi miidahale geciren
hastalarda firsat¢1 hastane enfeksiyon etkeni olarak daha sik izole edilmeye
baglanmistir (1). Acinetobacter tiirleri artik {ilkemizde de yogun bakim
servislerinde en sik izole edilen gram negatif enfeksiyon etkenleri arasindadir (2-
3). Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi'nde 2008-2009 verilerine gore
hastane enfeksiyonlarma yol agan mikroorganizma dagiliminda Acinetobacter
spp. ilk siray1 almaktadir (4).

Acinetobacter spp. bagh olusan enfeksiyonlarm tedavisinde kullanilan
antimikrobiyal ajanlara kars1 giderek artan diren¢ hem iilkemizde hem de diger
iilkelerde onemli bir saglik problemi haline gelmistir (5). Tasidiklar1 ¢oklu ilag
direnci nedeniyle de artan oranda mortalite ve morbiditeye neden olmaktadirlar.
Karbapenemler Acinetobacter enfeksiyonlarmin tedavisinde tercih edilen beta
laktam tiirii seckin ilaclardir ancak son zamanlarda bu antimikrobiyal ilaglara da
diren¢ artmaktadir (6). Bunlarin etkilerini azaltan en yaygin mekanizma, 6zellikle
karbapenem hidrolize eden smif-D beta-laktamazlardir (7).

Acinetobacter enfeksiyonlar1 hastane iginde, hastaneler arasinda, hatta
iilkeler arasinda salginlara neden olmalar1 agisindan Onemlidir. Ayni tiirden
izolatlar arasinda klonal iliskiyi ortaya koymak amaciyla yapilan molekiiler

tipleme yontemleri epidemiyolojik bilgiler esliginde degerlendirilmekte izolatlarin



ayn1 veya farkli kaynaktan koken aldiklar1 kabul edilmektedir (8). Direngli suslar
arasindaki klonal iligkinin belirlenmesiyle epidemik izolatlar, sporadik veya
endemik olanlardan ayrilmakta, salginla iligkili suglar belirlenmekte, salginin
kapsami, kaynak ve rezervuari hakkinda bilgi saglanabilmektedir. Ayrica
salgimlara ait veri bankalar1 olusturulabilmekte, herhangi bir yer ve zaman
icindeki enfeksiyonun oOzellikleri tanimlanabilmektedir (9). Bu yOntemler
enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin etkinligini artrmaktadirlar.

Hastanemiz Agustos 2007-Haziran 2010 tarihleri arasinda Dahiliye Yogun
Bakim Unitesi (DYBU) veya Néroloji Yogun Bakim Unitesinde (NYBU) yatan
hastalarin endotrekeal aspirat (ETA) veya balgam Orneginden izole edilen ve
Acinetobacter spp. olarak tiplendirilen suslar ¢alismaya kabul edildi.

Bu calismanin amaci hastane enfeksiyonlarma yol agan Acinetobacter
izolatlarinda ilag duyarlilik paternlerinin gosterilmesi, ¢oklu ilag direncine sahip
Acinetobacter suslarimin klinik izolatlarmda, karbapenem direncinin en 6nemli
nedeni olan OXA tipi beta laktamaz enzim dagiliminin gosterilmesi ve Arbitrarily
Primed PZR (AP-PZR) yontemiyle izolatlar arasindaki klonal iliskinin

gosterilmesidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Taksonomi ve Tarihce

Acinetobacter ilk kez 1911 yilinda Beijerinck tarafindan topraktan izole
edilmis ve Micrococcus calco-aceticus olarak isimlendirilmistir. 1939 yilinda
DeBord’un gram-negatif kokobasilleri iiretral oOrnekten izole etmesiyle
tammlanmistir.  Acinetobacter  cinsleri  Moraxellaceae  ailesinde  ve
Gammaproteobacteria smifinda yer almaktadirlar (10). Deoksiriboniikleik asit
(DNA) benzerlikleri temel alinarak yapilan caligmalarda, bu cins i¢inde 30’dan

fazla genomik tiir tanimlanmusti, on sekizine 6zel isim verilmistir (Tablo2.1) (11).

Tablo 2.1 Acinetobacter Cinsine ait Ozel isim Verilen Tiirler

A. calcoaceticus
A. baumannii

A. haemolyticus
A. junii

A. johnsonii
Iwoffii

. radioresistens
. ursingii

. schindleri
parvus

baylyi

. bouvetii

. towneri

. tandoii

. tjernbergiae

. gerneri

A. beijerinckii
A. gyllenbergii

>>>>>>PP>>P

* Yukaridaki tlirlere ilaveten ¢oklu sus iceren 26 adet isimlendirilmemis
grup ve kiiltlirlerde yer alan en az 21 adet gruplandirilmamais tekli sus
igeren tiirler bulunmaktadir.




Acinetobacter baumannii (gen sp 2) insan hastaliklarindan sorumlu olan
baglica tiirdiir. Acinetobacter genomik tiir 3, ve Acinetobacter genomik tiir
13TU’da insanlar i¢in patojen olabilmektedir. Bu {i¢ tiir ve ¢evresel bir tiir olan,
genellikle su ve topraktan izole edilen A. calcoaceticus rutin fenotipik metotlarla
birbirlerine ¢ok benzediklerinden ayrilamamaktadir. Bu nedenle bu dort tiir
A.calcoaceticus-A.baumannii  kompleks adi altinda incelenmektedirler. A.
baumannii, Acinetobacter genomik tiir 3 ve Acinetobacter genomik tiir 13TU
yerine de kullanilmaktadir. Bugiinkii bilgilerimize gore A.calcoaceticus insanlarda
ciddi bir klinik hastaliga yol agmamaktadir (12-13).

Amerikan Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezinin (Centers for Disease
Control and Prevention) (CDC) smiflamasina gore Acinetobacter tiirleri
nonfermentatif gram-negatif basiller i¢erisinde CDC Grup EO -5, CDC Grup NO

-1 ve Bordetella tiirleri ile birlikte oksidaz negatif grup igerisinde yer alirlar (14).

2.2 Mikrobiyolojik ve Metabolik Ozellikler

Acinetobacter cinsi bakteriler 35-37°C’de iiremeyi seven, nonfermentatif,
oksidaz negatif, katalaz pozitif, indol negatif, hareketsiz, nitratlar1 rediikte
etmeyen, zorunlu aerop lireyen gram negatif mikroorganizmalardir. Flajellalar1
yoktur, fimbrialar1 vardir. Ug sekerli demirli besiyeri (TSI) ve oksidatif
fermentatif besiyerinde asit olusturmazlar.

Uremenin logaritmik fazinda 1-1,5 x 1,5-2,5 um boyutlarinda basil, {ireme

disinda ise kok seklinde, daha ¢ok kokobasil, ikiserli, kiime halinde veya kisa



zincir olarak gorildiigiinden gram boyali preparatlarin  incelenmesinde
Haemophylus ve Neisseria tiirleri ile karistirilabilir. Pozitif kan kiiltiir sisesinden
hazirlanan preparatlarda kristal violeyi tutmaya yatkindirlar ve bdylece yanliglikla
gram pozitif kok olarak taninirlar. Koloniler diizgiin, opak bazen mukoid ve
Enterobacteriaceae ailesinin diger tliyelerine gore daha kiigiiktiir (14,15).

Klinik laboratuvarlarda nonfermantatif mikroorganizmalarin
izolasyonunda genellikle kanli agar ve eozin metilen blue agar gibi besiyerleri
kullanilir. Bromkrezol moru, safra tuzlari, laktoz, maltoz sekerleri iceren Herellea
agar klinik 6rneklerden ve vankomisin, sefsulodin, sefradin gibi antibiyotikleri
iceren Leeds Acinetobacter Medium ise hem klinik 6rneklerden hem de ¢evreden
Acinetobacter’lerin izole edilmesinde kullanilabilen segici ve aymrt edici
besiyeridir (16-17).

Geleneksel biyokimyasal metotlar tiirler aras1 ayrim yapmak icin yeterli
olmamaktadir. Ticari sitemlerden API 20 NE (bioMerieux, Fransa) bes tiir, Biolog
GN2 Microplate (Biolog, Hayward ABD) 15 tiir identifiye edebilmektedir (18).
Bu kitlerin en biiylik dezavantaj1 bazi tiirlerin tablolarda yer almamasi1 nedeniyle

tiim tiirleri tanimlayamamasidir.

2.3 Patogenez ve Virulans Faktorleri

Acinetobacter cinsi bakterilerin viriilans potansiyelleri diisiikk oldugundan

konak savunma mekanizmasi normal olanlarda enfeksiyon olusturmasi oldukca



nadirdir. Genellikle firsatg1 hastane enfeksiyonlarina neden olurlar (19).

Acinetobacter’lerin asagidaki 6zellikleri viriilanslarini artirmaktadir.

1. Polisakkarit kapsiil: L-ramnoz, D-glukoz, D-mannoz ve D-glukronik
asitten olusur. Biiylik ithtimalle bakteri yiizeyinin daha hidrofilik olmasmi
saglamaktadir ve fagositozdan korur. Damar i¢i kateter, trakeal kaniil gibi
yiizeylere tutunmayi kolaylastirir.

2. Fimbria ve/veya polisakkarit kapsiil: Insan epitel hiicrelerine adezyon
Ozelligi kazandirir.

3. Doku lipit hasar1 yapabilen enzim {iretimi viriilans1 artirir.

4. Hiicre duvarinin lipopolisakkarit igerigi ayrica hiicre duvarinda bulunan
lipid A potansiyel toksik etki gostererek patojeniteyi arttirir.

5. Aerobaktin ve siderofor gibi demir tutucu dis membran reseptor

proteinlerinin iiretimi ile bakteri tiremesi i¢in gerekli demiri saglamaktadir.

Ayrica son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda antibiyotik direnci saglayan
PER-1 enziminin viriilans1 arttirdig1 ve klinik olarak daha ¢liimciil enfeksiyonlara

neden oldugu gosterilmistir (20-21).



2.4 Epidemiyoloji

Hastanelerde Acinetobacter tiirlerinin neden oldugu en énemli problemler
cogunlukla yogun bakim {initelerdeki ciddi durumdaki hastalaridir. Bunlar
ozellikle mekanik ventilasyonlu, yara veya yamig1 olan hastalardir.
Acinetobacter’le baglantili enfeksiyonlar ventilatore bagli pnémoni, deri ve
yumusak doku enfeksiyonlari, yara enfeksiyonlari, iiriner sistem enfeksiyonlari,
sekonder menenjit ve kan dolasim sistemi enfeksiyonlarimi icermektedir. Bu
enfeksiyonlara ¢ogunlukla A. baumannii kompleksinin iiyeleri neden olmaktadir.
A. baumanii kompleksi disindaki diger tiirlerle hastane kaynakli enfeksiyonlar ¢ok
daha nadir olusur ve bunlar genelde katater baglantili kan dolasimi ve bir

kontaminasyonla baglantili salginlarla smirhdir.

Hastane ortamindaki A.baumannii kompleksinin neden oldugu problemler
bu organizmalar kuruluk ve dezenfektanlara karsi yiiksek direngli olmalariyla
artmaktadir. Bu problemler hastane ortaminda uzun siireli dayanikliliga, birgok
hastay1 iceren enfeksiyon salginlarinin ortaya ¢ikmasina ve coklu ilag¢ direncli
(CID) izolatlarmin oraninin artmasina yol agmaktadir. Bircok calisma CID A.
baumannii’ nin trendinin arttigin1 gostermekte ancak direng oranlari hastane sehir

ya da iilkeye gore degismektedir.

A.baumannii ile baglantili nazokomial enfeksiyonlarmin rezervuari kesin
belli degildir ve saglik ftnitelerine gore degiskenlik gostermektedir. Salgnlar
sirasinda bu organizmalarin izole edildigi hastane ortamlarindaki enfeksiyonlarin

potansiyel kaynaklar1 ¢esitlidir. Bunlar arasinda personelin elleri, ventilatorler ve

7



tiipleri, bronkoskoplar, lavabolar, sabunlar, plastik ekranlar, yatak carsafi,
yastiklar, damar i¢i beslenme solusyonlari, eldivenler, hastalar, el kremleri,
bilgisayar klavyesi gibi ¢ok ¢esitli potansiyel kaynaklar yer almaktadir. Havadan
yahut hastadan hastaya da bulas goriilmiistiir. Hastane personelinin elleri ¢evresel
yiizeyin ve tibbi ekipmanlarin kontaminasyonu bir salgin sirasinda A. baumannii’
nin yayilmasinda rol oynasa da enfekte olmus hasta cevreye bir¢cok sayida A.
baumannii yaymakta olup enfeksiyonun temel rezervuaridir. 4. baumannii’nin
yayllmasidaki temel faktorler arasinda hastanede kalma siiresinin artmasi,
onceden alman antibiyotikler, mekanik ventilasyon, A. baumannii ile enfekte ya
da kolonize hastalara maruz kalma, cevresel kontaminasyon, yetersiz hastane

personeli, personelin hijyene dikkat etmemesi sayilabilir.

A.baumannii salginlar sirasinda hasta ve hastane ortamlarmdan izole
edilebilse de bu tiiriin hastane disinda bilinen dogal ortami yoktur. Bu tiir ¢ok
nadir olarak su toprak ya da diger ¢evresel ortamlardan nadiren izole edilebilir.

Ayrica salgmin olmadigi durumlarda hastane i¢inde de nadiren izole edilir.

Ozet olarak Acinetobacter cinsinin {ic tane temel {ist {iiste binen

popiilasyonu tanimlanmastir.

1. Salgin swrasinda hastanede saptanan CID izolatlar1 ki bu izolatlar
genellikle A. baumannii ve yakin tiirlerini igerir ve hastanede yatan

hastalar1 enfekte eder veya kolonize olur.



2. Genellikle A.johnsonii, A.lwoffii ve A.radioresistens iceren insan ve
hayvan derisinde kommensal olarak bulunabilen veya ¢iirik besin
maddelerinde bulunan duyarli izolatlardir.

3. Genellikle A.calcoaceticus ve A. johnsonii igeren gevre toprak veya atik

suda bulunan duyarh izolatlardir.

Acinetobacter cinsine ait diger birg¢ok tiirlin (Tablo 2.1) dogal ortami ¢ok
iyi bilinmemektedir. Bir¢ok tiir insanlarin klinik 6rneklerinde nadiren izole
edilmekte ancak enfeksiyon kontrolii ve klinik dneminden dolayr A.baumannii

kompleksine ait CID izolatlarina dikkat edilmelidir.

Bu organizmalar yaygm bulunmamakta, kolonize yada enfekte olmus

hastalardan ya da salginlar sirasindaki hastane ortamindan izole edilmektedir (11).

2.5 Acinetobacter Nedeniyle Olusan Hastane Enfeksiyonlari

Hastanede alinan mikroorganizmalara bagh olarak gelisen infeksiyonlara
hastane enfeksiyonu (HE) denir. Hastanin hastaneye yattiginda inkiibasyon
déneminde oldugu ya da belirti ve bulgular1 saptanan enfeksiyonlar HE olarak
kabul edilmez. Buna karsilik hastanin taburculugundan sonra ortaya ¢iksa da
enfeksiyonun inkiibasyon siiresinin baslangici hastanede yattigi doneme uyuyor

ise HE kabul edilir.

HE genellikle hasta hastaneye yattiktan 48-72 saat sonra ortaya ¢ikar.

Dahili hastalarda taburcu olduktan sonraki 10 giin i¢inde, ameliyat gecirenlerde 1



ay i¢inde, protez uygulananlarda ise 1 yil i¢inde gelisen ilgili enfeksiyonlar HE
olarak degerlendirilir (22).
Hastane enfeksiyonlarmin 6nemi baslica ii¢ baglik altinda toplanabilir (23).
1. Mortalitesi ve morbiditesi yiiksektir.
2. Baziuygulamalarla % 20-30 6nlenebilir
3. Ekonomik yiikleri fazladir.
Firsat¢1 hastane enfeksiyon etkeni olarak Acinetobacter tiirleri daha fazla

izole edilmeye baslanmistir. Acinetobacter baumannii baskin olan tiirdiir (12).

Acinetobacter’ler artik lilkemizde yogun bakim servislerinde en sik izole

edilen gram negatif enfeksiyon etkenleri arasindadir (2-3).

Tablo 2.2 Gazi Hastanesi Hastane Enfeksiyonlarina Yol A¢an Mikroorganizma Dagilimi

. Say1 % Say1 %
Izolasyon durumu 2008 | 2008 | 2009 | 2009
Klinik tani 235 15.1 294 20
Polimikrobiyal 67 4.3 54 3.7
Etken izole edilen 1258 80.6 1123 76.3
Izole edilen mikroorganizma

Acinetobacter spp. 313 22.5 273 22.2
E.coli 196 14.1 139 11.3
Pseudomonas spp. 172 12.4 167 13.6
Koagiilaz Negatif Staphylococcus 160 115 160 13
Klebsiella spp. 105 7.5 105 8.5
Staphylococcus aureus 93 6.7 57 4.6
Candida nonalbicans 91 6.5 80 6.5
Candida albicans 75 5.4 72 5.8
Enterococcus spp 59 4.2 68 55
Enterobacter spp 34 2.4 57 4.6
Stenotrophomonas maltophilia 25 1.8 17 1.4
Streptococcus spp. 16 1.1 8 0.6
Citrobacter spp. 10 0.7 4 0.3
Proteus spp. 9 0.6 14 1.1
Serratia spp. 9 0.6 9 0.7
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A.baumannii’nin neden oldugu enfeksiyonlar daha ¢ok yogun bakim
iinitelerindeki zayif diigmiis hastalarda goriilme egilimindedir. Uzun siireli bakim
merkezlerinde, oOzellikle de ventilatore bagli hastalarin bakimmin yapildigi
merkezlerde bulunan hastalarda risk ytiksektir. Diger risk faktorleri arasinda yakin
zamanda gecirilmis cerrahi operasyon, santral damar i¢i kateterizasyon,
trakeostomi, mekanik ventilasyon, enteral beslenme ve iigiincii grup sefalosporin,
florokinolon veya karbapenem antibiyotikleriyle tedavi bulunmaktadir (24).

Acinetobacter enfeksiyonlarmin baslica ©nemli nedenleri hastane
enfeksiyonlarina neden olmasi, hastane icinde, hastaneler arasinda, hatta tlkeler
arasinda salginlara neden olmasi, antibiyotiklere yiiksek oranda direngli olmasidir.
Tablo 2.2°de de goriildiigii {izere Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinde
2008-2009 verilerine gore hastane enfeksiyonlarina yol agan mikroorganizma

dagiliminda Acinetobacter spp. ilk siray1 almaktadir (4).

2.5.1 Hastane Kaynakli Pnomoni

Hastaneye yatistan en az 48 saat sonra gelisen akciger enfeksiyonlari
olarak tanimlanir. YBU dahilinde en sik goriilen enfeksiyonlar arasinda basta
gelmektedir. Hastanin yattig1 klinige gore degismekle birlikte, diinyanin gesitli
bolgelerinden yapilan calismalarda hastane kaynakli pndmonilerin tiim hastane
enfeksiyonlarmin ortalama % 15’ini, lilkemizde yapilan ¢aligmalarda ise % 11-
30’unu olusturdugu bildirilmektedir. Arastirma sonuclar1 ventilator uygulanan

hastalarm % 28-85’inde ventilatdr iliskili pndémoni (VIP) gelisme riskinin
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bulundugunu vurgulamaktadir. (25) Ayrica tim nozokomiyal enfeksiyonlar goz
oniine aldiginda en yiiksek mortalite oraninm VIP’ye (% 24-71) ait oldugu,
ozellikle bazi etkenlerin (Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp.) neden
oldugu ViP’lerde uygunsuz tedavi ile birlikte bu oranin % 91’e kadar
ulagabilecegi de bildirilmektedir (26).

Acinetobacter baumannii son yillarda, basta pnomoniler olmak iizere
hastane kaynakli infeksiyonlarin en 6nemli nedenlerinden biri haline gelmistir
(27). Tasidiklar1 ¢oklu ilag direnci (CID) nedeniyle VIP’lerde yiiksek mortaliteye
neden olmaktadirlar (28). Bircok c¢alisma hastane kokenli Acinetobacter
pnomonilerinin mekanik ventilasyonun en ©6nemli komplikasyonu oldugunu
desteklenmektedir. Alman tiim Onlemler ve etkili dezenfeksiyona ragmen
insidansta artig olmustur (12).

Ulkemizde 12 hastaneyi ve 13 yogun bakim iinitesini kapsayan bir
calismada VIP etkenlerinin dagiliminda % 29,2 ile ilk siray1 A. baumannii almistir
(2). Yine Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi yogun bakim iinitelerinde
pnomoni etkenlerinin sayisal dagilimma gore % 43.97 ile ilk siray1 Acinetobacter

tiirleri almaktadir (4).

2.5.2 Bakteriyemi

Acinetobacter bakteriyemisi siklikla pnomoni ve damar igi kateter
kullanimindan sonra gelisen enfeksiyonlara sekonder gelismektedir. Uriner sistem

kateterizasyonu, yaralar, deri ve abdominal enfeksiyonlar daha az siklikla kaynak
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olusturur (19). Acinetobacter ile gelisen bakteriyemi insidanst % 8,4’iin tizerinde

bildirilmekte ve en sik hastaneye yatisin ikinci haftasinda gelismektedir. En sik

rastlanan tiir A.baumannii’dir. Polimikrobiyal veya tek basina bakteriyemilere

neden olabilir.

Mortalite % 17-46 arasinda bildirilmekle birlikte, polimikrobiyal olgularda

mortalitenin arttigi, A.baumannii disindaki tiirlerde ise klinik tablonun daha hafif

seyrettigi vurgulanmaktadir (29,19). Bakteriyemisi olan yetiskin hastalarm biiytik

cogunlugunu immiin diigskiin hastalar olusturmaktadir. Malignensi, yanik, travma

en yaygin predispozan faktorlerdir. Diger bir risk grubu ise yenidoganlardir.

Diisiik dogum agirligi, oncesinde antibiyotik kullanimi, mekanik ventilasyon,

yenidogan konviilsiyonlarmin varligi baslica predispozan faktorlerdir (12).

Tablo 2.3. Yogun Bakimlarda Kan Dolasimi Enfeksiyonu Etkenlerinin Boéliimlere Gore
Sayisal Dagilim, Gazi Hastanesi 2009

e
w— S slal 2l al | 8
= & Fl gl a|la|s|S
Zz 38|l o c F| 5 3l e o | =2 o)
< ol S o ® @ ) Q g © c S
s |E|lz|8|8|&8|28|8| s <
=32 c|8|8|z|2|S|&8|2 2|52
23|15 s|z3|8|S|e|s|8|2|2|8|&
= T los 8| 8| 2|35 ||| S| 8| c| B O
YOGUNBAKIMLAR | ui wHh| & | | ¥ | < |lwlw|HlOolo|B|FE
Genel Cerrahi YBU 32|81 |1|5|2]|1|-1]4]-1]4]31
Reanimasyon - 14|42 |7 1 2 - - 3 - | 24
Beyin Cerrahi YBU 1|11 -|-]l2|2]-]-|-]11]-1]S8
Pediatri YBU 114 3|3 |1 |1]1]1|1]1]1]18
KVC YBU 2 |3 -1 v 2| -]-|-]2/]11]-]1
Néroloji YBU 2 1|1 |-]-]2]|4|-]-]12|5]2]|2
Dahiliye YBU 2|61 |5|5 |8 |5 |-1]-1]-]1]21]30
Gﬁgﬁs Hastahiklar:
YBU 1 1 - - 7 2 - - - 3 - 14
TOPLAM 12 |18 | 16 | 14 | 14 | 34 | 17 | 4 1 9 | 15| 9 |158
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Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi yogun bakimlarinda kan
dolagimi1 enfeksiyonu etkenlerinin boliimlere gore sayisal dagilimmina bakildigi
zaman, Acinetobacter tiirlerinin en basta gelen mikroorganizmalar arasinda

oldugu goriilmektedir (Tablo 2.3).

2.5.3 Menenjit

Primer menenyjitli sporadik vakalar bildirilmesine ragmen 6zellikle beyin
cerrahisi uygulamalarindan sonra, travma, lomber ponksiyon, ventrikiilografi ve
miyelografi sonrasi gelisen sekonder menenjit olgular1 baskin form olarak
saptanmaktadir (12). Yogun antibiyotik kullanimi, ventrikiilostomi, bes giinden
fazla tutulan ventrikiiler kateterler ve beyin omurilik sivisi fistiilleri gibi risk
faktorleri menenjit gelisiminde etkilidir (29). Acinetobacter tiirleri ile gelisen
nozokomiyal menenjit olgularinda beyin omurilik sivist bulgular1 piriilan
menenjit Ozelligindedir. Klinik bulgu olarak siklikla konviilsiyon ve mental
durumda bozulma gozlenirken, ense sertligi nispeten daha geri planda saptanan
bulgudur. Mortalite oran1 % 20-27 arasinda bildirilmektedir.

Metan ve ark. yaptigr 1997-2007 yillarmi iceren retrospektif ¢alismada
sinir sistemi cerrahisi gegiren ve eksternal ventrikiiler dreni bulunan ve bunlara
bagli menenjit gelisen 28 hastayr ¢caligmaya almiglardir. Bu hastalarin % 31’inde
karbapenem-direngli A.baumanni izole etmisler ve mortalite oranmi1 % 70’den

fazla oldugunu gostermislerdir (30).
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2.5.4 Uriner Sistem Enfeksiyonlari

Genellikle immiin sistemi baskilanmis, yasli, siirekli tiriner kateteri olan ve
yogun bakim iinitelerinde yatan hastalarda goriilmektedir. Kalici olmayan {iriner
katateri olan hastalarda da enfeksiyona neden omaktadir. Prostat biliylimesi
nedeniyle kalici olmayan kateter kullaniminin yiiksek prevelans: vardir.
Acinetobacter’in neden oldugu iiriner sistem enfeksiyonu gelisen hastalarin %80’
erkektir. Unutulmamalidir ki iiriner kateter tasiyan hastalardan izole edilen her
Acinetobacter gergek enfeksiyon etkeni olmayabilir ve kolonizasyonu goz ardi
etmemek gerekir (12).

GUTF hastanesi YBU’lerinde iiriner sistem enfeksiyonu etkenlerinin
boliimlere gore sayisal dagilimi bakildiginda % 8.02’sini Acinetobacter spp.’nin

olusturdugu goriilmektedir (4).

2.5.5 Yumusak Doku Enfeksiyonlar1

Travmatik yaralar, yanik, cerrahi insizyon bolgeleri, damar i¢i kateter
uygulamalari, bagisiklik sisteminin baskilanmasi baslica risk faktorlerini
olusturur. Gaynes ve ark. yaptig1 bir ¢alismada yogun bakimda kazanilmis cilt ve
yumusak doku enfeksiyonlarmin % 2.1’inin Acinetobacter spp. ile olustugunu
bildirmislerdir (31). Travmatik yaralar, yaniklar ve postoperatif insizyonlar
Acinetobacter tiirleri ile kolonize olabilir. Bu durum Vietnam ve Irak savaslarinda

yaralanan askerlerin ekstremitelerinde gosterilmistir (32).
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GUTF hastanesi YBU’lerinde cerrahi alan enfeksiyonu etkenlerinin
boliimlere gore sayisal dagilimina bakildiginda, % 15.89’unu Acinetobacter spp.

olusturmaktadir. (4)

2.5.6 Diger Enfeksiyonlar

Konjunktivit, endoftalmit, korneal iilserasyon ve perforasyon, prostetik
kapak endokarditi, osteomiyelit, artrit, pankreas ve karaciger absesi, peritonit
goriilebilmektedir. Ayrica periton diyalizi, perkutan transhepatik kolanjiografi ve
perkiitan safra drenaji sonrast Acinetobacter spp.’e bagli enfeksiyon

gelisebilmektedir (19, 15).

2.6 Tedavi

Acinetobacter ile  kolonize hastalarm  spesifik  bir tedavisi
gerekmemektedir. Ote yandan Acinetobacter ile olusan hastane enfeksiyonunda,
patojenin duyarli oldugu antibiyotikle tedavisi gerekmektedir. Yaygin tedavi
secenekleri arasinda seftazidim, karbapenemler, sulbaktam,
piperasilin/tazobaktam, aminoglikozitler, sefepim, polimiksin E ve B, minosiklin,
doksisiklin ve tigesiklin yer alir (33). Ote yandan A. baumannii antibiyotiklerin
coguna direnglidir. Bunlar arasinda penisilin, ampisilin, karbenisilin, makrolitler,
2. ve 3. jenerasyon sefalosporinler, siprofloksasin ve kloramfenikol

bulunmaktadir. Karbapenemler Acinetobacter enfeksiyonlarinda tercih edilen
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antibiyotiklerin ~ basinda  gelmektedir  (6). Tedavide  karbapenemler,
aminoglikozidler, rifampisin ve sulbaktam igeren kombinasyonlar da
kullanilmaktadir. Ancak bu ilaglara direncin giderek artmasi c¢esitli ilag
kombinasyonlarin1  giindeme  getirmistir.  Beta-laktam  grubu 1ilacglarla
aminoglikozidlerin veya florokinolonlarin kombinasyonunun degerlendirildigi
bircok c¢alislmada sinerjistik veya kismi sinerjistik etki goézlenmistir (27).
Tigesiklinin etkinligi 1997 yilindan beri yapilan cok sayidaki ¢alismada
arastirilmistir.  Genis spektrumlu bu antibiyotigin, CID olan Acinetobacter
suslarinda etkili oldugu goézlenmistir (34). Tigesiklin iceren kombinasyonlarin
kolistin, levofloksasin, amikasin ve imipenem ile sinerji olusturdugu ancak
piperasilin/tazobaktamla ~ kombine edildiginde antagonizm  olustugu
gozlemlenmistir (35). CID olan Acinetobacter suslarinm biiyiik ¢ogunlugu
polimiksinlere duyarli olup toksik etkilerine iliskin endiselere ragmen kullanimi

artmaktadir (36).

2.7 Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalar

Antibiyotik kullanimi ile antibiyotik direnci arasinda oldukc¢a yakin iligki
oldugu bilinmektedir. Hastanelerde genis spektrumlu antibiyotiklerin yaygin
kullanimiyla direngli suslarin  seleksiyonuna bagli olarak hizla direng
gelisebilmektedir (37). A. baumanii de gittikge artan bir direng s6z konusu olup,

hastanelerde 6nemli bir saglik problemi haline gelmistir (38).
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2.7.1 B-laktamazlar

Beta-laktam ilaglar, kimyasal yapilarinda ortak bir beta laktam halkas1
tasirlar ve hiicre duvar sentezini inhibe ederek etki gosterirler.

TEM-1, TEM-2, CARB-5, ve SHV-like enzimleri penisilinaz aktivitesi
gostermektedirler. ACE-1, ACE-2, ACE-3 ve ACE-4 enzimleri ise sefalosporinaz
ve bir miktar penisilinaz aktivitesine sahiptirler. Fakat aztreonam, seftazidim ve
sefotaksimi hidrolize edici aktiviteleri yoktur. En gii¢lii aktiviteleri sefaloridin ve
ACE-4 hari¢c sefradine karsi goriilmektedir. ACE-1 en genis etkili
sefalosporinazdir. ARI-1 imipenem ve azlosilini parcalayabilirken sefuroksim,
seftazidim ve sefotaksimi par¢alayamaz (12).

Genis spektrumlu p-laktam antibiyotikler olan karbapenemler, 1985
yilinda kullanima girmis ve o yillardan beri CID olan A.baumannii
enfeksiyonlarinin tedavisinde 6nemli bir ajan olmuslardir. Fakat son yillarda bu
antibiyotiklere kars1 direncli suslar giderek artmaktadir ve tiim diinyada 6nemli bir
saglik problemi haline gelmektedir (5).

Karbapenem hidrolize eden p-laktamazlarin iiretimi A.baumanii de
karbapenem direncinden sorumlu en yaygm mekanizmadir. A.baumannii de
bircok karbapenem hidrolize eden beta laktamazlar tespit edilmistir. Bunlar
diinyanin degisik bolgelerinde rapor edilen ve smif 1 integronlarla baglantili
metalobetalaktamazlar1 (VIM-, IMP- ve SIM- tipleri) icermektedir. Yine de
A.baumanii’de en yaygm goriilen karbapenemazlar sinif-D B-laktamazlardir. Ug

temel karbapenem hidrolize eden smif-D oksasilinaz gen kiimeleri A.baumannii
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suslarinin kromozomlarinda ya da plazmidlerinde tespit edilmistir ki bunlar
blaoxa-ss, blaoxa23, Ve blaoxa-zs40 ile gosterilir. blapxa-23s ve blaoxass benzer
genlerin sonundaki 5° ve/veya 3’ de yer alan, degisik eklenen dizi elementleri
(ISAbal, ISAba2, ISAba3 ya da IS18 gibi) onlarin ekspresyonunu
diizenlemektedir. A.baumanii tiirlerine 6zgli olan blagxa-si-ike genine 1SAbal
elementi yakin olarak yerlesirse karbapenem direnci gostermektedir (7).

Karbapenem hidrolize eden oxa enzimleri (blaoxa genleriyle ifade edilir) 8
alt grupta smiflandirilabilir. Bu sekiz kiimenin dordii Acinetobacter spp. iginde
tespit edilmistir. Bu dort grup enzim OXA-23, OXA-24, OXA-58 ve OXA-51°
den olusur. (39,40)

OXA-23 (imipeneme kars1 Acinetobacter direncinin kisaltmasi olan ARI-1
olarakda isimlendirilir) OXA-27 ve OXA-49’1a beraber ilk kiimeyi olusturur. Bu
enzimler iki ile bes arasinda farkli aminoasit icerirler.

Ikinci kiime OXA-24, 25, 26, 40 ve 72 beta-laktamazlar1 icermekte olup 1-5
arasinda farkli aminoasit icerirler.

Ucgiincii aile OXA-51 olup OXA-64, 65, 66, 68, 69, 70, 71, 75, 76, 77, 78
icerirler. blaoxa-siike karbapenemaz geni kromozomal olarak kodlanir ve
A.baumannii’ye 6zeldir. Ancak biitiin izolatlarda bulunmayabilir. blapxa-s1-iike bU
tiire 6zgii oldugu icin bu genin tespiti biyokimyasal tespite gére daha basit ve
daha giivenilirdir (41).

Dordiincti kiime tek bir enzimden olugmakta olup OXA-58 olarak

adlandirilir (40).
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Bunlarin disinda karbapenemlere kars1 azalan duyarliligin penisilin
baglayici protein ve porinlerin modifikasyonuyla veya AdeABC efluks sisteminin
artmastyla baglantili oldugu goriilmiis ve degisik mekanizmalarin karsilikli
etkilesimlerinin A.baumanii de yiiksek seviyede karbapenem direncine sebep

olabilecegi diistiniilmektedir (7).

2.7.2 Aminoglikozid-Modifiye Edici Enzimler

Asetiltransferazlar, niikleotit transferazlar ve fosfat trasferanzlar genellikle
kombinasyonlar seklinde A.baumannii’de bulunurlar. Bunlar plazmidler,
transpozonlar yada sinif-1 integronlarla baglantilidir (42). Bu genlerin
ekspresyonu farkli aminoglikozidlere kars1 degisken duyarliliklara yol agmaktadir.
Diger bir enzim kiimesi olan 16STRNA metilransferazlarimmim (ArmA ve RmtA, B,
C ve D) biitiin formiilize edilen aminoglikozidlere kars1 yiiksek direng gosterdigi
gOriilmiistiir. Yine de rmt kiimesinin elemanlar1 A.baumanii’de bulunmasa da
armA geni goreceli olarak yaygin olup genellikle blaoxars ile kombinasyon

halinde bulunur (43,44).

2.7.3 Permeabilite Bozukluklari

Dis zardan madde iletimini saglayan porin gibi davranan OMP’lerin
kaybolmas1 veya azalmasindan dolayr zar gegirgenliginde meydana gelecek

degiskenlikler enzim direncini artirabilir. A.baumanni diger gram-negatif
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bakterilere gore intirinsik antimikrobiyal diren¢ olusumundan kismen sorumlu
olan daha az porine sahiptir (45). Porin kaybi1 genellikle beta-laktam direncte
goriiliir (46). CID suslarda OmpA’nm pB-laktam direncindeki rolii heniiz tespit

edilememistir (47).

2.7.4 Coklu Ilag Efluks Sistemi

Aktif efluks mekanizmalariyla ilaglar disar1 atilmasi ¢oklu ilag direncine
katkida bulunur. AdeABC ve AdelJK efflux sistemleri A. baumanni’de
goriilmektedir. AdeABC’nin fazla ekspresyonu, aminoglikozit, p-laktam
antibiyotikler, kloramfenikol, eritromisin, tetrasikline karsi diren¢ olusumunda
etkilidir (48). AdelJK ise AdeABC ile sinerjik etki gostererek tigesiklin direncine

neden olur (49

2.7.5 Diger Diren¢ Mekanizmalar1

Penisilin  baglayici proteinlerin azalmasi1 (PBP), DNA giraz ve
topoizomeraz IV’ deki mutasyonlar, tetrasiklin ribozomal koruyucu protein ve
dihidrofolat rediiktaz bulunmasi gibi faktorler diger diren¢ mekanizmalarmdandir
(50). CID A.baumanni de birden fazla diren¢ mekanizmasiyla olusan direnglerde

uygun tedaviyi giiclestirmektedir.
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2.8 Hastane Enfeksiyon Etkenlerinin Neden Oldugu Salgin Analizinde

Kullanmilan Tiplendirme Yontemleri

Baslica kullanim amaglari; hastane enfeksiyonlar1 etkenlerinin bulasma
yollarini, mekanizmalarini agiga ¢ikarma, re-aktivasyonun reinfeksiyondan ayirt
edilmesi, hastane ve toplumsal kaynakli enfeksiyonlarin belirlenmesi,
enfeksiyonlarm hizli tanisi, kokenlerin identifikasyonu ve klonal benzerliklerin
saptanmasi, antibiyotik direncinin saptanmasi, izlemi ve hastane enfeksiyonlari
epidemiyolojisi gibi pek ¢ok sebeple kullanilmaktadir (12).

Bu amagla kullanilan bir¢ok fenotipik ve genotipik tiplendirme yontemi
bulunmaktadir (Tablo 2.4).

Direngli  ve c¢ogunlukla nozokomiyal patojen olan bakterilerin
tiplendirilmesinde en iyi yontemler, kromozomal DNA polimorfizmine dayali
olanlardir. Ribotipleme, PFGE (pulsed-field gel electrophoresis), PZR-RFLP
(polimeraz zincir reaksiyon-restriction fragment length polymorphism), rep-PZR
(repetitive extagenetic palindromic element-PZR), RAPD (random amplified
polymorphic DNA), ARDRA (amplified ribozomal DNA restriction analysis),
AFLP (amplified fragment length polymorphism) ve MLST (multilocus sequence
typing) yaygm kullanilan molekiiler tipleme ydntemleri arasindadir. Bugiin
itibariyle tekrarlanabilirlik, ayirt edicilik, kolaylik, ekonomik ve karsilastirilabilir

sonuglar bakimindan gibi 6zelliklerin hepsini tagiyan bir yontem yoktur (51).
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Tablo 2.4. Hastane enfeksiyon etkenlerini tiplendirme metotlar (52)

A. Fenotipik Metotlar

a) Biyotipleme

b) Serotipleme

c) Antibiyotik duyarllik paterni

d) Bakteriyofaj tiplemesi

e) Bakteriyosin tiplemesi

f) Protein analizi( Multilokus enzim elektroforezi, hiicresel veya membran
proteinlerin poliakrilamid jel elektroforezi, immun blotlama..)

B. Genotipik Metotlar

a) Plazmid analizi

b) Kromozomal DNA’nin restriksiyon enzim analizi: RFLP, PFGE

c) Ribotipleme

d) Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) temelli metotlar: Rep-PZR, AP-PZR
e) ‘Microarray - DNA chip’ teknolojisi

2.8.1 Biyotipleme

Bakteri suslarmin tiplendirilmesinde biyokimyasal profiller kullanilir. Bir
biyotipleme sistemi bes testten olusur. Bu bes test esasen A.baumannii izolatini 19
biyotipe ayirmada kullanilirken bir ¢cok hastane enfeksiyon salgminda da genomik
tir 3 ve 13TU’yu da tiplemede kullanilir (53). Ulkemizde de biyokimyasal
testlerine dayanan API 20E (bioMerieux, Fransa) ticari sistemi kullanilmaktadir.
API 20 NE bes tiri (A.baumannii, A.lwoffii, A.junii, A. calcoaceticus,
A.johnsonii) tanimlayabilmekteyken, Biolog GN2 Sistem (Biolog, Hayward

ABD) 15 tiirii tanimlayabilmektedir (54).

23




2.8.2 Antibiyotipleme

Bir¢ok ¢alisma olusan direng paternlerini tepit etmek ve benzer izolatlari
gruplamak i¢cin minimal inhibitér konsantrasyonu (MIC), breakpoint, veya zon
difiizyon degerlerini baz alarak antibiyotik duyarlilik paternlerini kullanmaktadir.
Sonuglar genellikle duyarli, direngli ya da orta duyarh olarak ifade edilir. Daha
bilgilendirici bir yaklasim kiime analizi i¢in disk difiizyon testlerindeki inhibisyon
zonlarinin gerg¢ek caplarini kullanir, bu sekildeki gruplandirmalar diger tiplemeler
ve epidemiyolojik detayla iyi korele oldugunu gostermistir. Ancak bu
antibiyotipleme test sonuglar1 birbiriyle iligkisiz suslarin ayni antibiyogrami
gostermesi ve enfeksiyonun degisik asamalarmmda duyarlilik degisimlerinin

olmasindan dolay1 dikkatli yorumlanmalidir (12, 55).

2.8.3 Serotipleme

Acinetobacter suslarinin serolojik reaksiyonlarla tiplenmesi igin bir¢ok

calisma yapilsa da basar1 sinirhidir. Serotiplemenin DNA-DNA hibridizasyonu ile

desteklenmesi gerekmektedir (12).

2.8.4 Faj Tipleme

Fransa ve diger Avrupa iilkelerinde Acinetobacter izolatlarinin farkli

epidemiyolojik ¢aligmalarinda, 2 tane bakteriyofaj seti (125 faj tipini tanimlamak
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icin 25 faj, 25 faj tipini tanmimlamak i¢in 14 faj) kullanilmistir (56). Bazi
salginlarda predominant faj tipleri (17 ve 124 numaral faj) belirlenmistir. Ancak
bu sistem sadece Paris de Pasteur enstitiisiiniin faj tipleme merkezinde
kullanilmakta olup diger cografi yerlerden aliman suslarm 6nemli bir kismimin
tiplendirilemedigi goriilmiistiir. Sonuglarin yenilenebilirligine iliskin bazi stipheler
ve zaman alic1 bir metot olsa da diger tipleme metotlartyla birlikte kullanildiginda

yarar1 olabilir (12, 56).

2.8.5 Bakteriosin Tiplemesi

Bakteriosin tiplemesi DNA-DNA hibridizasyon teknigi ile birlikte
calisildiginda klinik olarak Acinetobacter suslarmin tiplendirilmesinde yararli

olabilir (12).

2.8.6 Protein Profilleri

Acinetobacter spp.’nin taksonomik ve epidemiyolojik c¢aligmalarda hem
hiicre duvar1 proteini hem de tiim hiicre proteini kullanilmistir. Hiicre duvari
proteinlerinin sodyum dodezil sulfat poliakrilamid jel elektroforezi ile analizi
iliskisiz suslarda hetorejenlik gosterirken hastalardan ya da salginlardan gelen
coklu izolatlar aymt edilememistir. Bu metot endemik epizotlar ve hastane
salginlarmndaki 0zgiil suslar1 takip etmede basarilidir (56). Tiim hiicre

proteinlerinin elektroforetik analizi 6rnek hazirlamanin daha basit olmasindan
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dolay1 hiicre duvari proteinlerine gore daha avantajlidir. Birgok c¢alismada
salginlardan elde edilen Acinetobacter suslari arasinda benzerlik ve iligkisiz
kontrol suglar1 arasinda farklilik rapor edilmistir. Diger fenotipik bazli metotlarda
oldugu gibi ortak kaynaktan gelen izolatlar arasindaki farkliliklar ihtiyath olarak

yorumlanmalidir (12).

2.8.7 Elektroforetik Multilokiis Enzim Tipleme (MLEE)

Multilokiis enzim elektroforetigi ¢ok sayidaki hiicresel enzimin goreceli
elektroforetik hareketliligini arastirmada kullanilmaktadir. Bir c¢alismada her
enzimin 2-17 arasindaki varyantiyla tanimlanan 81 Acinetobacter izolatinin 27
esteraz ve iki dehidrogenaz enzimi arastirilmistir (57). 65 Acinetobacter
izolatindaki 13 enzimle ilgili bir calismada; 14 farkl tip tanimlanmis, bir numaral
tip ortak tiim hiicre protein profillerini iceren 41 multiresistant izolatinda
bulunmustur (58). Bu sonuglar suslarin tanimlanmasmda Multilokiis Enzim
elektroforetiginin yararli bir yontem olarak gelistirilme potansiyeli oldugunu

gostermektedir (12).

2.8.8 Multilokiis Sekans Tipleme (MLST)

Prensip olarak MLEE sistemine benzemekle beraber basta Gram pozitif
koklar olmak {izere bir¢cok bakterinin tiplendirilmesinde giderek daha fazla

kullanima giren molekiiler yontemlerden biridir. MLST sonuglarinin elektronik
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ortama aktarilabilmesi, kolayca saklanabilmesi ve tiplendirilen herhangi bir susun
sonucunu daha Onceden var olanlarla kiyaslama olanagmm bulunmas: bu
yontemin MLEE’ye tstilinliikleridir. MLST bir¢ok patojenik bakterinin viriilan
ve/veya direngli klonlarinin tanimlanmasinda kullanilan ana yOntem haline

gelmistir (51).

2.8.9 Plazmid Profili

Bir¢ok ¢alisma Acinetobacter suslarmin tanimlanmasinda hizli ve basit bir
yontem oldugu i¢in plazmid tiplemeyi kullanmaktadir. Acinetobacter suslarinda
bulunan plazmidler hem say1 hem de biiyiikliik olarak cesitlilik géstermektedir.
Ornegin bir ¢alismada A. calcoaceticus-A.baumannii komplexine ait 13 susta 1-4
arasinda farkli buiyiikliiklerde plazmid bulunurken analiz edilen diger 10 susta
plazmid bulunmamistir (12). Ayrica plazmid profillerinin analizi Acinetobacter
enfeksiyonu igeren bir¢ok salgmin tanimlanmasinda yararli olmustur. Benzer
plazmid profilli suslar plazmid parmak izinin iiretilmesi i¢in plazmid DNA’sinin
endoniikleazlarca pargalamasi ya da suslarin isaretli problarla hibridizasyonu
sonrasinda farklilagabilmektedir. Sonugta diger tipleme metotlariyla beraber
kullanildiginda ve susun orjini bilindiginde plazmid tipleme epidemiyolojik

calismalarda ¢ok yararhdir.
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2.8.10 Ribotipleme

Saflastirilmis kromozomal DNA EcoRlI, Clal, Sall restriksiyon enzimleri
ile kesilip elektroforeze tabi tutulup blotlandiktan sonra E. coli rRNA’dan elde
edilen isaretli cDNA ile hibritlenmektedir. DNA {izerinde, ribozomal RNA’y1
kodlayan yiiksek derecede korunmus genlerdeki polimorfizm arastirilmaktadir.
(52). Bu yontemde miikemmel tekrarlanabilirlik goézlenmis 70 alakasiz sus
arasinda 3 enzimin ortak kullanimiyla 52 farkh tip iretilmistir. Salginlardaki
ribotipleme paternleri istikrarli olup diger tipleme metotlariyla elde dilen
sonuglarla koreledir. Ancak A.calcoaceticus-A.baumannii  kompleksindeki
ribotiplerin  ¢esitliligi onemli olsada alakasiz suslarda ortak paternlerde
gdzlemlenmistir. Yine bu yontem zor olmakla beraber diger tipleme metotlariyla

beraber kullanildiginda 6nemli epidemiyolojik bilgiler vermektedir.

2.8.11 Degisken Alanli (Pulsed Field) Jel Elektroforezi

Pulsed field jel elektroforezi (PFGE) ile ¢ok biiyik DNA molekiilleri,
Ornegin maya ve bakterinin biitiin genomik DNA molekiilleri ayrilabilmektedir
(59). Agaroz i¢ine gomiilii haldeki bakteriden, yapisal biitiinliigli bozulmadan elde
edilen kromozomun, restriiksiyon enzim (RE) ile kesim sonucu olusan profilinin
belirlenmesi esasina dayanir. 10-800 kb arasinda uzunluga sahip parcalar etkin bir
sekilde goc ettirilmekte ve sonugta yaklagik 5-20 farkli yapida restriksiyon enzim

profili ortaya ¢ikmaktadir (8). Makro-restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle
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olusturulmus kromozomal DNA pargalarinin, PFGE ile ayristirilmasindan elde
edilen DNA parmak izi, bircok bakterinin klonal iskisini analiz etmede yaygin

olarak kullanilan referans yontemdir (51).

2.8.12 Arbitrarily Primed PZR (AP-PZR)

AP-PZR, epidemiyolojik olarak baglantili suslar arasindaki benzerligi
ortaya koymak icin kullanilan PZR bazli tiplendirme ydntemlerinden birisidir.
Hedef DNA’nin baz diziliminin bilinmesine gerek kalmadan segilen, bir veya
daha fazla primer kullanilarak, diisiik baglanma derecesinde PZR amplifikasyonu
gergeklestirilir. Amplifikasyon iiriliniiniin agaroz jel elektroforezini takiben, olusan

bant profilleri karsilastirilarak suslar arasindaki benzerlikler degerlendirilir (8).

2.8.13 Microarray - DNA Chip Teknolojisi

Hibridizasyon esasma dayanip, tek zincirli niikleik asit sekanslari
komplementerlerine baglanir. Dizisi bilinen DNA probu cam yiizylere veya
kuyucuklara sabitlenir. Tiir ve cins tanimlanmasi, duyarlilik testleri, genom ve
mutasyon  analizleri, yeniden dizilenme mikrobiyolojideki  mikrog¢ip

uygulamalaridir (59).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamizla ilgili etik kurul karar1 Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Kurumsal Arastrma Degerlendirme Komisyonu’nun 29/09/2010-176 tarih ve

numarasi ile alimmustir.

Besiyerleri, Kimyasal Bilesikler

Eozin Metilen Blue (Fluka, Ispanya)

Miiller Hinton Agar (Fluka, Ispanya)

Ureaz Besiyeri (OXOID)

Nitrat Besiyeri

Hareket Besiyeri

Oksidaz Testi

Ug sekerli demirli besiyesri (TSI) (Hi Media, Hindistan)
Tris base (Amiesco, ABD)

Borik asit (Scharlau, Ispanya)

Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) (Carlo Erba)
MgCl, (Bioron, Almanya)

dNTP (Bioron, Almanya)

Primerler (Metabion, Almanya)

Buffer (Bioron,Almanya)

Taq Polimeraz (Bioron,Almanya)
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Agaroz (Sigma, ABD)

Etidyum Bromid (Sigma, ABD)

Yiikleme Tamponu

BBL Crystal Enteric/Nonfermenter ID Kit (Becton Dickinson, USA)

Microbank system (Pro-Lab, Kanada)

Cihazlar

Hassas Terazi (Schimadzu, Japonya)

Otoklav (Sanyo, Japonya)

Etiiv (Niive, Tiirkiye)

Pastor Firin1 (Electro-mag, Tiirkiye)

Vorteks (MS2 Minishaker, IKA)

Mikropipetler (Eppendorf Research, Almanya)

Is1 dongii aleti (GeneAmp PZR System 9700, Applied Biosystems,ABD)
Sogutmal1 mikrosantrifiij (Hettich, Almanya)

Yatay elektroforez

Jel Gortintiileme sistemi (Syngene, Ingenius, ABD)

-80 derin dondurucu (Nuaire, Japonya)
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3.1 Bakteri izolatlan

Agustos 2007 - Haziran 2010 tarihleri arasinda GUTF Enfeksiyon
Hastaliklar1 Anabilim Dali Laboratuvarinda Dahiliye Yogun Bakim Unitesi
(DYBU) veya Noéroloji Yogun Bakim Unitesinde (NYBU) yatan hastalarin
endotrekeal aspirat (ETA) veya balgam drneginden izole edilen ve Acinetobacter
spp. olarak tiplendirilen suslar ¢alismaya kabul edildi.

Alman izolatlarin hastane enfeksiyonu etkeni olmasia ve her birinin farkl

hastalara ait olmasina dikkat edildi.

3.2 Bakterinin Konvansiyonel Yontemlerle Tiplendirilmesi

Daha oOnceden ETA veya balgam kiiltiirlerinde treyip BBL Crystal
Enteric/Nonfermenter ID Kit (Becton Dickinson, USA) ile tiplendirilerek
Acinetobacter spp. adimi almis ve -80°Cde saklanan suslarin Acinetobacter spp.
olduklarin1 dogrulamak i¢in fenotipik testler yapilda.

Stoklanmig bakteriler calisma aninda iki kez EMB agara pasajlandi ve
36°C’ye ayarli etliivde 20-24 saat inkiibe edildi. EMB besiyerinde iireyen
bakterileri bakterileri tiplendirmek igin ti¢ sekerli demirli besiyeri, oksidaz testi,
hareket testi, iire agar besiyeri, nitrat indirgeme testleri testleri yapildi.

Fenotipik testler sonucunda Acinetobacter spp. olmadigi tespit edilen suglar

calisma dis1 brrakildi.
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3.2.1 Fenotipik Yontemler

3.2.1.1 Eozin-metilen blue agar (EMB)

Toz EMB’den 37 gr alinarak hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamlandu.
Otoklavda 121°C’de 15 dk tutularak sterilizasyon saglandi. 50°C’ye sogutulup
steril petrilere dokiilerek kullanima hazir hale getirildi. Stoklar acilarak EMB

agara tek koloni ekim yapildi.

3.2.1.2 Ug Sekerli Demirli Besiyeri

Toz halindeki Triple Sugar Iron Agar (HI MEDIA) 65 gr tartildi ve 1000
ml distile su igerisinde ¢oziildii. pH 7,4’e ayarlandi. 121°C’de 15 dakika steril
edildikten sonra steril cam tiiplere dagitildi, yatik olarak katilastirildi. Ekimi
yapilan besiyerleri 35°C de 18-24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda

fermantatif veya nonfermantatif olmasi incelendi.

3.2.1.3 Oksidaz Testi

Tetrametil parafenilen diamin hidrokloridin saf sudaki % 0,5-1’lik eriyigi
hazirlanir. Besiyerindeki kolonilerden steril kiirdan yardimiyla ayiracla islatilmis
stizgec kagidinin iizerine bir miktar siiriiliir. 5-10 saniye i¢inde kolonilerin mor

renge doniismesi pozitif, olugsmamasi ise negatif sonug olarak degerlendirildi.
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3.2.1.4 Hareket besiyeri

Tablo 3.1'de belirtilen maddelerle hazirlanan besiyeri pH 7.0'ye ayarlandi
ve cam tiiplere dagitimi yapilip 121°C’de 15 dakika steril edildi. Ekimi yapilan
besiyerleri 35°C inkiibe edilip besiyerinde hareketli bakterilerin inokiilasyon
cizgisinden yanlara dogru dagilarak bulaniklik olusturmalar1 pozitif, olugsmamasi

negatif sonug olarak degerlendirildi.

Tablo 3.1. Hareket besiyeri i¢cin kullanilan besiyeri bilesimi

Malzeme Miktar
Sigir Eti Oziitii 39
Pepton 10¢g
NaCl 59
Agar 49
Distile Su 1000 ml

3.2.1.5 Nitrat Indirgeme Testi

A- Nitrat buyyon

Sig1r eti Oziitli 30
Pepton 50
Potasyum nitrat (KNO3) 1lg
Distile su 1000 mi
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Maddeler distile su icerisinde ¢oziiliip ve pH 7’ye ayarlandiktan sonra cam

tiiplere dagitilip 121°C’de 15 dakika steril edildi.

B- Ayrrac A
a-naftil amin 59
Asetik asit (%30, 5N) 1000 mi
C- Ayrra¢ B
Sulfanilik asit 8¢
Asetik asit (%30, 5N) 1000 mi

Ekimleri yapilan besiyerleri 35°C’de 18-24 saat inkiibasyonun sonunda
once 1ml A sonra Iml B ayracindan besiyerine konuldu. 30 saniye sonra kirmizi
renk olusumu pozitif sonug¢ verir. Hi¢ renk olusmamasi nitratin indirgenmedigini
(negatif sonug) veya diger nitritlere indirgendigini gosterir. Bu durumda az bir
miktar ¢inko eklenir. Cinko iyonlar1 nitratlar1 nitrite indirger ve c¢inko
eklenmesinden sonra kirmizi renk olusur. Cinkodan sonra kirmizi renk olusumu

negatif sonucu gosterir.

3.2.1.6 Ure Besiyeri

2,4 gr Ure agar 95 ml distile su igerisinde ¢oziildii ve pH 6,8'e ayarlandi.
121°C’de 15 dakika otoklavda steril edildi. Otoklavdan c¢ikarilan besiyeri 50-

55°C'ye sogutulduktan sonra 5 ml distile su igerisinde ¢oziilen 2 gr iire, filtreden
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stiziilerek besiyerine ilave edildi. 35°C’de 18-24 saat inkiibasyonun sonunda
kirmizi renk olusmasi pozitif sonug, hi¢ renk degismemesi negatif sonug¢ olarak

degerlendirildi.

3.2.2 Antibiyotik Duyarlilik Testler1

Calismaya almman suslarin antibiyotik duyarliliklart Kirby Bauer disk
diftizyon yontemine gore yapildi. Toz halindeki Miiller-Hinton Agar besiyerinden
(MHA) 38 gr almarak hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Otoklavda
121°C’de 15 dk tutularak sterilizasyon saglandi, 50°C'ye sogutulduktan sonra
kalmhig1 dort mm olacak sekilde steril petrilere dokiildii.

Her bir susun % 0,09'luk NaCI igerisinde 0,5 Mc Farland standardina esdeger
koloni siispansiyonu hazirlandi. Steril ekiivyonla agar yiizeyine ekim yapildi.
Antibiyotik diskleri (Oxoid, Ingiltere) birbirlerine, uzakliklar1 merkezden merkeze
en az 24 mm olacak sekilde yerlestirildi. 35°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra
inhibisyon zon caplar1 6l¢iildii. Olgiilen zon ¢aplar1 CLSI'nmn (Clinical and
Laboratory Standards Institute) onerdigi siirlara gore duyarli, orta duyarl ve
direngli olarak degerlendirildi. Kalite kontrol susu olarak P.aeruginosa ATCC

27853 susu kullanildi (60).
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Kullanilan antibiyotik diskleri: Imipenem (10 ug), meropenem (10 pg),
sefaperazon/sulbaktam (25 pg), amikasin (30 pg), ampisilin-sulbactam (10/10ug),
siprofloksasin (5 pg), sefepim (30 ug), netilmisin (30 pg), piperasilin-tazobaktam
(100/10 pg), gentamisin (10 pg), tobramisin (10 pg), seftazidim (30 pg),

trimetoprim/sulfametaksazol (25 pg ), kolistin(10 pg ).

3.3 Molekiiler Yontemler

Acinetobacter spp.’de diinya genelinde karbapenem direncine en ¢ok
neden olan karbapenemazlar sinif-D oksasilinaz gen kiimeleridir. Bunlar blapxa-
58, Dlaoxa-23, Ve blaoxa24 ile gosterilir. A.baumanii tiirlerine 6zgii olan blapgxa-s:
geni zayif karbapenemaz aktivitesine sahiptir. Bu genlerin varligmi arastirmak
amaciyla bu gen bolgelerine spesifik primerler kullanilarak PZR yapildi ve
goriintiilendi. Daha sonra bu suglar arasinda klonal bir iliskinin olup olmadigmi

gostermek i¢in Arbitrarily Primed PZR (AP-PZR) yapilarak goriintiilendi.

3.3.1. blapxa allellerini PZR metodu ile amplifikasyonu

PZR yéntemi, blaOXA_sg, b|ao)(A_23, b|ao)(A_24 ve b|ao)(A_51 genlerine spesifik

primerler kullanilarak gergeklestirildi (Tablo 3.2).
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Tablo 3.2 blaoxa-si-like, blaoxa-2a-tike, blaoxa-s-iike, blaoxa-24-tike PZR
Amplifikasyonununda Kullamlan Oligoniikleotitlerin Niikleotit Dizisi

Primer Niikleotid sekansi Hedef Amplikon Kaynak
boyu

OXA-58-likeF  CGATCAGAATGTTCAAGCGC blaoxassike 528 (61)

OXA-58-likeR  ACGATTCTCCCCTCTGCGC

OXA-24-likeF  TTAAATGATTCCAAGATTTTCTAGC blaoxa2siike 825 (62)

OXA-24-likeR  ATGAAAAAATTTATACTTCCTATATTCAGC

OXA-23-likeF  GATGTGTCATAGTATTCGTCG blaoxa2ziike 1058 (62)

OXA-23-likeR  TCACAACAACTAAAAGCAC

OXA-51-likeF  TAATGCTTTGATCGGCCTTG blaoxasiiike 353 (63)

OXA-51-likeR  TGGATTGCACTTCATCTTGC

PZR karisimi iginde, 1X Tampon (MgCl,'stiz); 2,5 mM MgCly; 0,2 mM
dNTP; 0,5 uM Primer ¢iftlerinden ve 0,25 U/ul Taq polimeraz igerir. Toplam
karisim 25 pl olacak sekilde ependorflara dagitim yapildi. PZR i¢in gerekli olan
kalip DNA steril kiirdan kullanilarak kolonilerden alindi ve tiiplerin dibindeki
karisima siispanse edildi. Tamamlanan ana karisim Sekil 3.1°deki sicaklik

dongiisiine tabi tutuldu.

Denatiirasyon 94°C'de 2 dakika 1 dongii
Denatiirasyon 94°C'de 15 saniye
Baglanma 58°C'de 1 dakika 35 dongii
Uzama 72°C'de 1 dakika

72°C'de 5 dakika 1 dongii

Sekil 3.1. blaoxa Allellerinin PZR Metodundaki Sicakhik Dongiileri
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Is1 dongii cihazinda ¢ogaltilmis olan PZR {irtinlerini gérmek i¢in, % 2'lik
agaroz jel kuyucuklarina 2 pl yikleme tamponuyla amplikon {rinleri
karwstirilarak  yiiklendi. Ik kuyucuga standart molekiil agirhigr yiiklendi.
Elektroforezde yiiriitiildiikten sonra etidyum bromiir boyasi ile boyanip UV 15181

altinda goriintiilendi.

3.3.2. Arbitrarily Primed PZR (AP-PZR)

3.3.2.1. DNA Eldesi

Kiiltiirden alinan bakterilere asagidaki adimlarin takip edildigi kaynatma
yontemi uygulanarak DNA'nin ekstraksiyonu yapildi.

1. 1000 pl Tris-Edta pH 8.0 (TE) i¢ine 6ze dolusu koloniler toplandi.

2. 5 dakika 6500 rpm'de santrifiij yapildi. Ustteki siv1 dokiildii.

3. Bu yikama islemi 3-4 kez tekrar edildi.

4. En son kalan pelletin {izerine 200 pl TE koyuldu ve vortekslendi.

5. 20 dk 95°C'de bekletililerek bakterilerin pargalanjp DNA'min acgiga
cikmasi sagland1.

6. Santrifiij edilip iist siv1 alinarak yeni ependorfa aktarildi.

7. DNA konsantrasyonu 50 ng/ul olacak sekilde ayarlandi.
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3.2.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Hedef Bélgenin Cogaltilmasi

Tablo 3.3’deki primerler kullanilarak AP-PZR yapild1.

Tablo 3.3 AP-PZR i¢in Kullanilan Primerler

Primer | Niikleotid sekansi Kaynak
M13 5-GTAAAACGACGGCCAGTGAA-3' | (64)
M13 5-GGAAACAGCTATGACCATGA-3' | (64)

* F, forward primer; R, reverse primer

PZR karisimi i¢inde, 1X Tampon (MgCl2'siiz); 1,5 mM MgCl,; 2 mM

dNTP; 0,75 uM M13 primerleri ile 0,13U/ul Taq polimeraz igerir. Toplam

karisim 20 pl olacak sekilde ependorflara dagitim yapildi ve her bir 6rnege 5 pl

DNA eklendi. karisim daha sonra Sekil 3.2°deki sicaklik dongiisiine tabi tutuldu.

Denatiirasyon 94°C'de 4 dakika 1 dongii
Denatiirasyon 94°C'de 30 saniye
Baglanma 37°C'de 1 dakika 8 dongii
Uzama 72°C'de 2 dakika
Denatiirasyon 94°C'de 30 saniye
Baglanma 60°C'de 1 dakika 35 dongii
Uzama 72°C'de 2 dakika

72°C'de 5 dakika 1 dongii

Sekil 3.2 AP-PZR’1n Sicakhik Dongiileri
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Is1 dongii cihazinda ¢ogaltilmis olan PZR tirtinlerini gormek icin % 2'lik
agaroz jel i.erisindeki kuyucuklara 3 pul yiikleme tamponuyla karistirilarak
yiiklendi. ilk kuyucuga standart molekiil agirligi yiiklendi. Elektroforezde
yuritiildiikkten sonra etidyum bromiir boyasi ile boyanip ve UV 15181 altinda
goriintiilendi.

Molekiiler analiz sonug¢larinin degerlendirilmesi ic¢in jel fotograflarindan
elde edilen AP-PZR verileri bantlarin oldugu (1) ve olmadig: (0) ikili (binary)
matriks dosyasina doniistiiriildii. Bantlardan sadece tekrarlanabilir olanlar
kullanildi. Suslar arasindaki klonal ilskinin yorumlanmasinda ‘Dice similarity
coefficient’ (benzerlik katsayisi) esas alindi. (65). 100 susun birbirleriyle olan
benzerlik katsayisinin hesabinda Excel 2007 programi kullanildi. Benzerlik
katsayis1 % 70’in alt1 olan izolatlar ayr1 genotip, benzerlik katsayis1 %70-95 arasi

olanlar alt tip, % 95-100 olanlar ayn1 genotip olarak degerlendirildi (66).
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4. BULGULAR

Daha 6nceden Acinetobacter spp. olarak isimlendirilip saklanan suslar,
fenotipik yontemlerle tekrar degerlendikten sonra, Acinetobacter spp. oldugu
netlesen ve calismaya dahil edilen 100 klinik izolatin iinitelere, yillara ve izole

edildikleri 6rneklere gére dagilimi Tablo 4.1°de sunulmustur.

Tablo 4.1 Klinik izolatin Unitelere, Yillara Ve izole Edildikleri Orneklere
Gore Dagilimi

UNITE TARIH ORNEK
ETA BALGAM

DYBU 2007 12 2
DYBU 2008 20 3
DYBU 2009 31 1
DYBU 2010 17 -
NYBU 2007 4 -
NYBU 2008 10 -

4.1 Suslarin Antibiyotik Duyarhhk Profilleri

Calismaya dahil edilen 100 izolatin antibiyotik duyarlilik testi sonuglari
Tablo 4.2°da verilmistir. Bu tablo incelendiginde, Kolistin haricinde test edilen
tiim antimikrobiyal ajanlara kars1 yiiksek diizeyde diren¢ oldugu tespit edilmistir.
Kolistin haricinde hastanemiz i¢in en duyarli antimikrobiyal ajanlarin tobramisin
(% 52) ve netilmisin (% 51) oldugu gozlemlenmistir. Bunlar1 diger aminoglikozit
grubu ajanlar olan gentamisin (% 14) ve amikasinin (% 13) takip etmistir. Tiim

antibiyotiklerin duyarlilik oranlar1 Tablo 4.3’de gosterilmektedir.
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i sonuclan

k duyarhhik testi

ti

ibiyo

Tablo 4.2 Tiim izolatlarin ant

SXT

TOB

CN

TZP

CAZ

FEP

CIP

SAM

NET

AK

CES

CT

MEM

IMP

izolasyon P
Tarihi Unite

Sus
No

DYBU
DYBU
DYBU

R
R
R
R
R
S
R
R

21.08.2007

1
2
3
4
5
6
7
8
9

22.08.2007

06.09.2007

DYBU

18.09.2007
01.10.2007

DYBU

DYBU

12.10.2007
01.11.2007
02.11.2007
15.11.2007
22.11.2007
26.11.2007
29.11.2007
03.12.2007
15.12.2007
08.01.2008
11.01.2008
15.01.2008
15.01.2008
26.02.2008

07.03.2008

DYBU

DYBU

DYBU

R

DYBU

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

DYBU

DYBU

DYBU

DYBU

DYBU

DYBU

DYBU

DYBU

R
R
R
R
R
R
R
R

DYBU

DYBU

DYBU

08.03.2008

DYBU

25.03.2008

22
23
24
25

DYBU

01.04.2008

DYBU

05.04.2008

DYBU

10.04.2008

DYBU

R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R

13.04.2008

26
27
28
29
30
31

DYBU

22.04.2008

DYBU

24.04.2008

DYBU

03.05.2008

DYBU

01.05.2008

DYBU

03.05.2008
29.05.2008

07.06.2008

DYBU

32

DYBU

33
34

35

DYBU

28.06.2008
29.06.2008

30.06.2008

DYBU

DYBU

36

NYBU

30.08.2007

37

NYBU

05.12.2007

38
39

NYBU

05.12.2007

NYBU

R
S

06.12.2007
30.01.2008

40
41

NYBU

NYBU

14.02.2008
09.03.2008

42

NYBU

R
R
S

43

NYBU

18.03.2008
24.03.2008

44
45

NYBU

NYBU

28.03.2008
25.04.2008
11.06.2008
11.06.2008

30.06.2008

46

NYBU

R
R
S

47

NYBU

48

NYBU

49

NYBU

R

50
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Tablo 4.2 Devam

SXT

TOB

CN

TZP

CAZ

FEP

CIP

SAM

NET

AK

CES

CT

MEM

IMP

izolasyon P
Tarihi Unite

Sus
No

DYBU
DYBU
DYBU
DYBU

R
R

20.12.2008
03.01.2009

51

52

06.01.2009

53
54
55
56
57

R
R
R
R
R
R
R

26.01.2009
20.03.2009

DYBU

DYBU

23.03.2009
07.04.2009

DYBU

DYBU

13.04.2009
13.04.2009
19.04.2009
29.04.2009
15.05.2009
22.05.2009
12.06.2009
19.06.2009
29.06.2009
21.07.2009

01.08.2009

58
59
60
61

DYBU

DYBU

DYBU

DYBU

62

DYBU

63
64
65

DYBU

DYBU

DYBU

66
67

DYBU

DYBU

68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81

DYBU

R
R
R
R
R
R
R
R
R
S
R
R
R
R
R
R
R
R
R

09.08.2009

DYBU

10.08.2009

DYBU

28.08.2009
01.09.2009

DYBU

DYBU

11.09.2009
19.09.2009
11.10.2009
12.10.2009
18.10.2009
26.10.2009
25.10.2009
11.12.2009
11.12.2009
13.12.2009
24.12.2009
12.01.2010
22.01.2010
09.02.2010

DYBU

DYBU

DYBU

DYBU

DYBU

DYBU

DYBU

DYBU

DYBU

82

DYBU

83
84

85

DYBU

DYBU

DYBU

86

DYBU

16.02.2010
19.02.2010
18.02.2010

24.02.2010

87

DYBU

88
89

DYBU

R
R
R
R
R
R
R
S
R

DYBU

90
91
92
93
94
95
96
97
98
99

DYBU

26.02.2010
09.03.2010

DYBU

DYBU

27.03.2010

DYBU

21.02.2010
21.02.2010
08.04.2010

DYBU

DYBU

DYBU

09.04.2010

DYBU

11.04.2010

DYBU

R
R

26.05.2010
01.06.2010

DYBU

100
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Tablo 4.3 Cahsilan Acinetobacter spp. Izolatlammin  Antibiyotik

Duyarhhklar
Antibiyotikler Yizde (%)

S | R Toplam

IMP 7 9 84 100
MEM 4 0 96 100
CT 100 0 0 100
CES 2 13 85 100
AK 13 2 85 100
NET 51 5 44 100
SAM 8 11 84 100
CIP 0 1 99 100
FEP 4 10 86 100
CAZ 5 9 86 100
TZP 0 3 97 100
CN 14 13 73 100
TOB 52 1 47 100
SXT 4 1 95 100

Grafik 4.1°de de yer aldig1 tizere Acinetobacter enfeksiyonlar1 tedavisinde

gozde ilaglar olan karbapenem grubu antimikrobiyallere yiiksek oranda direng

gelistigi goriilmiistiir. Imipenem direncinin % 84, merpenem direncinin ise % 96

oldugu tespit edilmistir.

100%
80%
60%
40%
20%

0%

M Duyarli ™ Orta Duyarli Direngli

Grafik 4.1 Acinetobacter spp.

Dagilhimlan

izolatlarinin  Antibiyotik Duyarhilik

45



4.2. PZR sonuclan

4.2.1. blapxa Allellerinin PZR Metodu ile Amplifikasyonunun Sonuglari

blaoxa-siiike 99 izolatta tespit edildi. blagxa-siike geni A.baumannii tiiriine 6zgii
oldugu gbz Oniine alinrsa ¢aligmaya alinan izolatlarin % 99’unun A.baumannii oldugunu
tespit edildi. Izolatlarin % 75’inde blaoxazsike, % 23’iinde blaoxass.iike genleri bulundu.
izolatlarin higbirinde blapxa-zsuike tespit edilmedi. 8 izolatta hem blagxazziike hem de
blaoxassiike genleri beraber bulundu. Buna gore suslarin %90’inda blaoxa2ziike Ya da
blaoxassiike genlerinin en az bir tanesi bulunmaktadir. Tablo 4.4’de imipenem ve
meropenem disk difiizyon sonuglariyla beraber blaoxa 2z-iike, blaoxa-si-ike, Plaoxa-24-ike V€
blaoxa-ssiike sonuglart verilmistir. blaoxa-2z-ike, Blaoxasiqike, Plaoxa-24-ike V€ Dlaoxa-ss-iike

agaroz jel elektroforez gorintiileri Resim 4.1’de verilmistir.

A B
lm‘—= m.’=
C D

825 bp
528 hp

Resim 4.1 izolatlarin blaoxa allellerinin agaroz jel elektroforezinde pozitif ve negatif
sonuclarinin goriiniimii
A 1058 bg’de blagya2s.ike allel patterni

B: 353 b¢’de blapxasiiike allel patterni
C: 825 bg’de blapxa-24-ike allel patterni tespit edilememistir.
D: 528 b¢’de blapgxa-ss.iike allel patterni
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Tablo 4.4 imipenem ve Meropenem Disk Difiizyon Sonuclari / blaoxa 23-iike, blaoxa-si-tike, Dlaoxa-2a-iike V& blaoxass-iike Sonuglar

Sus Izolasyon = < Sus Izolasyon = =

No Tarihiy o E blagxa-23-like blagxa-ss-like blaoxa-24-ike blaoxa-s1-ike Nos Tarihiy % g blaoxa-23-like blaoxa-ss-ike blaoxa-24-like blaoxa-s1-ike
1 21.08.2007 R R - + - + 51 20.12.2008 R R + - - +
2 22.08.2007 R R + - - + 52 03.01.2009 R R - - - +
3 06.09.2007 R R + - - + 53 06.01.2009 | R + - - +
4 18.09.2007 R R - + - + 54  26.01.2009 R R + - - +
5 01.10.2007 R R + - - + 55 20.03.2009 R R + - - +
6 12.10.2007 S S - - - + 56 23.03.2009 R R + - - +
7 01.11.2007 R R + - - + 57  07.04.2009 R R + - - +
8 02.11.2007 R R + - - + 58  13.04.2009 R R + - - +
9 15.11.2007 R R - + - + 59  13.04.2009 R R + - - +
10 22.11.2007 R R + - + 60  19.04.2009 R R + - - +
11 26.11.2007 1 R + - - + 61  29.04.2009 I R + - - +
12 29.11.2007 1 R + - - + 62  15.05.2009 s s + - - +
13 03.12.2007 R R - + - + 63  22.05.2009 R R + - - +
14 15.12.2007 R R + - + 64  12.06.2009 R R + - - +
15 08.01.2008 R R + - - + 65 19.06.2009 R R + - - +
16  11.01.2008 R R + + - + 66  29.06.2009 R R + - - +
17 15.01.2008 R R + - + 67  21.07.2009 R R + - - +
18 15.01.2008 R R + - - + 68 01.08.2009 R R + - - +
19 26.02.2008 R R + - - + 69 09.08.2009 R R + - - +
20 07.03.2008 R R + - - + 70 10.08.2009 R R + - - +
21 08.03.2008 R R + + - + 71 28.08.2009 R R + - - +
22 25.03.2008 R R - + - + 72 01.09.2009 R R + - - +
23 01.04.2008 R R + - - + 73 11.09.2009 R R + - - +
24 05.04.2008 R R + - - + 74 19.09.2009 R R - - - +
25 10.04.2008 R R + - - + 75 11.10.2009 R R + - - +
26 13.04.2008 R R + - - + 76 12.10.2009 R R + - - +
27 22.04.2008 R R + - - + 77 18.10.2009 R R - - - +
28 24.04.2008 R R + - - + 78 26.10.2009 S S - - - +
29 03.05.2008 R R + - - + 79 25.10.2009 R R - + - +
30 01.05.2008 R R + - - + 80 11.12.2009 R R + - - +
31 03.05.2008 R R - + - - 81 11.12.2009 R R - - - +
32 29.05.2008 R R + - - + 82 13.12.2009 R R - + - +
33 07.06.2008 R R - + - + 83 24.12.2009 R R + + - +
34 28.06.2008 R R - + - + 84 12.01.2010 R R - - - +
35 29.06.2008 R R + - - + 85 22.01.2010 R R + - - +
36 30.06.2008 R R + - - + 86 09.02.2010 R R + + - +
37 30.08.2007 R R + - - + 87 16.02.2010 R R - + - +
38 05.12.2007 R R + - - + 88 19.02.2010 | R - + - +
39 05.12.2007 | R + - - + 89 18.02.2010 R R - + - +
40 06.12.2007 R R + + - + 90 24.02.2010 R R + + - +
41 30.01.2008 S R + - + 91  26.02.2010 R R + + . +
42 14.02.2008 I R + - - + 92 09.03.2010 R R - - - +
43 09.03.2008 R R + - - + 93 27.03.2010 R R + - - +
44 18.03.2008 R R + - - + 94 21.02.2010 R R + - - +
45  24.03.2008 s s - - - + 95  21.02.2010 R R + - - +
46 28.03.2008 I R + - - + 96  08.04.2010 S R + + . +
47  25.04.2008 R R + - - + 97  09.04.2010 R R - + - +
48  11.06.2008 R R + - - + 98  11.04.2010 I R - + - +
49  11.06.2008 S R + - - + 99  26.05.2010 R R - - - +
50  30.06.2008 R R + - - + 100 01.06.2010 R R + - - +
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4.2.2 AP-PZR Sonuglar1

Calismaya alinan 100 Acinetobacter susu AP-PZR ile analiz edildi. Resim

4.2°de ilk on bes susun jel goriintiisli verilmistir.

- ——
————— — — D — ——— — —— - — — . ——

- - -

Resim 4.2. 1-15 nolu Acinetobacter suslarinin AP-PCR Jel Goriintiisii

AP-PZR sonuclarina gore 2 (A ve B) farkli ana klon saptandi. Bu kolonlar
klonal yonden birbiriyle iligskisiz bulundu.

A klonunda dort alttip, B klonunda ise iki alttip oldugu tespit edildi.
Suslarin 14 (% 14)’sinm A, 13 (% 13)’min B klonuna ait oldugu goriildii. Sekil
4.3’de A ve B klonlar1 ve bunlarla klonal yonden iliskili suslarm birbirleriyle olan

iligkisi gosterilmistir.
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A klonuna ait ilk sus Agustos 2007 tarihinde calismaya baslanilan ilk
ornekte tespit edildi. Bu klon Haziran 2008’e kadar gozlenmis olup 34 hastanin
14’tinde tespit edildi. A klonunun Al, A2, A3 ve A4 olmak iizere dort alttipi
bulunmaktadir. A4 kiimesi NYBU’de yatmakta olan {i¢ hastanin 6rneginden izole
edilmistir. A klonunun altiplerinden olan A3 kiimesi 5 sustan olugsmakta olup
A3’den klonal yonden yakin iliskili olan iki sus ayrilmaktadwr. A klonu ve
alttiplerini ay ve yillara gore dagilimi tablo 12’de verilmistir. A klonu ve
alttiplerinin Agustos 2007 - Haziran 2008 doneminde yogunlasmasi dikkat
¢cekmektedir.

B klonuna ait ilk sus da Agustos 2007 tarihinde ¢caligmaya baslanilan ikinci
ornekte tespit edildi. Bu ana klon Mayis 2008’e kadar gdzlenmis olup 30 hastanin
13’linde goriildii. B klonunu iki alttipi bulunmaktadir. B1 alttipi 19 susu igermekte
olup Mayis 2009°dan Nisan 2010 tarihine kadar gozlenmistir. Bu alttipe klonal
yonden yakim iliskili 15 sus tespit edilmistir. B1 alttipi ve bu kiimeyle yakin
iligkili olan suglar 6zellikle 2009-2010 yillarinda yogunlasmaktadir. B2 alttipi ise
alt1 sustan olusmakta olup hepsi NYBU’den alinan 6rneklerden tespit edilmistir.
B2 ile klonal yonden yakin iliskili olan iki sus bulunmus olup bu suslar da NYBU
alian orneklerden izole edilmistir.

Bu klonlardan bagimsiz olan 15 sus tespit edilmistir. Bu suslardan 91 ile
93 numarali suslar diger suslarla iligkisiz olup ayn1 genotipe sahiptir. 21 ile 32
suslar kendi aralarinda yakin iliskili suslar olarak tespit edildi. 61 ile 76 suslarda
kendi arasinda % 86 benzerlik katsasiyisina sahip olup yakin iligkili suslardir. 83,

62 ve 54 numarali suslar 35 numarali suslar da klonal yonden yakin iliskili
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suslardir. 3, 58, 38, 42 ve 66 numaral suslarin herhangi bir susla iligkisi tespit

edilmemistir.
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%69

%88

%93

%92

%84

%88

%91

Al A2 A3 A4 B1 B2
13,15 79 31,33,36,5 37,40,50 64,65,67,68,69, 39,41,44,
1,5550 70,71,72,74, 77, 47,48,49
80,81,84,85,86,
. . 87,88,89,90, 92,
%83 %93 CRG %86 %82
A3a A3b B2a sz
35 45 43 46
%90 %77 %86 %80 %90 %87 %88 %81 %90 %90
Bla Blb Blc B1d Ble B1f Blg B1h B1i B1j B1k
98 56 52 53 57 60 63 94 99, 100 82,91 53,75,78

Sekil 4.3. A ve B Klonlan ile Bu Klonlarla Klonal Yonden liskili Suslar




Tablo 4.5. A ve B Klonlar ile Bu Klonlarla Klonal Yonden Iliskili Suslarin Aylara Gére Dagilim

AP-PCR
Paternleri

2007

2008

2009

2010

Eyliil Kasim
Agustos Ekim Arahk

Ocak Mart
Subat Nisan Haziran

Mayis

Temmuz Eylil Kasim

Agustos

Ekim Arahk

Ocak Mart
Subat Nisan Haziran Agustos

Mayis

Temmuz Eylil Kasim

Ekim Arahk

Ocak Mart
Subat Nisan Haziran

Mayis

2007/
2010

A
Al
A2
A3
A3a
A3b
A4

1

2

1
1

3
1

6

1

3
1

B1
Bla
Blb
Blc
Bld
Ble
B1f
Blg
Blh
Bli
B1lk
Bim
B2
B2a
B2b

=S

= |-

R PO WNERREPRPNRERERRPBR
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5. TARTISMA

Acinetobacter tiirleri aerop, hareketsiz, katalaz pozitif, oksidaz negatif,
nonfermentatif, gram-negatif kokobasildir. Son 30 yildir genis spektrumlu
antibiyotiklerin yaygin olarak kullanilmasi ve invaziv islemlerin daha sik
uygulanmasi ile bu firsat¢1 patojen hastane ortaminda, dzellikle YBU ve cerrahi
kliniklerinde HE etkeni olarak sik izole edilen bakteriler haline gelmistir (14, 67,
68). Ozellikle Acinetobacter baumanni diger iilkelerde oldugu gibi iilkemizde de
en onemli HE etkenleri arasinda yer almaktadir (2).

Hastane enfeksiyonuna Amerika’da yaklasik 2 milyon hasta yakalanmakta
ve her yil 88.000 hastanin Sliimiine yol acan bu enfeksiyonlar 4,5 milyar dolarlik
ekonomik kayba neden olmaktadir (69,70,71). Hasta bagina ortalama maliyet artis1
1800 dolar (1000-4500 dolar) civarindadir (72). Khan ve arkadaslar1 tarafindan
1995 yilinda hastane enfeksiyonlarmin Tiirkiye’ye maliyetinin 48 milyon dolar
oldugununu rapor etmislerdir (73). Maliyette ki artisin en dnemli nedenlerinden
biri HE’larmin hastanede kalis siiresini 4 ile 33,5 gilin kadar uzatmasi olup
hastanede kalis siliresinin uzamasi hematolojik, biyokimyasal, mikrobiyolojik ve
radyolojik testler ile cerrahi girisimlerin artmasina neden olmaktadir (72).
Kayiplar ytikselten diger onemli bir neden antibiyotik kullaniminda ki artistir ve
tedaviye yiikledigi giinliik ek maliyet 48,5-111,7 dolardir (71). Neden olduklar1
mortalite artis1 ise % 4-33 kadardir ve en yiiksek mortalite oran1 hastane kaynakl

pnomoni sirasinda goriilmektedir (71).
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Acinetobacter baumannii enfeksiyonlarin tedavisinde en 6nemli problem
ise CID kokenlerin izole edilme oranlarmmda artma ve tedavide kullanilacak
antibiyotik seceneklerinde azalmadir (12, 68). Arastrmamiz boyunca
inceledigimiz Acinetobacter kdkenlerinin tamaminin antibiyotiklere ¢ogul direngli
oldugu belirlenmistir. CID olan P. aeruginosa, A. baumannii ve K. pneumoniae
suslar1 ile olusan enfeksiyonlar saglik kuruluslarinin yaygin bir sorunu haline
gelmistir. Bu suslarin siirekli olarak antibiyotiklere direng gelistirmeleri sadece bir
tek antimikrobiyal ajana duyarli olan ve giderek mevcut tiim ilaglara direngli olan
“panresistance’” (PDR) izolatlarn ortaya c¢ikmasina neden olmustur.
Antimikrobiyallere karsi olan direng sorunu mortalite ve morbiditeyi artirmakta ve
buna ilaveten ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadir. PDR klinik izolatlarm
siklig1, bu izolatlarla iligkili enfeksiyonlarm tedavi segenekleri, mortalite ve
morbidite oranlarma iliskin veriler klinik ve halk saglig1 acisindan biiyiik 6neme
sahiptir (74) Bu yiizden, hem {ilkemizde hem de diger iilkelerde Acinetobacter
spp.’nin antimikrobiyallere kars1 diren¢ dagiliminin tespiti dnemlidir.

Ulkemizde yapilan cesitli calismalarda A. baumannii igin antibiyotik
direng oranlar1 olduk¢a genis araliklarda bildirilmistir. Ulkemizde izole edilen
Acinetobacter tiirlerinin % 80-95 kadar1 genis spekturumlu sefalosporinlere
direngli bulunmustur (75,76). Uzel ve ark. seftriaksona % 92 oraninda direncin
oldugunu, Erol ve ark. %93.3, Alp ve ark. % 87 oraninda sefepim direnci
oldugunu bildirmislerdir (77,78,79). Yilmaz ve ark.’nmn 2010 yilinda yaptig1 bir
caligmada seftazidim ve sefepim direng oranlarint % 86 olarak saptamiglardir (80).

Rahbar ve ark. 2010 yilinda Iran’da yaptiklar1 ¢calismada seftazidim direncini %
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84.1, sefepim direncini % 64.8 bulmuslardir (81). Calismamizda, sefepime % 86,
sefoperazon/sulbaktama % 85, seftazidime % 86 oranlarinda saptanan direng
iilkemizde yapilan diger calismalarla uyumlu bulunmustur. Yiksek oranda
saptanan bu direng, bu grup antibiyotiklerin hastanemizde siklikla kullanilmasina
baglanmustir.

Florokinolonlar {ilkemizde kullanima girdikten sonra fazla miktarda
tiketilmeye baslanmistir. Yapilan ¢alismalarda A. baumannii suslarinin bu
antibiyotiklere % 32,5-100 oraninda dirence sahip oldugu bildirilmektedir (78).
Mansur ve ark. 2009 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada ise siprofloksasin direncini %
89 olarak bildirmislerdir (82). Ispanya’da 1991-1996 yillar1 arasinda yapilan bir
caligmada 1532 Acinetobacter izolatinin siprofloksasin direncinin % 54.4> den %
90.4° e yikseldigi saptanmistir (83). Rahbar ve ark. yaptiklar1 g¢alismada
siprofloksasin direncini % 90.9 olarak bildirmislerdir (81). Bu ¢alismada
siprofloksasine direng % 99 oraninda bulunmustur, bir susun ise orta duyarh
oldugu saptanmustir.

A. baumannii enfeksiyonlarmin tedavisinde sik kullanilmalar1 sonucunda
aminoglikozidlere direng gelisimi artmaktadir. Ulkemizde yapilan birgok
calismada bu grup antibiyotiklere direncin olduk¢a yiiksek oldugu ve bu grup
antibiyotiklerden ise genelde en etkilisinin tobramisin oldugu bildirilmistir (84,
85). Balc1 ve arkadaslarinin 2010 yilinda yaptigi bir ¢calismada amikasin ve tobramisin
icin direng oranlari sirasiyla % 66 ve % 71 olarak bildirmislerdir (86). Dai ve ark.
2010 yilinda Cin’de yaptiklar1 bir caligmada gentamisine % 53.85, tobramisine %

51.28, amikasine % 20.51 oraninda direng¢ saptamiglardir (87). Calismamizda
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tobramisine % 47, netilmisine % 44, amikasine % 85, gentamisine % 73 direng
saptanmistir. Test edilen antimikrobiyaller arasinda tobramisin ve netilmisinin A.
baumannii suslarma en etkili antibiyotikler oldugu goriilmiistiir.

Ulkemizde yapilan gesitli calismalarda trimetoprim/sulfametoksazol icin
direng oranlar1 % 70-84 olarak bildirilmistir (88, 84). Calismamizda % 95 direng
orant ile trimetoprim/sulfametoksazol’iin A. baumannii enfeksiyonlarmimn
tedavisinde bir secenek olmaktan uzak oldugu goriilmektedir.

Eski bir ilag olan kolistin, gram negatif bakterilerin dig membranlarinda ki
anyonik lipopolisakkarid molekiiller ile elektrostatik iliskiye girmek suretiyle
hiicre membranmi bozarak etki gosterir. Ciddi yan etkisinden dolay1r kullanimi
kisitlanmig olan bu ilag¢ sadece kolistine duyarli suslarin ortaya ¢ikmasi ile tekrar
giindeme gelmistir (89). Bu calismada yer alan tiim suslar kolistine duyarh
bulunmustur.

Acinetobacter spp. enfeksiyonlarinin tedavisinde karbapenemler en etkin
ilaclarin basinda gelmektedir. Fakat bu antibiyotiklere karsi olan direng son
yillarda giderek artmaktadir (5, 90, 91). Arda ve arkadaslar1 tarafindan kandan
izole edilen Acinetobacter’lere iliskin yapilan bir ¢alismada, Tirkiye’de 2002 ve
2003 yillarinda meropenem direnci orani sirasiyla % 62.5 ve % 49.2, imipenem
diren¢ oram1 % 60.9 ve % 51.2 bulunmustur (92). Akan ve arkadaslari
nozokomiyal Acinetobacter izolatlarmin imipenem ve netilmisin direng oranlari
sirastyla % 53.6 ve % 31.2 bulunmustur (93). Mansur ve arkadaglarinin 2009
yilinda yaymladiklar1 ¢calismada imipenem ve meropenem direng oranlar1 sirasiyla

% 62 ve % 64 olarak bildirmislerdir (82). Giilhan ve arkadaslar1 2004 ve 2006
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yillarindaki diren¢ degisimlerini izlemek icin yaptiklar1 ¢alismada karbapenemde
% 7’den % 25 istatistiksel olarak anlamli direng artig1 saptamislardir (94).

Cin’de 19962002 yillar1 arasinda 19 egitim hastanesinin yogun bakim
tinitelerinde yapilan ulusal siirveyans calismasinda ki veriler Acinetobacter
izolatlarmin % 5’inin imipeneme direngli oldugunu gostermistir (95). Pekin’de
1600 yatakli iiclincli basamak bir egitim hastanesinde yapilan c¢alismada 1993-
2003 yillar1 arasinda imipenem direnci % 5 iken 2004 yilinda hizla artarak yogun
bakimlarda % 50’nin iizerine, yogun bakim disindaki servislerde % 20’ye
yiikselmistir. Bu izolatlar ayn1 zamanda ampisilin-sulbaktam, seftazidim, sefepim,
piperasilin-tazobaktam, siprofloksasin ve amikasin gibi yaygm kullanilan diger
antibiyotiklere direngli bulunmustur (96). Sinha ve arkadaglari, 150 klinik 6rnekle
yaptiklar1 ¢aligmada karbapenem direncini % 14, Hindistan’da, Taneja ve
arkadaslar1 2003 yilinda yaptiklar1 ¢alismada % 20, Corbella ve arkadaslar1 yogun
bakim hastalarinda % 36, Manikal ve arkadaslar1 New York Hastanesinde % 50,
Rahbar ve arkadaslar1 % 1.1 bulmuslardir (97, 98, 99, 100, 81). Stoeva ve
arkadaslarimm Bulgaristan’da 2009°da yapmis olduklar1 bir ¢alismada karbapenem
direncinde dramatik artiglar saptanmistir (101). Bu ¢alismaya gore karbapenem
diren¢ oranlar1 2003 yilinda % 8, 2005 yilinda % 58 ve 2006 yilinda % 74
bulunmustur.

Acinetobacter tiirlerinde karbapenem ve diger antibiyotik direng oranlar1
ilkelere ve cografi bolgelere gore farklilagsmaktadir. 11 Avrupa iilkesinden
(Belgika, Bulgaristan, Rusya, Tiirkiye, Cek Cumhuriyeti, Isve¢, Almanya, italya,

Ingiltere, Polonya ve Isvigre) 37 merkez 1997-2000 yillar1 arasinda MYSTIC
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(Yillik Meropenem Duyarlilik Test Bilgisinin Toplanmas1) programina katilmistir.
A. baumannii’nin antibiyotik duyarlilik raporlarina goére Tiirkiye bu ¢alismaya
gore en yiiksek diren¢ seviyesine sahip olup onu Italya ve Ingiltere takip
etmektedir. Bu caligmada Tirkiye’de % 35 oraninda ortalama direng orani tespit
edilmistir (102). 2000-2003 yilar1 arasindaki MY STIC ¢alismasinda tilkemizde ki
meropenem ve imipenem diren¢ oranlari sirasiyla % 42 ve % 48 bulunmustur
(103). Maalesef, Tiirkiye’de ve diger iilkelerde bu direng oranlar1 son yillarda
giderek artmaktadir. Bu calismada imipenem direng oran1 % 84, meropenem de
ise bu oran % 96’dur.

Bu c¢alismada Acinetobacter izolatlarmmda  kolistin  haricindeki
antibiyotiklere yiiksek diizeyde direng tespit edildi. Calismada kolistin haricindeki
13 antibiyotigin direng oranlar1 % 44 (Netilmisin) ile % 99 (Siprofloksasin)
arasinda degismektedir. Netilmisin direng oranlarinda 2007-2010 tarihleri arasinda
% 11°den % 47’ye dikkat cekici bir artig saptanmistir. Diger antibiyotiklere karsi
diren¢ oranlar1 ise yillar itibariyle ufak farkliliklar gostermekle beraber bu
periyotta devamli yiiksek seviyede seyretmistir.

OXA-karbapenemazlar karbapenem direnciyle baglantili esas enzimler
olup bu enzimler tiim diinyada arttig1 rapor edilmektedir. Simdiye kadar, A.
baumannii basta olmak {izere tiim non-enterebakteriyal tiirlerde bu enzimler tespit
edilmigtir (40). OXA-karbapenemazlarla diinya ¢apinda salginlar olustugu rapor
edilmis, daha nadir olarak da sporadik vakalar bildirilmistir.

OXA tipi karbapenemazlarm ilk grubu olan OXA-23 1995 yilinda rapor

edilmistir (104). Ingiltere hastanelerinde 2003-2004 yillarinda hizla yayilan
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blaoxa-23 genine sahip iki karbapanem direngli klon saptanmistir (105). Romanya,
Brezilya, Giiney Kore ve Fransiz Polinezyasinda OXA-23 karbapenemaz iireten
Acinetobacter suslarna  baglh nozokomiyal salginlar rapor edilmistir
(106,107,62,108). Meri¢ ve arkadaslar1 Ekim 2005-Ekim 2006 zaman diliminde
YBU’de CID olan ve OXA-23 enzimi iireten Acinetobacter baumannii suslariyla
meydana gelen bir salgin bildirmislerdir (109).

OXA tipi karbapenemazlarin ikinci grubu olan OXA-24 6zellikle Ispanya
ve Portekiz’ de yaygin olarak bulundugu gosterilmistir (110,111).

Diger grup bir grup olan OXA-58 ise ilk olarak Fransa’da (112) tespit
edilmis ve yanik {nitesinde bir salgina neden olmustur (61). Cesitli
epidemiyolojik ¢alismalarda klinik 6rneklerdeki A. baumannii suslarinda blapxa-ss
geni gosterilmistir. Bu calismalar farkli cografi bolgelerde Ispanya, Tiirkiye,
Romanya (106) Bulgaristan (113), Avusturya, Ingiltere, Arjantin ve Kuveyt’den
(114) bildirilmistir. Bulgaristan’da da bir yogun bakim {initesinde karbapenem
direngli ve OXA-58 tireten klonlara bagli nozokomiyal bir salgin rapor edilmistir
(113). Tirkiye’de ise Kiilah ve arkadaslari OXA-58 tipi oksasilinaz ireten
karbapenem direngli suslarin yaptigi bir salgini bildirmislerdir (115).

Bu c¢aligmada, Acinetobacter baumannii’ye 6zgii olan blaoxa-si-ike geni
suslarin % 99’unda pozitif bulunmustur. Karbapenem direngli suslarda blapxa-s-
like orant % 75, blapxa-ss oran1 ise % 23 olarak tespit edilmistir. Suslarin %90’ inda
blaoxa-23-ike Ya da blapxa-ss genlerinin en az bir tanesi bulunmaktadir. Bir sus
hari¢ blaoxa-23-ike blaoxa-ss genleri tasiyan suslarin hepsinde karbapenemlerin en

az birine kars1 azalmig duyarlilik veya diren¢ bulunmustur. Yedi karbapenem
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direngli susta blapxa-si-ike hari¢ diger gen kiimeleri tespit edilememistir. Bu
calismada OXA tipi karbapenemazlarin yaygmligi ile pB-laktam antibiyotiklere
kars1 direncinin yiiksek seviyede olmasi dikkat ¢ekicidir. Bu caligmada
Acinetobacter suslarinda OXA-23 enzimi baskin olarak saptanirken Kiilah ve
arkadaglar1 %79 oraniyla blapxa-ss genlerinin baskin oldugunu bulmuslardir (115).

Bu ¢aligmada ve diger iilkelerde ki ¢alismalarda OXA-23, OXA-24, OXA-
51 and OXA-58 enzimlerinin varliginmn ya da bu enzimlerin beraber bulunmasinin
karbapenem direncine veya ila¢ duyarliliginin azalmasma neden oldugu tespit
edilmistir (116,101,108,117,107).

Bunlarin disinda karbapenemlere karsi azalan duyarliligm penisilin baglayici
protein ve porinlerin modifikasyonuyla veya AdeABC efluks sisteminin artmasi gibi
sekonder diren¢ mekanizmalariyla baglantili olabilecegi ve degisik mekanizmalarin
karsilikli etkilesimlerinin A.baumanii de yiiksek seviyede karbapenem direncine sebep
olabilecegi dikkate alinarak daha ileri ¢alismalarda bu mekanizmalarin olup olmadiginin
incelenmesi uygundur (7).

Hastanelerde ve toplumda direngli klonlarin yayilma derecesini anlamak
ve kontrol altmma alinmasinda molekiiler yontemler yararli olmakta ve enfeksiyon

kontrol stratejilerinin etkinligini artirabilmektedir.

Direncli ve ¢ogunlukla HE etkeni olan bakterilerin tiplendirilmesinde en
iyi yontemler kromozomal DNA polimorfizmine dayali olanlardir. Hangi yontem
kullanilirsa kullanilsin mutlaka klasik epidemiyolojik veriler dikkate alinmalidir.
Bakteriler arasindaki konal iligkiyi arastirmada farkli molekiiler tiplendirme

yontemleri denenmekle birlikte bunlar arasinda ayirim giicii en yiiksek olan PFGE
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yontemi altin standart olarak kabul edilmektedir (51). Ancak PFGE pahali ve
zaman alict bir yontemdir. Her molekiiler tani laboratuarinda kolaylikla
uygulanabilen, klonal iligkiyi ortaya koymada basarili, maliyeti diisiik ve kisa
stirede sonug¢ vermesi gibi avantajlar1 gz oniinde tutularak bu ¢alismada AP-PCR
kullanilmistir. Yapilan bazi salgin ¢alismalarinda PFGE ile AP-PZR sonuglar1

karsilastirildiginda yiiksek oranda paralellik saptanmistir (118,119).

Yapilan AP-PZR sonuglarina gore hastanemizdeki Acinetobacter spp.
suslarmin yaklagik % 85 gibi oldukea yiiksek bir kisminin klonal yonden iliskili
olduklar1 saptanmistir. A klonuna ait kiime yaklasik 11 ay varligimi stirdiiriirken,
NYBU’deki ii¢ hasta drneginden A klonunun alttipinin tespit edilmesi dikkat
cekicidir. B klonu varligii yaklasik on ay siirdiiriirken B1 alttipi ve bu klona
yakin iliskili suslar Mayis -2010°da tespit edilmeye baslanmis olup ¢alismaya
alman son susta da izole edilmistir. Yine NYBU’de yatan alt1 hastanin B2
alttipinde, iki hastada da B2’ye klonal yonden yakin iligkili iki sus bulunmaktadir.
Baz1 kiimelerde sus sayis1 22 kadar yiiksek rakamlara ulagsmaktadir. Bunun
yaninda DYBU ile NYBU klonal yonden yakin iliskili suslar tespit edilmesi

capraz bulas derecesinin biiyiikliiglinii ciddi bicimde ortaya koymaktadir.

Bu veriler A. baumannii gibi dnemli nozokomiyal patojenin hastanede
Kolayca yayilabildigini ve uygun korunma ve kontrol 6nemlerinin alinmamasi
halinde yillarca hastane ortamimnda kalabilecegini vurgulamaktadir. Wang ve
arkadaglarinin yaptig1 ¢alismaya gore de bir klonun yaklasgik 6 yil varligimi

stirdiirdiigti gosterilmistir (120).
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Salginlar sirasinda ¢ok Onemli bilgiler saglamasi ve salgin yapan
mikroorganizmanin rezervuarinin saptanmasit amaciyla mutlaka ¢evresel
ornekleme yapilmalidir. Calismamizda ¢evre taramasi yapilamadigi i¢in herhangi
bir kaynak tanimlanmamistir. Yayilim ve bulagim A.baumanni ile hasta veya
kolonize hastalar arasinda ¢apraz kontaminasyon, servisler arasi hasta transferi,
hastane personeli, ortak kullanilan ventilatdr cihazlarindan kaynaklandig:
diistiniilmektedir.

YBU basta olmak iizere tiim servislerde capraz bulas engellenmelidir.
Personel egitimine dikkat edilmeli ve hastalar arasinda kullanilan ortak
malzemeler miimkiin oldugunca azaltilmalidir. lyilesip servislere cikarilacak
hastalar yeni servislerinde siirveyans kiiltiirleri sonuglanana kadar temas
izolasyonuna alinmali ve servisteki diger hastalara sorun mikroorganizmalarmn
gecisi engellenmelidir. Uygun antibiyotik kullanilmali, 6zellikle YBU’de

salgmlar1 zamaninda fark edebilmek i¢in siirveyans ¢alismalar1 yapilmalidir.
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6. SONUCLAR

1. Hastanemizde hastane enfeksiyonuna neden olan Acinetobacter suslarinin ¢oklu
ilag direncine sahip oldugu ve yiiksek oranda karbapenem direnci gdstedigi
saptanmigtir.

2. Karbapenem direnciyle iliskili olan beta laktamazlar bu c¢alismada genomik
olarak incelenmis olup % 75 oraninda blapxa-23-like » %o 23 oraninda ise blaoxa-ss
genleri bulunmustur. Suslarin % 90’ninda bu genlerden en az biri saptanmustir.

3. Hastane enfeksiyonlarina neden olan Acinetobacter suslarinin AP-PZR ile
klonal incelenmesinde A ve B olmak iizere 2 ana klon saptanmistir. B klonunun
alt tiplerinden B1’in hala potansiyel hastane enfeksiyon etkeni olarak YBU
bulundugu diisiiniilmektedir.

4. AP-PZR ile yapilan klonal iliski analizi YBU arasinda ¢apraz bulas oldugunu
ortaya koymaktadir.

5. AP-PZR klonal iliskinin degerlendirilmesi ve salgin analizinin yapilabilmesi
icin uygulanmasi kolay, maliyeti diislik, glivenilir ve kisa silirede sonug verebilen
bir yontem olarak saptanmistir.

6. Molekiiler tiplendirme ¢aligmalarinin destegini alarak hastanemizde daha etkili

bir korunma ve kontrol 6nlemlerinin alinmasi gerekliligi ortaya konulmustur.
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8. OZET

Gazi Universitesi T1p Fakiiltesi Hastanesi’de Agustos 2007 - Haziran 2010
tarihleri arasmmda Dahiliye veya Noroloji Yogun Bakim Unitesinde yatan
hastalarin endotrakeal aspirat veya balgam Orneginden izole edilen ve
Acinetobacter spp. olarak tiplendirilen suslar ¢alismaya alindh.

Bu ¢aligmanin amaci, hastane enfeksiyonlarina yol acan Acinetobacter
izolatlarinda ila¢ duyarlilik paternlerinin gdsterilmesi, ¢oklu ila¢ direncine sahip
Acinetobacter suslarinin klinik izolatlarinda, karbapenem direncinin en dnemli
nedeni olan OXA tipi beta laktamaz enzim dagiliminin gosterilmesi ve Arbitrarily
Primed PZR (AP-PZR) yontemiyle izolatlar arasindaki klonal iliskinin
gosterilmesidir.

Calismaya alinan suslarin antibiyotik duyarlhiliklari, Kirby Bauer disk
diftizyon yontemine gore yapildi. Calismada kolistine hepsi duyarliyken, kolistin
haricindeki 13 antibiyotigin direng oranlari, en diisiik % 44 olarak netilmisin ile en
yiiksek % 99 oraninda siprofloksasin bulunmustur. Imipenem direng oran1 % 84,
meropenemde ise bu oran % 96’dir.

PZR yontemiyle blapgxa genlerine bakilmistir ve Acinetobacter
baumannii’ye 6zgii olan blapxasi geni suslarin % 99’unda pozitif bulunmustur.
Karbapenem direngli suslarda blapxa-2z orant % 75, blapxa-s1 orani ise % 23
olarak saptanmustir. Suslarm %90’inda blaoxa-23-iike Ya da blaoxa-ss-iike genlerinin
en az bir tanesi bulunmustur.

Hastane enfeksiyonlarma neden olan Acinetobacter suslarmin AP-PZR ile

klonal incelenmesinde A ve B olmak iizere 2 ana klon saptanmistir. B klonunun
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alttiplerinden B1’in hala potansiyel hastane enfeksiyon etkeni olarak DYBU’de
bulundugu diisiiniilmektedir ve YBU’leri arasinda ¢apraz bulas oldugu
gorilmiistir.

Bu c¢alismada OXA tipi karbapenemazlarin yaygmlhigi ile p-laktam
antibiyotiklere karsi direncinin yiliksek seviyede olmasi dikkat ¢cekmekte iken,
hastane enfeksiyonu ile olusan salgin analizinde AP-PZR yonteminin ilk
incelemede klonal iliskinin ortaya konmasinda olduk¢a basarili oldugu

goriilmektedir.

Anahtar kelimeler: Acinetobacter spp., karbapenem direnci, OXA-tipi

karbapenemazlar, AP-PZR
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9. SUMMARY

Acinetobacter spp. strains isolated from endotracheal aspirate or sputum
samples of hospitalized patients from Internal Medicine or Neurology Department
Intensive Care Units between August 2007 — June 2010 were included to the
study.

The aim of this study is to determine drug susceptibility patterns of
Acinetobacter isolates which cause hospital infections, and OXA type beta
lactamases enzymes distribution which is the main cause of carbapenem resistance
in clinical isolates of multidrug resistant Acinetobacter strains, and besides the
clonal relationship between isolates by means of Arbitrarily Primed PZR (AP-
PZR) method.

Antibiotic susceptibility of the isolated strains was performed by Kirby
Bauer disk diffusion method. In this study, it is found that all strains were
susceptible to colistin. When the resistant rates of other 13 antibotics (except
colistin) were compared, it is found that netilmicin had the lowest resistant rate
(44%) and ciproflaxacin had the highest resistant rate (99%). The resistant rates of
imipenem and meropenem was found as 84% and 96 %, respectively.

blaoxa23 genes were examined with PZR method and blapxas: gene
specified to Acinetocter baumannii was found positive in 99% of all strains. The
ratio of blaoxa-23-ike gene and blapxa-ss gene in carbapenem resistant strains was
determined as 75% and 23%, respectively. At least one of the blaoxa-23-ike and
blaoxa-ss gene was found in 90% of all strains.

With the clonal analysis of Acinetobacter strains causing hospital
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infections by using AP-PZR method, two main clons were determined and named
as A and B. It is figured out that B1 (the subtype of B clon) is still found in
Internal Medicine Intensive Care Unit as potential hospital infections and it is
observed as cross transmission between Intensive Care Units.

In this study, high prevalence of OXA type carbapenemases and high
resistance rates to [3-lactamases antibiotics were noticable and it is observed that
AP-PZR method was very successful to show the clonal relationship in epidemic

analysis caused by hospital infections.

Key words: Acinetobacter spp., carbapenem resistance, OXA-type

carbapenemases, AP-PCR
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10. TABLO LiSTESI

Acinetobacter cinsine ait 6zel isim verilen turler

Gazi  Hastanesi  Hastane  Enfeksiyonlarna Yol  Acgan
Mikroorganizma Dagilimi

Yogun Bakimlarda Kan Dolasimi Enfeksiyonu Etkenlerinin
Boliimlere Gore Sayisal Dagilimi, Gazi Hastanesi 2009

Hastane enfeksiyon etkenlerini tiplendirme metotlar1

Hareket besiyeri i¢in kullanilan besiyeri bilesimi

blaoxa-si-ike  blaoxazziike,  Dlaoxassiike,  blaoxazsiike  PZR
Amplifikasyonununda Kullanilan Oligoniikleotitlerin Niikleotit
Dizisi

AP-PZR i¢in Kullanilan Primerler

Klinik Izolatin Unitelere, Yillara Ve Izole Edildikleri Orneklere
Gore Dagilimi

Tiim izolatlarm antibiyotik duyarlilik testi sonuglari

Caligilan Acinetobacter spp. Izolatlarinin Antibiyotik Duyarhliklar

1mipenem ve Meropenem Disk Diflizyon Sonuglari / blaoxa-23-ike,
blaoxa-s1-like, Dlaoxa-24-ike Ve blaoxa-ss-iike Sonuglari

A ve B Klonlar1 ile Bu Klonlarla Klonal Yénden iliskili Suslarin
Aylara Gore Dagilimi
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11. SEKIL LiSTESI

Sekil 3.1. blaoxa Allellerinin PZR Metodundaki Sicaklik Dongiileri
Sekil 3.2. AP-PZR’m Sicaklik Dongiileri

Sekil 4.3. A ve B Klonlar1 ile Bu Klonlarla Klonal Yénden iliskili Suslar

12. GRAFIK LIiSTESI

Grafik 4.1.  Acinetobacter spp. izolatlarmm Antibiyotik Duyarlilik Dagilimlari

13. RESIM LIiSTESI

Resim 4.1.  lzolatlarin blaoya allellerinin agaroz jel elektroforezinde pozitif ve
negatif sonuc¢larinin goriiniimii

Resim 4.2.  1-15 nolu Acinetobacter suslarmin AP-PCR Jel GOriintiisii
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