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OZET

KARBAPENEMLERE DIRENGLiI ACINETOBACTER BAUMANNIi
IZOLATLARINDA MOLEKULER TiPLENDIRME VE
KARBAPENEMAZLARIN ARASTIRILMASI

Acinetobacter baumannii hastane enfeksiyonlarina yol acan etkenler
icinde onemli yer tutmaktadir ve karbapenemlerde dahil antibiyotiklerin goguna

direng gostermektedir.

Amag: Arallkk 2008-Kasim 2011 tarihleri arasinda izole edilen
karbapenem direncli A. baumannii’lerde karbapenemazlarin varli§i ve bunlarin
kromozomal veya plazmid kaynakli oldugunun arastiriimasi amaclanmistir.
Calisma sonunda A. baumannii’lerin ayni kaynaktan koken alip almadiklari ve
bu izolatlardan diger bakterilere genetik olarak aktarilma ile bagka karbapenem

direncli bakteriler ile karsilasma riskimizin olup olmadigi ortaya konulacaktir.

Yontem-Bulgular: Calisilan 65 A. baumannii en fazla yodun bakim
unitesindeki hastalardan (%66), en ¢ok kandan (%37) ve endotrakeal aspirat

orneklerinden (%25) elde edilmistir.

Antibiyotik duyarlliklari karbapenemler igin E-test, diger antibiyotikler igin
disk difizyonla calisilmisti. En duyarl antibiyotikler tobramisin, netilmisin,
polimiksin B ve kolistin (sirasiyla %98,5, %98,5, %98,5 ve %96,9) duyarl olarak
bulunmustur. Diger antibiyotiklere direng orani oldukg¢a yuksek olup %92,3-

100,0 arasinda direng saptanmistir.

izolatlatlar arasindaki klonal iliskiyi arastirmak icin yapilan AP-PZR
sonuglarina goére; M13 pimeri ile iki farkli patern, DAF4 primeri ile G¢ farkl

patern gézlenmistir.

Karbapenemaz varligini arastirmak icin yapilan multipleks-PZR ile batin
izolatlarda kromozomal kaynakli OXA-23 ve OXA-51 enzim geni pozitif
bulunurken diger enzim genleri negatif bulunmustur. Pozitif bulunan enzimler

icin yapilan sekanslamada OXA-23 ve OXA-51 enzim varligi dogrulanarak



izolatlar arasi uyum gozlenmistir.

Izolatlarin higbirinde plazmid izole edilmemistir.

Sonug: A. baumannii enfeksiyonlarinin YBU’de, kan 6rneklerinde daha
sik saptanmasi ve tiplendirme sonucuna gére; izolatlarin klonal benzerlik
gOstermesi nedeniyle girisimsel islemler sirasinda bakterilerin hastadan hastaya
yayllimini engellemek igin temel enfeksiyon kontrol onlemlerine dikkat etmek

gerektigi sonucuna varilmistir.

izolatlarin plazmid tasimiyor olmasi simdilik baska karbapenem direncli

bakteriler ile kargilagsma riskimizin dusuk oldugunu dusundurmektedir.

Anahtar kelimeler: Acinetobacter baumannii, antibiyotik direnci,

oksasilinaz, metallo beta laktamaz, PZR.



SUMMARY

MOLECULAR TYPING AND INVESTIGATION OF
CARBAPENEMASES IN CARBAPENEM RESISTANT
ACINETOBACTER BAUMANNII ISOLATES

Acinetobacter baumannii plays an important role in causes of hospital

infections and are resistant to most antibiotics, including carbapenems.

Aim: It was aimed to investigate the presence and chromosomal or
plasmid origin of carbapenemase in carbapenem-resistant A. baumannii strains
isolated between December 2008-November 2011. At the end of the study we
will introduce whether A. baumannii had originated from the same source or not
and seeing the risk of genetically transmission to other bacterias and risk in

future for carbapenem resistant bacteria isolation.

Method and results: Sixty-five A. baumannii isolates were obtained
mostly from patients in intensive care unit (66%) and blood (37%) and

endotracheal aspirate samples (25%).

Antibiotic susceptibility has been studied to carbapenems with E-test, to
other antibiotics with disc diffusion method. The most sensitive antibiotics were
found to be tobramycin, netilmicin, polymyxin B and colistin (respectively 98,5%,
98,5%, 98,5% and 96,9% susceptible). The rates of resistance to other
antibiotics were very high and the, resistance has been found between 92,3 to
100.0%.

AP-PCR was done to investigate the clonal relationship between the
isolates; results showed two different patterns with M13 primer, three different

patterns with DAF 4 primer.

In all isolates chromosomal originated OXA-23 ve OXA-51 enzyme
genes were found positive, other enzyme genes were found negative with
Multiplex PCR which was done to investigate carbapenemases. Closeness

among the isolates was observed with the confirmation of the presence of the

Vi



OXA-23 ve OXA-51 enzymes in the sequencing which is done for positive

enzymes.
None of the isolates contained plasmids.

Conclusion: Isolates are clonal similar according to the typing results
and more frequent detection of A. baumannii infections at blood samples in the
ICU; we should pay attention to basic infection control measures during
interventional procedures to prevent spreading of bacteria from patient to

patient.

Since isolates do not include plasmids, we think that there is small
potential to see carbapenemase resistant bacterias for now.

Key words: Acinetobacter baumannii, antibiotic resistance, oxacilinases,

metallo-beta-lactamase, PCR.
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1. GIRIS VE AMAG

Cogul antibiyotik direnci olan Gram negatif basillerin neden oldugu
hastane enfeksiyonlari (HE) son yillarda énemli bir problem haline gelmistir. HE
hasta morbidite ve mortalitesini arttirmakta, hastanede yatis suresini uzatarak

tedavi maliyetini yikseltmekte ve dlumlere neden olmaktadir (1,2).

Acinetobacter cinsi bakteriler HE'ye yol acan etkenler icinde énemli bir
yer tutmaktadir. Dogada, toprak ve sularda yaygin olarak bulunan ve firsatgi
patojen olan bu bakteriler hastane ortamina yerleserek hastadan hastaya
gecebilir, kolonize olabilir veya yatan hastalarda ciddi enfeksiyona neden olabilir
(3). Acinetobacter tlrleri yogun bakim Unitesinde (YBU) kalan, solunum destegi
gerektiren, immun sistemi yetersiz olan, uzun sure antibiyotik tedavisi alan,
cerrahi mudahele geciren ve onkoloji hastalarinda énemli bir HE etkeni olarak
dikkati cekmektedir (4).

Genis spektrumlu antibiyotiklerin asiri kullaniminin bir sonucu olarak
gunumuzde kullanilan antibiyotiklerin ¢oduna direncli Acinetobacter turleri
ortaya c¢ikmistir. HE salginlarinda en sik izole edilen ve antibiyotiklere en
direncli tur Acinetobacter baumannii’dir (5). Hastanemizde yapilan bir ¢alismada
1 Mayis 2009 - 1 Mayis 2010 tarihleri arasinda YBU’de yatan hastalarin kan
kultarlerinden izole edilen gram negatif Gremelerin ¢codu karbapenemlerde dahil

cogul antibiyotik direncli (CAD) A. baumannii olarak saptanmistir (6).

Karbapenemler Acinetobacter’e kargi etkinligi son donemde azalsa da en
etkili antibiyotiklerdendir (7). Ancak penisilin baglayan proteinlerdeki degisme,
dis membran permeabilitesinde azalma ve kromozomal veya plazmid kaynakl
beta-laktamaz Uretimi ile karbapenemlere diren¢ gelismektedir (4).
Oksasilinazlar ve metallo-beta-laktamazlari (MBL) iceren karbapenemleri
hidrolize eden beta-laktamazlar (karbapenemazlar) A. baumannii’'de

karbapenem direncinin ortaya ¢ikmasina 6nemli katkida bulunmaktadirlar (8).

Karbapenemaz enzimleri kromozomal veya plazmid kaynakl olabilir.

Ozellikle plazmid kaynakli olanlar bagka bakteri gruplarina veya duyarli

1



Acinetobacter turlerine direng plazmidinin aktariimasi sonucu karbapenem
direncinin yayilmasinda rol oynayabilir. Bu ¢alismada hastanemizde izole edilen
A. baumanni tdrlerinde karbapenemazlarin varliginin arastirilmasi yani sira
bunlarin  kromozomal veya plazmid kaynakli oldugunun arastirimasi
amacglanmisti. Bu calisma sonunda hastanemizde izole edilen CAD A.
baumannii’ lerin ayni kaynaktan koken alip almadiklari ve bu Acinetobacter
izolatlarindan diger bakterilere genetik olarak aktariima ile bagka karbapenem

direncli bakteriler ile karsilagsma riskimizin olup olmadigi ortaya konulacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hastane Enfeksiyonlari

Hastane enfeksiyonlari hasta saglik kurulusuna basvurdugu sirada var
olmayan veya kulugka doneminde olmayan, hastaneye yatistan sonra gelisen,
bazen de taburcu olduktan sonra ortaya cikabilen enfeksiyonlardir. HE'leri
olusturdugu yuksek maliyet, morbidite ve mortalite oranlarindaki artis nedeniyle
tum dinyada oldugu gibi Ulkemizde de oOnemli bir saglik sorunudur. HE
olusturan mikroorganizmalara karsli vyillar iginde tedavide kullanilan
antimikrobiyal ilaglara diren¢ gelismis ve tedavisi neredeyse imkansiz hale
gelmistir. Son yillarda kullanimdaki antimikrobiyal ilaglarin hepsine karsi direngli;
panrezistan mikroorganizmalarin neden oldugu, olumle sonuglanabilen ciddi
HE’leri tUm dunyada 6nemli sorunlara neden olmaktadir (9). Dlnya verilerine
gbre HE oranlan Ulkeden-ulkeye hatta hastaneden-hastaneye degismekle
birlikte genellikle %3-17 arasinda bulunmustur. Yogun bakim ve yanik Uniteleri
gibi birimlerde bu oran %20-40’lara ¢ikmaktadir. Gelismemis Ulkelerde saglik
kurulusuna basvuran hastalarda HE gelisme riskinin gelismis Ulkelere gore 2-20
kat artmis oldugu bildirilmistir (10). Karahocagil ve ark. (11) yaptiklari ¢alismada
Ocak 2009-Mart 2010 tarihleri arasinda YUzinci Yil Universitesi Egitim
Arastirma Uygulama Hastanesi'nde HE oranini %3,5 bulmuslardir. HE'lere
neden olan mikroorganizmalar arasinda A. baumannii %23,2 orani ile ilk sirada
yer almakta, bunu %20,5 ile Klebsiella spp, %19, 6 ile Escherichia coli, %11,6
ile Pseudomonas spp. izlemektedir. Hastanemiz enfeksiyon kontrol komitesinin
verileri incelendiginde; ¢alismamizin kapsadigr 2009, 2010 ve 2011 yillarinda
HE oranlari sirayla %1,73, %2,45 ve %3,6 olarak saptanmistir. Bolimlere gore
yilllk HE oranlarina bakildiginda %14,29, %30,85 ve .%25,18 ile YBU en gok
enfeksiyonun goéruldaga birimdir. Cerrahi bilimler servisindeki HE oranlari
%0,85, %1,18, %2,60 iken dahili bilimler sevisindeki oranlar %0,86, %1,67,
%2,25 olarak bulunmustur. Hastanemizde c¢alismamizin yapildigi G¢ yilin

ortalamasina gore, HE etkeni olarak en sik izole edilen mikroorganizma %19,78



ile A. baumannii olarak bulunmustur. Diger sik goérulen mikroorganizmalar

%14,06 ile P. aeruginosa ve %8,35 ile E. coli olarak tespit edilmistir.

HE'lerinde en yUuksek oranda gorulen bakteri olan Acinetobacter turleri,
deri ve mukoza kolonizasyonu sonrasinda yiuksek morbidite ve mortaliteye
neden olmaktadir. Bu bakteri ile gelisen enfeksiyonlarda antibiyotiklere olan
direng 6nemli sorunlar yaratmaktadir (12). Hastanemizde yapilan ¢alismada 1
Mayis 2009 - 1 Mayis 2010 tarihleri arasinda izole edilen A. baumannii
suslarinda c¢oklu direng gézlenmis, tim suslarda sadece tobramisin ve kolistin

duyarli bulunmustur (6).

2.2. Acinetobacter Cinsi
2.2.1. Tarihge ve Siniflandirma

Acinetobacter ilk kez 1911 yilinda Beijerinck tarafindan topraktan izole
edilmis ve Micrococcus calcoaceticus olarak isimlendirilmis, 1939 yilinda
DeBord’'un gram negatif kokobasilleri Uretral o6rnekten izole etmesiyle
tanimlanmistir. O zamandan bugline kadar bir¢ok farkli isimle anilmis, yapisal
Ozellikleri ve biyokimyasal 6zellikleri ile tanimlanmalari ve siniflanmalari oldukga
karmasik sureclerden gecmistir (13, 14, 15). Deoksi ribonukleik asit (DNA)
benzerlikleri temel alinarak yapilan ¢alismalarda 33 genomik tar tanimlanmistir,
24 genomik ture isim verilirken diger tirler isimlendirilememistir. (Tablo 2.1) (16,
17). Genomik turlerden grup 1, 2, 3 ve 13TU benzerlik gbsterip laboratuvarda
zor ayirt edildikleri igin A. calcoaceticus-A. baumannii kompleks olarak
tanimlanmiglardir (13, 18). A. baumanni, A. calcoaceticus ve A. Iwoffii, klinik
literatirde en sik rapor edilen Acinetobacter turleridir (15). Tum bu tarler

arasinda en sik ve dnemli klinik tablolara yol agan tur A. baumannii’dir (4).



Tablo 2.1.

Acinetobacter cinsi

GenBank numaralari (16)

uyelerinin genomik numaralari, tarleri ve

Genomik Acinetobacter tiirleri GenBank numaralari
numaralari
1 Acinetobacter calcoaceticus DQ207474 = EF611388 = EU477149
2 Acinetobacter baumannii DQ207471 = EF611384 = EU477108
3 Acinetobacter pittii EU477114
4 Acinetobacter haemolyticus DQ207484 = EU477109 = EF611391
5 Acinetobacter junii DQ207486 = EU477110 = EF611394a
(Acinetobacter grimontii)
6 - DQ207480 = EU477115
7 Acinetobacter johnsonii DQ207485 = EU477113
8 Acinetobacter Iwoffii EU477111 = EF611395 = DQ060363b
9 Acinetobacter lwoffii EU477111 = EF611395 = DQ060363b
10 Acinetobacter berezinae DQ207475 = EU477116
11 Acinetobacter guillouiae DQ207476 = EU477117
12 Acinetobacter radioresistens DQ207489 = EU477112 = EF611400
13BJ (14TU) - DQ207478 = EU477149

13TU Acinetobacter nosocomialis EU477118

14BJ - EU477147

15TU - EU477119

15BJ - EU477133
16 - DQ207477 = EU477135
17 - EU477134
- Acinetobacter venetianus EU477136

Acinetobacter ursingii
(Acinetobacter septicus)

Acinetobacter schindleri

DQ231239 = EF611406 = EU477105

DQ207490 = EU477128 = EF611402

Acinetobacter parvus

DQ207488 = EU477107 = EF611399

Acinetobacter baylyif

EU477155 = CR543861

Acinetobacter bouvetii
Acinetobacter towneri
Acinetobacter tandoii

Acinetobacter tjernbergiae

DQ207473 = EU477150 = EF611387
DQ207493 = EU477154 = EF611405
DQ207491 = EU477152 = EF611403
DQ207492 = EU477153 = EF611404

Acinetobacter gerneri

DQ207482 = EU477151 = EF611389

Acinetobacter soli

Belirlenemedi

Acinetobacter beijerinckii

EU477124

Acinetobacter gyllenbergii

EU477148




2.2.2. Epidemiyoloji

Acinetobacter cinsi  bakteriler, yasamlarini  surdurebilmek igin
gereksinimlerinin az olmasi ve ¢esitli karbon kaynaklarini kullanabilme avantaji
nedeniyle dogada toprak, su ve vyiyeceklerde saprofit olarak serbest
yasayabilmektedirler. Acinetobacter’ler kuruluga dayanikli olmalari, farkh i1si ve
pH ortamlarinda canl kalabilmeleri nedeniyle, cansiz yuzeylerde gunlerce canli
kalabilmektedirler. Pastorize sutlerden, donmus yiyeceklerden, hastane
havasindan, camdan, musluklardan, peritoneal diyaliz maddelerinden, anjiografi
kateterinden, ventilatorlerden, laringoskoplardan, solunum tedavi
solUsyonlarindan, tansiyon aletinden, kontamine eldivenlerden, pamuktan,
kullaniimis enjektorlerden, hasta yastiklarindan, kuru filtrelerden izole edilmistir
(4, 14, 19). Saglikli bireylerde 6zellikle koltuk alti, kasik gibi nemli bdlgeler basta
olmak Uzere deride, adiz florasinda, Ust solunum yollarinda, genitouriner sistem

ve alt gastrointestinal sistem florasinda da bulunabilir (4, 20).

Hastanede yatmakta olan hastalarda enfeksiyonlarin yani sira
kolonizasyon nedeniyle de mikroorganizma klinik érneklerden izole edilmektedir.
Yogun bakim Unitesinde yatmakta olan hasta digkilarindan ¢oklu ilag direnci
olan Acinetobacter spp. izole edilmis ve trakeostomili hastalarin %45’inde
kolonizasyon saptanmigtir. Deri tagiyiciligi oranlarinin yiksek olmasi hasta
bakimi sirasinda saglik personelinin kontamine olmasina ve etkenin surekli

yayllmasina neden olmaktadir (4, 12).

Seifert ve ark. (21)'nin saglikli gonulliler ve yatan hastalar Gzerinde
yaptiklari karsilastirmali ¢alismada hastalarda Acinetobacter tarleri ile
kolonizasyon oranini %75, kontrol grubunda %42,5 olarak bulmuslardir. Bu
calismada en sik kolonizasyon bdlgesi eller (%26), kasik bdlgesi (%25), ayak
parmak arasl (%24), alin (%23) ve dis kulak yolu (%21) olarak tespit edilmistir.

2.2.3. Morfolojik, Metabolik ve Kiiltiir Ozellikleri

Acinetobacter cinsindeki bakteriler 1-1,5 ym x 1,5-2,5 ym boyutlarinda,
gram negatif, Gremenin logaritmik fazinda basil formunda, Gremenin duraklama
fazinda kok veya kokobasil formunda gorulmektedir. Pozitif kan kultlr tiplinden

hazirlanan yaymalarda Gram pozitif kok gérinumuinde olabilir (13). Genellikle
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duzgun, bazen mukoid, renksiz koloniler olusturur. Zorunlu aerop, oksidaz,
DNaz ve jelatinaz negatif, katalaz pozitif bakterilerdir. Ug sekerli demirli besiyeri
(TSiynde asit olusturmazlar. Oksidasyon, fermentasyon besiyerinde glukoz

oksidasyonu gdsteren bakterilerdir. Fimbrialari vardir ve hareketsizdirler (4, 18).

Rutin laboratuvar kosullarinda Acinetobacter tur ayrimi biyokimyasal
reaksiyonlara ve Ureme Ozelliklerine gore yapilmaktadir. Klinikte sik gorulen
tirlerin ayrimina baktigimizda; glukozu oksitleyen ve hemoliz yapmayan,
44°C’de Ureyebilen kokenler A. baumannii, glukozu oksitleyen ve hemoliz
yapmayan, 37°C’de Uureyebilen kdkenler A. calcoaceticus, glukoz negatif
kokenlerden hemoliz yapmayanlar A. Iwoffii, hemoliz yapanlar ise A.

haemolyticus olarak tanimlanmisgtir (4, 12, 13, 22).

Acinetobacter cinsi bakterileri klinik drneklerden izole etmek icin kanli
agar ve eozin metilen blue (EMB) agar gibi besiyerleri kullanilir. Hem klinik hem
de cevreden bu bakterilerin izole edilmesinde kullanilabilen secici ve ayirt edici
besiyerleri gelistiriimigti. Bu amagla diger mikroorganizmalarin Uremelerini
inhibe eden bromkrezol moru, safra tuzlari, laktoz, maltoz sekerlerini iceren
Herellea agar, vankomisin, sefsulodin, sefradin gibi antibiyotikleri iceren Leeds
Acinetobacter Medium ve Holton’s agar kullaniimaktadir (4, 23). Az sayida
bakterinin bulunabilecegi ¢cevre ortamlarindan alinan ¢esitli mikroorganizmalarla
kontamine Ornekler amonyum veya nitrat tuzlari iceren c¢ogaltici sivi mineral
besiyerine ekilebilmektedir. Sivi besiyerindeki 6rnek, 24-48 saat sallanarak
yapilan inkibasyon sonrasi segici besiyerine inoklle edilmektedir. Diskidan

Acinetobacter izolasyonunda da bu yontem kullaniimaktadir (4, 13, 23).
2.2.4. Patogenez ve Virilans

Acinetobacter cinsi bakterilerin virllans potansiyelleri dusuk oldugundan
konak savunma mekanizmasi normal olanlarda enfeksiyon olusturmasi oldukga
guctur. Genellikle firsatgl HE’lere neden olurlar (14). Malignite, yanik ve konagin
savunma sistemini baskilayan durumlar enfeksiyon gelisimini kolaylastiran bazi
faktorlerdir. Agir cerrahi girisim, uzun sire yogun bakim Unitesinde kalma, uzun
sure mekanik ventilatore bagli kalma, uzun sureli antibiyotik kullanimi, damar igi
kateterizasyon, enteral beslenme, idrar sondasi, endotrakeal tlip ve trakeostomi
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varligi baslica risk faktorleridir (2, 4). Yogun bakim hastalarinin birgogundaki
stres Ulseri proflaksisinin neden oldugu azalmis mide asit sekresyonu bakterinin
midede asiri Uremesine ve hastane kokenli pndémoni veya bakteriyeminin
gelismesine neden olmaktadir. Genis spektrumlu antibiyotiklerin yaygin ve
uygunsuz kullanimi, hem Acinetobacter turleri ile gelisen HE oranini arttirmis
hem de bu bakterilerde birgok antibiyotige karsi diren¢ gelismesine neden
olmustur. Antibiyotik kullanma aligkanliklari ve cevresel faktorlerin katkisi ile
antibiyotik direnci hastaneler, sehirler ve (lkeler arasinda farkllik
gostermektedir (2, 4, 24).

Virilanstan sorumlu bazi faktorler sunlardir: (4, 25)

1) Polisakkarit kapsul: L-ramnoz, D-glukoz, D-mannoz ve D-glukronik
asitten olusur. Bakteri ylzeyinin hidrofilik 6zelligini saglayip fagositozdan korur.

Ayrica damar ici kateter, trakeal kanul gibi yuzeylere tutunmayi kolaylastirir.

2) Fimbria ve/veya kapsuler polisakkarit: Epitel hicrelerine baglanmayi

sadlar.

3) Lipopolisakkarit ve Lipid A: Dokulardaki lipidleri yikan enzimleri Uretir.
Hucre duvarinda bulunan lipid A potansiyel toksik etki gostererek patojeniteyi

arttirir.

4) Aerobaktin ve siderofor gibi demir tutucu dis membran reseptor

proteinlerinin Uretimi ile bakteri Gremesi i¢in gerekli demir temin edilmektedir.

Antibiyotik direnci saglayan genler de virllansi arttirir ve klinik olarak

daha olumciul enfeksiyonlara neden olur (4, 26)
2.2.5. Acinetobacter Nedenli Hastane Enfeksiyonlari

Acinetobacter mekanik ventilasyon gereken yogun bakim Unitesi
hastalarinda ventilator iligkili pndmoni (ViP)'ye neden olmaktadir. Ventilator
bagimli hastalarin kontrolinde buyuk ilerlemelere ve solunum ekipmanlarinin
dezenfeksiyonunda etkili ydontemlerin kullanimina ragmen insidansta artis
gériilmektedir (4). Kronik akciger hastahgi, YBU'de yatis siiresinin uzun olmasi,
ileri yas, immunsupresif tedavi, cerrahi, antibiyotik kullanimi, endotrakeal tlp ve

gastrik tUp gibi invaziv alet varligi, solunum ekipmaninin tipi Acinetobacter ile alt
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solunum yollarinin kolonizasyon veya enfeksiyon riskini arttiran faktorler olarak

tanimlanmigtir (27, 28).

Acinetobacter bakteriyemisi siklikla pndémoni ve damar igi kateter
kullanimindan sonra gelisen enfeksiyonlara sekonder gelismektedir. Uriner
sistem kateterizasyonu, deri ve abdominal enfeksiyonlar daha az siklikla kaynak
olusturur (29). Bakteriyemi igin yetiskinlerde en buyuk risk grubunu immun
sistemi baskilanmis yasli hastalar olusturur. Malignensiler, travma ve yanik en
yaygin predispozan faktorler olarak goériimektedir. Hastanin prognozunu
genellikle altta yatan hastaliklar belirlemektedir. Malignensi ve yaniklarda
prognoz oldukga kotu iken travma hastalarinda daha iyi olmaktadir (30).
Yenidoganlar Acinetobacter bakteriyemisi igin ikinci onemli hasta grubunu
olusturur. Septisemi icin risk faktorleri disik dogum agirhigi, mekanik
ventilasyon, dncesinde antibiyotik kullanimi ve yeni dogan konvulsiyonlarinin

varligi olarak tanimlanmistir (4).

Primer menenijitli sporadik vakalar bildiriimesine ragmen ozellikle beyin
cerrahisi uygulamalarindan sonra veya kafa travmasini takiben gelisen
sekonder menenijit olgulari goértilmektedir. Acinetobacter turleri ile gelisen
menenijit olgularinda beyin omurilik sivisi (BOS) bulgulari partlan menenjit
Ozelligindedir. Klinik bulgu olarak siklikla konvuilsiyon ve mental durumda
bozulma go6zlenirken, ense sertligi nispeten daha az oranda gorilen bulgudur.
Ventrikilostomi, serebrospinal sivi kagagdi, BOS fistulleri, bes glinden uzun
sureli tutulan ventrikller kateterler ve asir antibiyotik kullanimi risk faktorleri

olarak tanimlanmigtir (4).

Acinetobacter turleri ile olusan hastane kokenli Uriner sistem
enfeksiyonlari nadir gérilmektedir. Genellikle yasli, immun sistemi baskilanmis,
surekli Uriner kateteri olan ve yogun bakim Unitelerinde yatan hastalarda
gOzlenebilir. Prostat buylmesi nedeniyle surekli kateter kullaniminda yuksek
prevalansa sahip olduklari igin hastalarin gogunu erkekler olusturur. Uriner
kateter tasiyan hastalardan izole edilen her Acinetobacter gergek enfeksiyon
etkeni olmayabilir, enfeksiyon/kolonizasyon ayriminin yapiimasi gerekmektedir
(4, 13, 31).



Acinetobacter ile olusan yumusak doku enfeksiyonlarinda travmatik
yaralar, yanik, cerrahi insizyon bdlgeleri, damar i¢i kateter uygulamalari,
bagisiklik sisteminin baskilanmasi baslica risk faktérlerini olusturur (4). Devamli
peritoneal diyaliz olan hastalarda peritonite neden olabilir. En yaygin tablo
olarak karin agrisi ve bulanik diyalizat gorulmektedir. Hastalarin ¢ogu diyalizi
sonlandirmaya gerek kalmadan antibiyotik tedavisine yanit vermektedir. Ayrica
perkutan transhepatik kolanjiografi, perkitan safra drenaji sonrasi enfeksiyon

gelisen olgular bildirilmigtir (4, 14).

Acinetobacter ile gdzde konjonktivit, endoftalmit, lens kontaminasyonu
sonucu korneal ulserasyon ve perforasyon olusabilir. Bu bakteriye bagli olusan
pankreas ve Kkaraciger absesi rapor edilmistir. Otolog kemik iligi
transplantasyonundan sonra gelisen osteomiyelit, septik artrit bildirilen diger
nadir olgulardir (4, 13).

2.2.6 Acinetobacter Enfeksiyonlarinda Tedavi

Antibiyotige  duyarli  Acinetobacter izolatlarinin  neden  oldugu
enfeksiyonlar, genelde genis spektrumlu sefalosporinler, beta-laktam\beta-
laktamaz inhibitor kombinasyonlari veya tek basina ya da aminoglikozidle

kombinasyon halinde kullanilan karbapenemlerle tedavi edilmektedir (4).

izole edilen Acinetobacter izolatlarinin birgok antibiyotie direngli
olmasindan dolayi tedavisi oldukga gugtur. Antibiyotik se¢enekleri oldukga sinirli
olabilmekle birlikte karbapenemler, sulbaktam ve kolistin en etkili antibiyotikler
olarak gorulmektedir (32, 33).

Son zamanlarda yapilan ¢galismalarda tedavide kullanilan etkin antibiyotik
olan kolistine karsi direng bildiriimesi Uzerine alternatif ila¢ olarak netilmisin ve
polimiksin B’nin duyarlihd1 arastiriimaktadir. Calismalarda bu antibiyotikler A.
baumannii’'ye kargl yuksek oranda duyarli olarak raporlanmaktadir. Ayrica
duyarh bildirilen tobramisin tedavide alternatif olarak gorulse de bu antibiyotik

ulkemizde bulunmamaktadir (34, 35).

Cogul ilaca direncli A. baumannii'nin neden oldugu ViP’te ampisilin-

sulbaktam ile aminoglikozid kombinasyonu veya tek basina kolistin tedavisi in
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vitro duyarhlik sonuglarina gore Onerilen tedavi seceneklerindendir. Sadece
tetrasiklinlere duyarli A. baumannii’'nin neden oldugu ViP’te intravendz yoldan

doksisiklin veya minosiklin tedavisinin etkili oldugu bildirilmistir (32).

Acinetobacter enfeksiyonlarinda en sik kullanilan kombinasyon; dusuk
diren¢ oranlari ve in vitro sinerjik etki gostermesinden dolayr imipenem ile
amikasindir (32). Seftazidim ile aminoglikozid veya florokinolon kombinasyonlari
da kullanilabilir. Beta-laktam antibiyotikle kombine edilmis sulbaktam
(sefoperazon + sulbaktam, ampisilin + sulbaktam) tedavide iyi bir alternatiftir.

Sulbaktam, Acinetobacter turleri Gzerine bakterisidal etkilidir (36).

Tigesiklinin genis spektrumlu beta-laktamaz salgilayan gram negatif
bakterilere ve c¢ogul ilaca direngli Acinetobacter cinsi bakterilere in vitro
etkinliginin oldukca iyi oldugu gosterilmistir. Fakat tigesikline karsi da direng

gelistigi rapor edilmistir (37, 38).

2.2.7. Acinetobacter Enfeksiyonlarinda Kullanilan Antibiyotiklere

Karsi Olusan Diren¢ Mekanizmalari

Beta-laktam  Antibiyotikler: Bu grup antibiyotikler bakterinin
peptidoglikan sentezinde gorevli olan karboksipeptidaz ve transpeptidazlarini
inhibe edip, hicre duvar sentezini durdurarak bakterisidal etki gosterirler. Bu
enzimler penisilin baglayan protein (PBP) olarak adlandinlir. Bir bakteride ¢ok
sayida PBP bulunur. Bu enzimler molekuler agirigi en buyukten baslanarak
PBP-1, PBP-2, PBP-3 vb. olarak gdsterilir. Beta-laktam antibiyotikler huicre
duvari sentezi yapilan, yani ¢ogalmakta olan bakterilere etki ederler. Beta-
laktam antibiyotikler penisilinler, beta-laktamaz inhibitorleri, sefalosporinler,

monobaktamlar, karbapenemler olmak tzere 5 grupta toplanirlar (39).
Beta-laktamlara direng gelisimine neden olan genel mekanizmalar;

1) Penisilin baglayan proteinlerde olusan dedgisiklikler ile antibiyotigin
hedefine baglanmasinin engellenmesi: PBP’in asir sentezi, beta-laktam
antibiyotiklere dusik afinite gdsteren yeni PBP’lerin edinilmesi, duyarl bir
PBP’in daha direngli PBP ile kombinasyon yapmasi, PBP’lerdeki nokta

mutasyonlari sonucu beta-laktam antibiyotiklere afinitelerinin azalmasi sonucu
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olusabilmektedir. Bu tip direng esas olarak gram-pozitif tlrlerde gorulmekle

beraber Acinetobacter turlerinde de tanimlanmigtir (40).

2) Dis membran porin proteinlerinde azalma veya atim pompalari ile
antibiyotigin hucre duvarindan gegiginin ve hicre igine girisinin dnlenmesi: Beta-
laktamlarin ¢ogu suda eriyebilen molekullerdir. Bu nedenle lipid yapidaki gram-
negatif bakteri dis membranini gegcemezler. Bu gecis ancak dis membrandaki
porin proteinlerinin olusturdugu, i¢leri su dolu kanalikuller araciligiyla gergeklesir
(40).

Bakterilerdeki porinlerin sayisi ve Ozellikleri ve antibiyotigin yuk,
¢Ozunarllk, buyudklik gibi 6zellikleri antibiyotigin bakteri igine giris hizini belirler.
Antibiyotiklerin bakteri hucresinden atilimi, bakterilerin antibiyotiklerin hucre igi
yogunlugunu azaltmak icin kullandiklari enerjiye bagimli bir mekanizmadir. Atim
pompalari antibiyotiklere duyarli ve direnc¢li tium mikroorganizmalarda
bulunmakta, mutasyonlar sonucunda antibiyotiklere direng olusturmaktadir.
Acinetobacter kdkenlerinde dis membran gegirgenligi E. coli’'nin %1-3’0 kadardir
(41).

3) Beta-laktamaz enzimleriyle beta-laktam antibiyotiginin inaktive
edilmesi: Bakterilerin antibiyotiklere kargi direngte en sik kullandiklari
mekanizmadir. Gram negatif bakterilerde beta-laktamaz enzimleri gram-pozitif
bakterilere gore daha cok yaygin ve cesitlidir. Bunun nedeni de birgogunun
plazmid ve transpozon kontrolinde olmasi ve direng genlerinin duyarl
bakterilere gecirilebilmesidir. Bu enzimler molekuler yapilarina ya da substrat ve
inhibitor profilleri ile belirlenen islevsel 6zelliklerine gore siniflandirilabilir. En
yaygin olarak 1995 yilinda Bush, Jacoby ve Medeiros tarafindan onerilen
siniflama gunumuzde guncellenmis sekli ile kullaniimaktadir (42) (Tablo 2.2).
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Tablo 2.2. Beta-laktamaz siniflamasi (42)

Bush-Jacoby
Siniflamasi

(fonksiyonel
siniflama)

Temel
alt
gruplar

Ambler
siniflamasi
(molekiiler
siniflama)

Temel Ozellikler

Grup 1
Sefalosporinazlar
(klavulanik asit ile
inhibe olmaz)

Grub 2 Penisilinazlar
(klavulanik asit ile
inhibe olur)

le

2a

C
sefalosporinazlar

Cogunlukla Gr (-) bakterilerdeki kromozomal
enzimler (Amp C)

Karbapenem harig tim beta -laktamlara
direngli

Seftazidime yiksek afinite

Gram (+) bakterilerdeki penisilinazlar

2b

2be

Cogunlukla Gr (-) bakterilerdeki genis
spektrumlu beta-laktamazlar (TEM-1, TEM-2,
SHV-1)

Ampisilin, karbenisilin, tikarsilin, sefalotin
direnci

Genigletilmis spektrumlu (TEM, SHV tirevi
enzimler, PER-1, CTX-M, VEB-1, GES-1)

Ampisilin, karbenisilin, tikarsilin, sefalotin
direncine ek olarak seftazidim, seftriakson,
sefotaksim, aztreonam direnci

2br

2ber

Klavulanik asit, sulbaktam, tazobaktam
direngli

(TEM-30, SHV-10)
Klavulanik asit, sulbaktam, tazobaktam

direncine ek olarak seftazidim, seftriakson,
sefotaksim, aztreonam direngli (TEM-50)

2c

Karbenisilini hidrolize eden enzimler (PSE-1,
CARB-3)

2ce

2d

2de

Karbenisiline ek olarak, sefepim, sefpirom
hidrolize eden enzimler (RTG-4: CARB-10)

Oksasilin ve kloksasilin hidrolize eden
enzimler (OXA-1, OXA-10)

Kloksasilin veya oksasilin hidrolizine ek
olarak seftazidim, seftriakson, sefotaksim,
aztreonam direnci (OXA-11, OXA-15)

2df

Kloksasilin veya oksasilin hidrolizine ek
olarak karbapenem hidrolizi (OXA-23, OXA-
48)
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Tablo 2.2 (devami). Beta-laktamaz siniflamasi (42)

Bush-Jacoby Temel Ambler
Siniflamasi alt siniflamasi Temel Ozellikler
(fonksiyonel gruplar (molekiiler
siniflama) siniflama)
26 A Klavulanik asit ile inhibe olan
sefalosporinazlar (CEP A)
Karbapenem, seftazidim, seftriakson,
2f A sefotaksim, aztreonam direnci, sefamisin
hidrolizi (KPC)
Cinko-bagiml karbapenemazlar
Karbapenem hidrolizleri ylksek,
Grup 3 Metallo-beta- 35 B monobaktam hidrolizleri zayif
laktamazlar Klavulanik asit ve tazobaktam ile inhibe
olmazlar
Metal iyonu selatérleri ile inhibe olurlar
(IMP, VIM)
NI Siniflanmamig Dizileri bilinmeyen gesitli enzimler
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Grup 1 sefalosporinazlar Gram negatif bakterilerin ¢ogu tarafindan
aretilir. Yapilan galismalarda A. baumannii kékenlerinin gogunda grup 1 AmpC
kromozomal enzim saptanmistir (40). Bu enzimler aktif bdlgelerinin yapisal
Ozellikleri nedeniyle klavulanik asit ve sulfonlarin beta-laktam halkalarina
baglanamaz. Bu nedenle de beta-laktamaz inhibitorlerine direnglidirler (39).
Normalde dusuk duzeyde uretilen AmpC tipi enzimler, ortamda bir indukleyici
bulunmasi halinde sentezlerinin uyarilmasi, indukleyici ajan ortadan kalktiginda
sentezin tekrar bazal seviyeye inmesi nedeniyle, induklenebilir beta-laktamazlar
(IBL) olarak da adlandirilir. Yiiksek diizeyde uretilen IBLler, karbapenemler
hari¢ tUm beta-laktamlari parcalayabilme 6zelligindedirler. Karbapenem direnci
AmpC beta-laktamaz enziminin asiri Uretimi ile birlikte dis membran porin
degisikligi oldugunda gorulebilir (43, 44). Ayrica Acinetobacter kokenli
sefalosporinazlar olarak adlandirilan sinif C kromozomal enzimler; ACE-1,
ACE-2, ACE-3, ACE—4 bulunmaktadir. ACE-1 sefuroksime karsi zayif etkili,

klavulanik aside direncli en genis spektrumlu enzimdir (40, 45).

Grup 2b, Ambler sinif Ada yer alan TEM-1 ve TEM-2 beta-
laktamazlarinin varhgi, Acinetobacter turlerindeki penisilin direncinden buyuk

Olcude sorumlu tutulmaktadir (40).

Grup 2be geniglemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL)'a bagh direng
Acinetobacter tlrleri arasinda az gortlmektedir. Ambler sinif A'da yer alan GSBL
olan PER-1 enzimi ilk kez 1996 yilinda Turkiye’de saptanmis ve PER-1 enzimi
tasiyan kokenlerle gelisen enfeksiyonlarda prognozun daha kotu oldugu
bildirilmigtir. Bunlar seftazidim ve gentamisine ylksek direngli, amikasine orta
direncli, imipenem ve meropeneme duyarli veya kismen duyarlidirlar. A.
baumanni’de PER disinda sik saptanan GSBL enzimleri VEB ve GES
enzimleridir (26, 46). Shahcheraghi F. ve ark. (47) 2009-2010 yillari arasinda
Tahran’da yaptiklari calismada GES enzimi pozitif Acinetobacter izolati

saptamiglardir.

Grup 2d oksasilinaz ve grup 3 MBL igeren karbapenem hidrolize eden
beta-laktamazlar  (karbapenemazlar) karbapenem direncinden sorumlu

enzimlerdir. Bu enzimler kromozom ve plazmid kontrolinde uretilir.
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Gunumuzde 120’den fazla D grubu beta-laktamaz tanimlanmig olup
bunlardan 45 kadari karbapenem hidrolize eden oksasilinazdir. Oksasilini klasik
penisilinlerden daha hizli hidrolize etmeleri nedeniyle oksasilinazlar olarak
tanimlanmiglardir. Klavulanik asit ve etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) ile
zayif bir inhibisyon gO0sterirler, tazobaktam ve sulbaktamdan etkilenmezler.
Genellikle seftazidim, sefotaksim ve aztreonami ya hi¢ hidrolize etmezler ya da
zayif bir sekilde hidrolize ederler (48). OXA tipi karbapenemazlarin ¢ogu
imipenem ve meropeneme karsi zayif hidrolitik aktivite gosterirler. Ayrica diger
diren¢ mekanizmalarindan dis membran proteinlerinin kaybi veya efluks
pompalarinin artmis aktivitesi ile birlikte olduklarinda daha genis spektrumlu

direncin gelismesine neden olurlar (49).

A. baumannii tarleri zayif karbapenemaz aktivitesi gosteren kromozomal
OXA-51 benzeri enzim kiimesine ait dogal sinif D oksasilinaz uretir. ISAbal ile
komsu olan OXA-51 enzimi olan suglarda karbapenem direnci saptanmistir.
ISAbal, OXA-51 i¢in duzenleyici gibi gorunmektedir. Diger OXA enzimlerinin de
yakin bolgesinde bulunabilen ISAbal, enzim genlerinin yanina atlar ve promotor
goérevi gorup yuksek dirence neden olur. OXA-51 enzim kumesi Uyeleri A.
baumannii’'nin hemen hemen tim izolatlarinda dogal yapi olmasina ragmen

diger Acinetobacter turlerinde bulunmaz (50, 51).

Kromozomal OXA-51 enziminden baska, karbapenemlere karsi aktivite
gOsteren U¢ kazanimis sinif D oksasilinaz kimesi tanimlanmistir (52).
Acinetobacter’de kazanilmis karbapenem hidrolize eden oksasilinaz ilk olarak
1985’te Edinburg Universitesinde izole edilen susta gdsterilmistir. Enzimin
genetik ve biyokimyasal incelenmesini takiben ARI-1 (Acinetobacter rezistan
imipenem) olarak adlandiriimistir. Bu enzime daha sonra OXA-23 adi verilmistir
(49). Bu kimedeki diger oksasilinaz OXA-27°dir (53).

Kazanilimig ikinci kiime oksasilinazlar OXA-24, OXA-25, OXA-26 ve
OXA-401 igerir. Bu kimedeki enzimlerin pek ¢ogu birbirinin yakin varyanti gibi
gorunmektedir (45).

Kazaniimis Uguncu oksasilinaz kimesi ilk olarak Fransa’da saptanan
OXA-58'dir. OXA-58’in A. baumannii’de eksprese oldugunda karbapenemlere
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duyarhihgr azaltip, asin ekspresyon durumunda da yilksek karbapenem

direncine yol a¢tigi bildirilmistir (54).

Gur ve ark. (55) 2000- 2006 yillar arasinda yaptiklari ¢alismada, kan ve
solunum yolu orneklerinden izole edilen 44 karbapenem direncli A. baumannii
izolatinin 18 (%40,9)'inde OXA-58, 26 (%59,1)'sinda OXA-23 saptamiglardir
Bagka bir ¢calismada Vahapoglu ve ark. (56) 72 izolattan 56 OXA-51 pozitifligi,
10 OXA-58 pozitifligi saptamis, bu enzimlerin beraber pozitifliginde tim

antibiyotiklere direncin goruldugunu tespit etmislerdir.

Diger karbapenemaz olan MBL'lar aktif bdlgelerinde tasidiklari metal
iyonlari nedeniyle bu ismi almiglardir. Tanimlanmig alti grup MBL vardir (IMP,
VIM, SIM, SPM, GIM ve GSO). A. baumannii'de alti IMP varyanti (IMP-1, IMP-
2, IMP-4, IMP-5, IMP-6, IMP-8 ve IMP-11) saptanmistir (57). Diger enzimler
nadir olarak saptanmaktadir. Bu enzimler monobaktamlar hari¢ tim beta-laktam
antibiyotiklere karsi guglu hidrolitik etkinlige sahip olup yuksek diuzeyde dirence
neden olurlar. IMP-1'de imipenem direnci daha fazla olup, IMP-2 ve IMP-3 deki
diren¢ tim beta-laktam antimikrobiyaller icin aynidir. Beta-laktamlar arasinda
sadece sefepim ve daha az miktarda piperasilin-tazobaktam MBL Ureten
suslara karsi aktiviteye sahiptir (58).

Ulusoy-Al M ve ark. (59) Ankara Numune Egitim ve Arastirma
Hastanesinde yaptiklari calismada 79 Acinetobacter susunda MBL Uretimini
fenotipik ve genotipik yontemlerle arastirip, Etest ile 41’inin (%51,9), kombine
disk sinerji testi ile 46’sinin (%58,2), cift disk sinerji testi ile 44’Gnin (%55,7),
modifiye Hodge Testi ile 55’inin (%69,6) MBL urettigi saptamiglardir. Polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) yontemiyle IMP-1 geni arastiriimig, ancak pozitiflik

bulunamamisgtir.

Shahcheraghi ve ark. (47) 2009-2010 yillar arasinda Tahran’da 203
Acinetobacter izolati ile yaptiklari ¢alismada 100 izolatta imipenem direnci
saptayip, alti izolatta MBL, 94 izolatta OXA enzimi tespit etmislerdir. MBL'lerden
IMP, VIM, SPM enzimlerini arayip, VIM ve SPM enzimlerinde pozitiflik
saptamiglardir. Oksasilinaz enzimlerinden de OXA-23, OXA-51 arayip iki
enzimle de pozitiflik saptamiglardir.
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Aminoglikozidler: Pseudomonaslar bagta olmak Uzere gram-negatif
aerop basiller Uzerine etkilidirler. Etkileri antibiyotik konsantrasyonu ile dogru
orantilidir. Direncli Acinetobacter enfeksiyonlarinda kombine tedavide etkilidirler.
Gram-pozitif bakterilere etkinlikleri kisithdir. Etki mekanizmasi olarak, mRNA
(mesajci ribonukleik asit)’'daki genetik bilginin yanlis okunmasina yol acarak
bakteri ribozomundaki protein sentezini inhibe ederler ve duyarli bakteri
hucresine  hizli  bakterisidal  etkinlik  gosterirler.  Aminoglikozidlerin
konsantrasyona bagli bakterisidal ve postantibiyotik etkilerinden yararlanilarak
tek ve ylksek doz uygulanmalariyla basarili tedavi sonuglari elde edilmis ve

beklenenin aksine 6nemli toksik etkiler de saptanmamistir (60).

Aminoglikozidlere  karsi  ribozomal, enzimatik (asetiltransferaz,
fosfotransferaz ve nukleotidil transferaz enzimine bagl)) ve membran

gegirgenliginde azalma mekanizmalari ile direng s6z konusudur (61).

Netilmisin ve amikasin bakterilerin salgiladigi inaktive edici enzimlerin
coguna karsi dayaniklidir; sadece asetilazlar tarafindan inaktive edilirler. Bu
direng sayesinde grup iginde en genis antibakteriyel etki spektrumuna sahiptirler
(62).

Tetrasiklinler: Gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere, aerop ve
anaerop mikroorganizmalara, spiroketlere, Ozellikle riketsiya, klamidya ve
mikoplazma tlrlerine etkili genis spektrumlu antibiyotiklerdir. Gram-negatif
bakterilere dis duvardaki porin kanallarindan pasif diflizyonla girer. Protein
sentezi yapmakta olan 70S ribozomun 30S alt Unitesinde yeni tRNA (tasiyici
ribonlkleik asit) molekulinun yerlesecegdi bolge ile birlesir. Bunun sonucu tRNA
ribozomdaki yerini alamaz, tRNA'nin getirdigi aminoasit sentezlenen polipeptide
baglanmaz ve protein  sentezi duraklar. Tetrasiklinler terapotik
konsantrasyonlarda bakteriyostatiktirler (63).

Aerob gram-pozitif, gram-negatif ve anaerop patojenlere karsi etkinlik
gOsteren tigesiklin, karbapenemaz Ureten Acinetobacter suslarina kargi etkili
bulunmustur. Yapilan calismalarda tetrasiklin direng genlerini tasiyan birgok
bakterinin tigesikline duyarl oldugu gosterilmigtir. Yapilan klinik g¢alismalarda
komplike deri, yumusak doku enfeksiyonlari ve komplike intraabdominal
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enfeksiyonlarda tigesiklin monoterapisi etkili bulunmustur. idrarla (%32) atilimi
dusuk oldugu icin Uriner sistem enfeksiyonlarinin tedavisinde kullaniimasi

onerilmemektedir (64, 65)

Bakterilerde tetrasiklinlere direngte, sitoplazmik membrandaki proteinler
ile ilacin enerjiye bagh olarak hicre digsina pompalanmasi, enzimatik olarak
tetrasiklinin  inaktive edilmesi, rRNA (ribozomal ribonukleik asit)'daki

mutasyonlar ve ribozomun sitozolik proteinlerle korunmasi rol oynar (66).

Kinolonlar: DNA sentezini direkt olarak inhibe eden tek antimikrobiyal
gruptur. Kinolonlar bakterilerde DNA replikasyonu icin gerekli olan DNA-giraz
(topoizomeraz 1) ve topoizomeraz IV enzimleri ile etkilesime girer, DNA'nin
replikasyonu ve RNA-polimeraz enziminin DNAya baglanarak mRNA
olusturmasi engellenir, sonugta da nukleik asit sentezi durur. Etkileri
konsantrasyona bagimli  bakterisidaldir.  Ofloksasin, levofloksasin ve
siprofloksasin, Acinetobacter spp. turlerine etki gdsterir. Direncgli Acinetobacter
enfeksiyonlarinda kombine tedavide siprofloksasin siklikla kullanilan bir ajandir.

Fakat gunimuUzde direncli kékenler 6n plandadir (67).

Florokinolon grubu antibiyotiklere kargi direng DNA giraz ve
topoizomeraz IV enzimlerindeki mutasyonlara, gegirgenlikte azalmaya veya

antibiyotigin aktif atimina bagh olabilmektedir (67).

Kolistin: Polimiksinler kimyasal olarak bes farkli bilesigi iceren
(polimiksin A-E) polipeptid antibiyotiklerdir. Klinik pratikte sadece polimiksin B ve
polimiksin E (kolistin) kullaniimigtir (68). Kolistinin hedefi bakteri hucre
membranidir. Katyonik bir peptid olan kolistin ile gram-negatif bakterilerin dig
membranindaki anyonik lipopolisakkarit (LPS) molekulleri elektrostatik iliskiye
girerler ve hicre membraninda dlzensizlie yol acgarlar. Kolistin, LPS
molekullerini stabil halde tutan magnezyum ve kalsiyumun yerini degistirerek
dis membranda bozulmaya ve olugsan permeabilite bozuklugu bakterinin
olumune neden olur. Kolistin konsantrasyona bagiml olarak etki gostermektedir.
Gram-negatif bakterilerde mutasyon ya da adaptasyon yolu ile kolistine karsi
direng gelisebilmektedir (69).

Son vyillarda ¢ogul ilaca direngli A. baumannii ve P. aeruginosa
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bakterilerinin neden oldugu enfeksiyonlarda ve 6zellikle de kolistin digindaki tum
antibiyotiklere direncli suglarin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde kolistin
kullaniimaktadir (68).

Sulfonamidler ve trimetoprim: Bakteriler folik asidi memeliler gibi
digardan alamadiklarindan, kendileri para-aminobenzoik asit (PABA)ten
sentezlerler. Sulfonamidler, PABA analoglaridir (antimetaboliti) ve dihidropteroat
sentetaz enzimi i¢in onunla yarisarak folik asid sentezine girerler ve folik asid
sentezini inhibe ederler. Sonugta bakterilerde RNA ve DNA sentezi bozulur.
Bakteriyostatik etkilidirler. Trimetoprim, bu sentez yolagi Uzerinde dihidrofolat
rediktaz enzimini inhibe eder. Sulfonamid+trimetoprim kombinasyonu, folik asid

sentez yolaginda ardisik inhibisyonla bakterisid etki yapar (70).

Sulfonamidlere karsi direng, siklikla kromozomal mutasyonlar sonucu
PABA'nin asiri sentezi ya da sulfonamidlere dusik afinite gosteren degisik bir

dihidropteroat sentetaz enziminin sentezlenmesi ile geligir (71).

Bakteriler tarafindan asiri dihidrofolat rediktaz enzimi sentezlenmesi,
trimetoprime gecirgenliginin kaybi ve plazmid veya transpozonlarda bulunan
genler tarafindan trimetoprime direngli yeni bir dihidrofolat rediktaz enzimi

sentezlenmesi trimetoprim direncine neden olabilmektedir (71).

A. baumannii izolatlar trimetoprim-silfametoksazole karsi yuksek
duzeyde direng gostermektedirler, ancak bu direncin genetik temeli ¢ok az
bilinmektedir. Trimetoprim direncinden, plazmid DNA'sI tarafindan taginan dhfr
geninin kodladigi dihidrofolat redlktaz enziminin sorumlu oldugu bildirilmigtir
(72).

2.2.8. Acinetobacter Turlerinde Karbapenemlere Karsi Olusan

Diren¢ Mekanizmalarini Belirleme Yontemleri

Karbapenemazlarin identifikasyonu igin ¢esitli fenotipik yontemler
geligtiriimigtir ve bu testler bu enzimlerin spesifik inhibitérleri kullanilarak
belirlenebilmektedir. Fenotipik testlerin klinik laboratuvarlarda rutin olarak hizl
ve dogru olarak uygulanilmasi klinik ve epidemiyolojik agidan énemlidir.

Oksasilinaz enziminlerini tespit eden guvenirligi onaylanmis ve
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standardize edilmis fenotipik bir test ginUmuize kadar gelistirilememigtir. Bu

enzimler ancak genotipik yontemler kullanilarak tespit edilebilmektedir (73).

MBL enzimi tasiyan bakterilerin tanimlanmasinda c¢esitli fenotipik
yontemler kullaniimaktadir. Ama bugune kadar bakterilerin MBL direng geni
tasidigini tesbit eden standart fenotipik yontemler ortaya konulamamistir (74).
MBL enzimleri aktif boélgelerinde serin yerine bir Zn*? iyonu bulunan enzimlerdir
ve metal selatéri olan EDTA ya da merkaptopropionik asit (MPA) ile inhibe

olurlar. Uygulanan fenotipik yontemlerin temelini bu inhibisyon olusturur (75).

Modifiye Hodge test; imipeneme duyarli bir bakterinin MBL Ureten bir
bakteri ile bir arada bulundugunda imipenem varliginda da ureyebilmesi
esasina dayanmaktadir. Bu test penisilinaz Ureten Neisseria gonorrhoeae
tespitinde kullanilan Hodge testinin  MBL Uretimini gdstermek igin
Staphylococcus aureus ATCC (The American Type Culture Collection) 25923
yerine E. coli ATCC 25922, penisilin diski yerine de imipenem diski kullaniimasi
ile modifiye edilmistir (40, 76).

Kombine disk testi; plak igerisine yerlestirilen 2 imipenem diskinden bir
tanesine EDTA eklendikten sonraki inhibisyon zon c¢api farkina goére
deg@erlendiriimenin yapildigi testtir. EDTA solusyonunun eklendidi imipenem-
EDTA diskinin inhibisyon zonu tek basina imipenem diski zon ¢apindan = 7 mm
ise bakteri MBL pozitif kabul edilmektedir. Kombine disk diflizyon testinde
imipenem-EDTA kombinasyonu disinda 2-MPA ile kombinasyonu da
kullanilabilir (77, 78).

Cift disk sinerji testinde; imipenem ve seftazidim diski ve bu disklerin
merkezinden 10mm uzagina daha once hazirlanan bos disk yerlestirilir. Bos
disk Gzerine EDTA veya MPA eklendikten sonra imipenem ve seftazidim diski
inhibisyon zonunun EDTA veya MPA eklenmis bos diske dogru geniglemesi

sinerjistik inhibisyon zonu olarak degerlendirilir (79,80).

MBL E Test yontemi; test stribinin bir tarafinda imipenem (IMP) diger
tarafinda imipenem ve EDTA bulunmaktadir. IMP\IMP-EDTA MiK (Minimal
inhibitdér konsantrasyon) oranlarinin 8 kat azalmasi ya da fantom zonunun

gériilmesi MBL pozitifligi olarak degerlendirilir (77). MiK degerlendirmek icin E
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test striplerinden bagka M.I.C. Evaluator striplerde (Oxoid, Ingiltere)

kullanilabilir.

Mikrodiliisyon testi; imipenem MIK degeri mikrodiliisyon yéntemi ile
dlclliir, sonra metal selatdrleri eklenerek tekrar MIK degerine bakilir, 8 kat

azalma MBL pozitif olarak degerlendirilir (79).

MBL tesbitinde kullanilan genotipik yontemlerin fenotipik yontemlere gore

duyarhh@i daha yuksektir (49).

Karbapenemazlarin tespit edilmesinde kullanilan PZR yodntemi ile;
bakterinin karbapenemaz geni tasiyip tasimadigini ve enzim tipini saptamak
olasidir. DNA problari kullanilarak da bu direng genleri tesbit edilebilir (49).
Molekuler ydntemlerin altin standardi ise dizi analizi, protein analizi ve klonlama
yontemleridir. Karbapenemazlari saptamak ic¢in kullanilan diger testler

izoelektrik odaklama yontemi ve spektrofotometrik yontemlerdir (81).

2.3. Tiplendirme Yontemleri

Tiplendirme yodntemleri baslica; hastane ve toplum kaynakl
enfeksiyonlarin belirlenmesi, direngli suglarin tanimlanmasi ve yayginliginin
belirlenmesi, enfeksiyon etkenlerinin  yayilliminin  belirlenmesi, salgin
arastirmalarinda epidemik suslarin kaynag ile yayihm yolunun belirlenmesi ve
hastalardaki epidemiyolojik iligkilerin ortaya konulmasi gibi amaclarla
kullaniimaktadir. Bu amagla kullanilan bir¢gok fenotipik ve genotipik tiplendirme

yontemi bulunmaktadir (4).
2.3.1. Fenotipik Yontemler

Bakterilerin identifikasyonunda anahtar olabilecek fenotipik 6zellikler
belirlenmistir. Fenotipik yontemler genetik Ozellikleri yansitir ve genellikle
bakterilere spesifiktir. Buna gore identifikasyon islemleri yapilir. Bir fenotip bir
patojen kokende ender olarak bulunuyorsa, bu fenotip tek basina kokenin
yayllma yolu hakkinda fikir verebilir. Ancak her zaman goérilebilen fenotipik
Ozelliklere sahip kokenler saptandiginda ek olarak alt tiplendirme yapilmalidir.

Fenotiplendirme icin siklikla kullanilan ydntemler arasinda; antimikrobiyal
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maddelere duyarllik, serotiplendirme, faj ve bakteriyosin tiplendirme, protein
elektroforezleri, biyokimyasal 0&zelliklerine gobre yapilan biyotiplendirme
sayllabilir (4, 82).

Antibiyotipleme; izolatlarin benzerliklerine gére gruplandirmak ve direng
gelisimini tespit etmek amaciyla kullaniimaktadir. Genellikle MIK ve disk
difizyon zon degerleri kullaniimaktadir. Tiplendirme igin antibiyogram
sonuglarinin  diger yontemlerle ve epidemiyolojik  verilerle  birlikte
degerlendiriimesi gerekmektedir. Bazen benzer olmayan suglar ayni
antibiyogram profilini gosterirken, bazen de enfeksiyon ataklari sirasinda

duyarllik profilleri degismektedir (4, 83).

Serotipleme; bazi c¢alismalarda suslarin serotiplemesi ile salginlar
tanimlanmigtir. Fakat serotiplemenin DNA-DNA hibridizasyon yoéntemleri ile
desteklenmesi gerekmektedir (4,84). Bu sistem hastane kaynakli salgin

calismalari icin umut vericidir fakat yogun emek gerektirmektedir (85).

Faj tipleme; Fransa ve diger Avrupa ulkelerinde Acinetobacter
izolatlarinin farkli epidemiyolojik calismalarinda gorilen faj tipleri (17 ve 124
numarall faj) salgin susu olarak izole edilmistir. Zaman alici olmasina ragmen
diger yontemlerle birlikte c¢alisildiginda kullanigh bir yontem olarak

tanimlanmaktadir (4).

Bakteriosin tiplemesi; DNA-DNA hibridizasyon teknidi ile birlikte
calisildiginda klinik olarak énemli Acinetobacter suslarinin tiplendiriimesinde

yararl bir tiplendirme yontemi olmaktadir (4).

Protein profilleri; Acinetobacter turleri ile ilgili epidemiyolojik ve
taksonomik caligsmalarda hem hudcre duvari proteini hem de tum hicre
proteinleri kullaniimigtir (4). Bu ydntem hastane salginlarinda ve endemik
ataklarda basar ile uygulanabilmektedir. TUm htcre proteinlerinin elektroforetik
analizi érnek hazirlama asamasinda hlcre duvari proteinlerine kiyasla daha

basit olmasi nedeniyle avantajli bulunmustur (86).

Biyotipleme; bakteri tur ayrimi saglar. Acinetobacterlerin tur ayriminda

glukozdan asit olusumu, jelatin hidrolizi, karbon kaynagi levulinate, sitrakonate,
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L-fenilalanin, fenil asetat, 4-hidroksi benzoat, L-tartaratin kullanimi, degisik
Isilarda Ureme Ozelligi (37°C, 41°C, 44°C) gibi biyokimyasal oOzellikler
kullaniimaktadir (13, 22). Acinetobacterlerde karbon asimilasyon testlerine
dayanan API 20 NE (bioMerieux, Fransa) ticari sistemi tlkemizde yaygin olarak
kullaniimaktadir. APl 20 NE bes tir (A. baumanni-calcoaceticus, A.
haemolyticus, A. Iwoffii, A. junii, A. johnsonii) tanimlayabilirken Biolog GN2
Sistem (Biolog, Hayward ABD) 15 tir tanimlayabilmektedir. Bu testlerin
duyarlilik ve tekrarlanabilirliginde problemler yasanmakta, ayirt etme yetenegi
yetersiz bulunmaktadir (4). Otomatize sistemlerde grup 1, 2, 3 ve 13TU
genomik turleri benzerliklerinden dolayr A. calcoaceticus-A. baumannii
kompleks olarak tanimlanmakta, alt tiplendirme igin 44°C’de Ureme varligi
arastinlip, Ureme oldugunda bakteri A. baumannii olarak tanimlanabilmektedir
(22). 2009 yihnda yapilan bir caligmada, VITEK2 otomatize sistem (bioMerieux,
Fransa) ile Acinetobacter izolatlarinin %75’'inin tir duzeyinde vyanhs
tanimlandigl tespit edilmistir. Dogru tanimlama igin genotipik yontemler
onerilmektedir (16, 87).

2.3.2. Genotipik Yontemler

Bakteri plazmidlerinin veya kromozomal DNAnin genotiplendirmesi,
fenotiplendirme yontemlerindeki olumsuzluklari ortadan kaldirip, epidemiyolojik
arastirmalarda daha guvenilir veriler saglamistir. Farkl tiplerin belirlenmesinde
kullanilan molekiler yéntemler, DNA dizisindeki farkliliklarin saptanmasina
dayanir. Yontem seciminde ayirici gug, Ustun bir tekrarlanabilirlik 6zelligi,
uygulama ve sonuglari degerlendirmedeki karmasikliklarin dikkate alinmasinin
yaninda, maliyet ve laboratuvarin yontemi uygulayabilme kapasitesi de buyuk
onem tasir. Genotiplendirme yéntemleri fenotiplendirmeye gore; tiplendirebilirlik,

tekrarlanabilirlik ve ayirici gu¢ yonunden daha Ustundur (82, 88).

Plazmid profili; epidemiyolojik ydnden incelenecek kokenlerin
plazmidlerinin ayrilarak, agaroz jel elektroforezi ile analiz edilmesine dayanan
bu yontem kolay, hizli ve tekrarlanabilir olma 06zelligine sahiptir. Plazmidler,
bakteri tlrleri ve hatta cinsleri arasinda basta konjugasyon olmak Uzere birgok

mekanizma ile nakledilebildiginden, hastanelerdeki epidemiler bazen tek
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kokenin yayllmasi ile degil, bir plazmidin yayilmasi ile ortaya ¢ikar. Epidemik
kokenin plazmid tasimamasi, birgok plazmidin kolayca kaybedilmesi veya
kazanilabilmesi ve birer ekstrakromozomal element olduklarindan dogal olarak
bakterinin genotipini yansitmamasi bu yontemin olumsuz yonlerini olusturur.
Diger trlerde plazmid saptanmaz iken A. calcoaceticus-A. baumannii kompleks

turinde 1-4 adet plazmid bulunmustur (4).

Ribotiplendirme; rRNA genleri evrim boyunca en fazla korunan
genlerdir ve teorik olarak tum bakterilerde bulunmaktadir. Bakteri DNA'sI E. coli
rRNA’'sindan dretilmis prob ile reaksiyona girmektedir. Bakteriyel kromozom
birkag kopya rRNA icermektedir ve sadece rRNA gen sekansini igeren
kromozom varliginda prob ile hibridizasyon mumkun olmaktadir. Hibridizasyon
sirasinda olusan bantlarin analizine dayali olarak bakteriler
gruplandiriimaktadir.  Bu ydntem  Acinetobacter igin ayrintih  olarak
tanimlanmigtir. Saflastirilmis DNA restriksiyon enzimleri ile kesilip, elektroforez
ile DNA pargalari ayristirildiktan sonra E. coli rRNA'sindan rekombinasyonla
elde edilen isaretli cDNA (tamamlayici deoksi ribonukleik asit) ile hibridizasyon
uygulanmaktadir. Yontemin tekrarlanilabilirligi  olduk¢a iyi bulunmustur.
Ribozomal gen modellerinin bir tar iginde nispeten stabil halde bulunmasi,
epidemiyolojik kdkenleri birbirinden ayirmada yontemin glcunu bir dereceye
kadar azaltir. Ribotiplendirme diger tip metodlarla kombine edilerek

kullanildiginda degerli epidemiyolojik bilgiler saglanabilir (4, 83).

Pulsed field gel elektroforezi (PFGE); yuksek oranda tekrarlanabilirlik
Ozelliginden dolayi, birgok arastirmaci tarafindan molekuler yontemler iginde
altin standart olarak kabul edilmistir. Bu yontemle DNA molekaulleri belirli zaman
araliklarinda birbirlerine  farkli agida  elektriksel alanlarin  etkisinde
birakilmaktadir. DNA molekulinin yonunu degistirmek icin uygulanacak
elektriksel akimin zamani molekulin buaydkligune bagh olmaktadir. DNA
molekulleri bir elektriksel akima uygun hareket ederken kisa bir sure sonra diger
akima uygunluk gostermek zorunda kalmaktadirlar. Boylece yaklasik bes
megabaz buyukligline kadar DNA pargalarinin ayirimina izin vermektedir Bu

yontemle cesitli blyuklikteki DNA fragmanlarini ayri ayri gérebilmek mamkin
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olmaktadir. Bakteriyel DNA'nin genomik duzeyde gosteriimesindeki iglemler
sirasinda buyuk DNA molekdllerinin pargalanmasi nedeniyle uygun kromozomal
DNA fragmanlarinin hazirlanmasi zor olmakta ve sonugta gbzlenemeyecek
kadar kiguk ve c¢ok sayida DNA fragmani elde edilmektedir. Bu nedenlerle;
PFGE yonteminde bakteri agaroz icine gomulerek in situ lizis sonucunda tek,
uzun kromozomal DNA hazirlanip, restriksiyon enzimleri kullanilarak
kesilmektedir. Olusan buydk DNA parcalari PFGE ile agaroz jelde
yurutilmektedir. Bdylece total genomik DNA farkli elektroforetik hareketlerle

degisik sayida restriksiyon fragmanlarina ayrilmaktadir (88, 89)

Acinetobacter kokenlerinin DNA's! izole edildikten sonra Apal, Smal ve
Nhel restriksiyon enzimleri ile pargalanmasi sonucu olusan DNA parcalarinin
uzunluk polimorfizmi gosterilmektedir. Bu yontem, A. baumannii i¢in salginlarda
veya bir hastanin izole edilen farkli kokenlerin tiplendiriimesinde yararh bir
metottur. Dezavantaji, pahali ve uzun sureye ihtiyag duyulmasidir. PFGE
oldukga ayirt edici ve epidemiyolojik ¢alismalar icin ¢ok yararl bir metottur (4,
88, 89, 90).

Southern blotting ve restriksiyon fragman uzunluk polimorfizmi
(RFLP); gen belirleme icin tam kromozomal DNA bir restriksiyon enzimi ile
kesilir ve pargalar agaroz jel icinde elektroforez ile ayrilir. Pargalar, agaroz
jelden nitrosellloza veya naylon membrana gecirili. Membrana bagh nikleik
asit daha sonra bir veya daha cok isaretli ve incelenen gen ile homolog olan
prob ile hibridize edilir. Restriksiyon fragman uzunluk polimorfizm analizinde
sadece problarla hibridize olan DNA parcalari goérulir hale geldigi icin

sonuglarin analizi de buyuk dl¢ide kolaylagmistir (82, 91).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) temelli yontemler; 50-2000 baz
cifti DNA veya RNA'nin tek zincirinin bir yari otomatik sistem icinde birkag
saatte primerler kullanilarak bir milyondan fazla kat ¢odalmasini saglayan Ug
basit reaksiyonun bir dongu halinde tekrarlanmasidir. Duyarlilik ve 6zgulligu
yuksek ve hizli bir yontem olmasi, mikroorganizmalarin ve urunlerin direkt
olarak tiplendiriimesi yararli 6zellikleridir. Buna karsin, kontaminan DNA'nin

amplifikasyonuna ya da epidemi ile ilgisi bulunmayan mikroorganizmalarin ¢ok
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benzer niukleik asit siralarinin tanimlanmasina baglh olarak yanlis pozitif sonug
vermesi, primerlerin sadece hedeflenen nukleik asit sirasini tanimlamasi da,
epidemiyolojik arastirmalarda PZR’nin gulvenilirligini azaltan baslica olumsuz
Ozelliklerdir (82, 88, 91).

A. baumannii’nin tiplendirimesinde kullanilan Arbitrarily Primed
Amplification (AP)-PZR yonteminde hedefe bagl kalinmadan, rastgele secilmis,
kisa primerler kullanilarak, agaroz jel elektroforezinde farkli bant profilleri
olusturabilecek, degisik uzunluklarda DNA amplifikasyon drinleri elde
edilmektedir. Uygulama kolayhgi, kisa surede sonug¢ verebilme ozellikleri ve
nispeten ucuz olmalarindan dolay! yaygin kullanim alani bulan bu yontemlerin
en oOnemli dezavantaji henlz standardizasyonun saglanamamis olmasidir.
Ayrim gucl primerlerin baz dizilimi ve amplifikasyon kosullarina goére
degismektedir. Patern farkliiginin yorumlanmasinda kabul gérmus bir kural
yoktur. Laboratuvar ici ve laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirlik orani yuksek
degildir. Bu sorunlari gidermek icin kullanilan hedef DNA ekstraksiyon protokolU,
DNA konsantrasyonu, primerlerin baz dizilimi ve konsantrasyonu, MgCl,
konsantrasyonu, tampon ve Taq DNA polimeraz enziminin ¢alisma suresince
sabit tutulmasi gerekmektedir. Laboratuvarlar arasi standardizasyonu saglamak
icin, M13 olarak bilinen tniversal primerin kullaniimasi; sonuglarin guvenilirligini
arttirmak icin standardize edilmis amplifikasyon karisimi, ayni is1 dongu
cihazinda (thermalcycler) standart bir amplifikasyon protokollyle uygulanmalidir
(88, 91).

A. baumannii'nin tiplendirimesinde ERIC (Enterobacterial Repetitive
Intergenic Consensus)-PZR, REP (Repetetive Extragenic Palindromic
Sequence Based Metod)-PZR, AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism Analysis), RAPD (random amplified polymorphic DNA)

yontemleride alternatif yaklasimlar olarak kullaniimaktadir (18, 92).

DNA dizi analizi ya da sekanslama; gen yapisi ve genetik kontrol
mekanizmalari hakkinda birgok bilgi edinmemizi saglar. DNA birincil yapilarinin
tayininde ve nukleotid baz diziliminin belirlenmesinde kullanilan ydntemdir.

Analiz bir nukleik asit dizisinin digerine hibridizasyonuna dayanir. Bu
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hibridizasyon sirasinda radyoaktif ya da radyoaktif olmayan maddelerle
isaretleme yapilir. DNA hibridizasyonu sonrasi ¢ift zincirli DNA tek zincirli hale
getiriimek Uzere denatlre edilir ve sonra isaretlenmis komplementer tek zincirli

DNA probuna baglanma oranini belirlemek igin élgtim yapilir (88).
Birbirinden farkh iki yontem kullaniimaktadir. Bu iki yontem;
1- Maxam ve Gilbert’in kimyasal kirilma yontemi (93)
2- Sanger-Coulson’un zincir sonlanma yontemi. (94)

Otomatik analizde de Sanger’ in enzimatik DNA sentezine dayanan zincir
sonlanma yontemi kullanilir. Bu yontem DNA polimerazlarin dNTP’ler yaninda
deoksiribozun 3’ pozisyonunda OH grubu tagsimayan ddNTP’leri de kullanmalari
esasina dayanir. Sentezlenen DNA iplik¢igine dNTP eklendiginde uzama devam
ederken, ddNTP eklenmesi halinde zincir uzamasi durmaktadir. Otomatik DNA
dizi analiz cihazlan basit olarak, sabit bilgisayarda yukli programlar ile bu
programlarin yonettigi elektroforez sistemini icerir. DNA dizi analizi cihazlarinda
alti bazdan 1000 baza kadar guvenli okuma yapilabilmektedir DNA dizi analizi

maliyeti pahali ve sonugclarin yorumlanmasi yontnden en zor yontemdir (88).
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3. GEREG VE YONTEM

Bu c¢alisma, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Komisyonu tarafindan 2011-114 numarali proje ile destek saglanarak
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tip Fakiltesi Saglik Uygulama ve
Arastirma Merkezi (COMU-SUAM) Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Laboratuvar’'nda, Aralik 2008 — Kasim 2011 tarihleri arasinda izole edilen A.

baumannii suslari ile gergeklestirildi.

3.1. Calismada Kullanilan Besiyeri, Kimyasallar ve Ayiraglarin

Hazirlanmasi
3.1.1. Besiyerleri:

Eosin Methylene Blue(EMB), triple sugar iron (TSI) agar, Mueller Hinton
agar (MHA) ve deoxyribonuclease (DNaz) besiyerleri (Salubris Turkiye) hazir

alinmistir. Laboratuvarda hazirlanan besiyerleri asagidaki sekilde hazirlanmigtir;

Mueller Hinton buyyon (MHB): Toz MHB (Becton Dickinson and
Company ABD)’den 22 gr alinarak, hacim distile su ile 1000 mlI'ye tamamlandi.
Manyetik karistiricida (Wisd WiseStir MSH-20D Almanya) eritildikten sonra
deney tlplerine 2’ser ml dagitildi. Otoklavda (Hirayama, Hiclave HG-80
Japonya) 121°C’de 15 dk tutularak sterilizasyon saglandi.

Beyin kalp infiizyon (BHI) buyyonu: Toz BHI (Oxoid ingiltere)den 37 gr
alinarak hacim distile su ile 1000 ml'ye tamamlandi. Manyetik karistiricida
eritildikten sonra deney tuplerine 5’er ml dagitildi. Otoklavda 121°C’de 15 dk

tutularak sterilizasyon saglandi.

Jelatinaz besiyeri: 120 gr jelatinin (Riédel de haén, Almanya) hacmi
distile su ile 1000 ml'ye tamamlanip su banyosunda (Memmert Almanya) eritildi.
icine 8 gr nutrient broth (Merck Almanya) ilave edilip tekrar su banyosunda
eritildikten sonra deney tuplerine 5’er ml dagitildi. Otoklavda 121°C’de 15 dk

tutularak sterilizasyon saglandi.
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%1 glukozlu oksidasyon fermentasyon (Glukoz O-F) besiyeri: O-F
basal mediumun (BBL/ABD) hacmi distile su ile 150 mlye tamamlanip
karistinlip kaynatildi. Su banyosunda 56°C’ye kadar sogutulup deney tlplerine
5er ml dagitildi. Otoklavda 121°C’de 15 dk tutularak sterilizasyon saglandi.
Sonrasinda su banyosunda 50°C’ye kadar sogutuldu. Uzerlerine %10’luk glukoz

solisyonundan 0,5 ml eklendi.

Lurian-Bertani (LB) buyyon: Toz LB (Becton Dickinson and Company
ABD)'den 25 gr alinarak hacim distile su ile 1000 mI’'ye tamamlandi. Manyetik
karistiricida eritildikten sonra otoklavda 121°C’de 15 dk tutularak sterilizasyon

saglandi.
3.1.2. Kimyasallar ve Ayiraglar

Katalaz ayiraci: 2 ml hidrojen peroksit (H.O2) (Sigma ABD), 8 ml distile

su ile karistirilarak %3’ltik H,O, hazirlandi.

Kovacs ayiraci: N, N, N, N-Tetrametil-p-fenilenediamin hidroklorurin
(Sigma ABD) distile sudaki %1’lik eriyigi hazirlandi.

DNaz miyan: 97,2 ml distile su ile 2,8 ml %37’lik hidrojen klortr (HCI)

(Riédel de haén, Almanya) karistirilarak hazirlandi.

%10’luk glukoz solisyonu: 10 gr glukoz (Merck Almanya) hacmi distile

su ile 100 ml'ye tamamlandi. 0,2 pym’lik filtre kullanilarak stzulda.

EDTA solisyonu: 0,5 M EDTA solisyonu hazirlamak igin; 186,1 g
disodium EDTA.2H,O (Sigma ABD) 1000 ml distile suda ¢6zuldi ve NaOH
(Merck Almanya) kullanilarak pH 8,0'e ayarlandi.

0,5 McFarland bulaniklik tipu: 2012 Klinik ve Laboratuvar Standartlari
Enstitist (Clinical and Laboratory Standarts Institute-CLSI) Onerilerine goére
hazirlandi (95).

5X Tris-Borik asit-EDTA (TBE) Tamponu: 54 gr trisbase (Sigma ABD),
27,5 gr borik asit (Sigma ABD), 900 ml distile karistirilip manyetik karistiricida
eritildi. 20 ml 0,5 M EDTA solUusyonundan karigtirilip son hacim 1000 ml olacak
sekilde distile su ile tamamlandi.
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3.2. Orneklerin Toplanmasi

Calismada COMU SUAM’da yatan hastalarin kiiltirlerinden HE etkeni
olarak 2009-2011 tarihleri arasinda izole edilen, karbapenemlerde dahil olmak
uzere c¢ogul ilaca direncgli A. baumannii kokenleri kullanildi. Ayni hastaya ait
birden fazla klinik érnekte A. baumannii Uremesi olan hastalarin izolatlarinin
antibiyotik duyarllik paternleri incelenerek, iki hasta digsinda her hastadan bir

tane izolat calismaya dahil edildi.

3.3. Bakterilerin Kiiltiirii ve identifikasyonu

Hastanemizde yatan hastalardan HE etkeni olarak izole edilen, VITEK2
cihazi (Biomeriux Fransa) ile A. baumannii kompleks olarak isimlendirilen suglar
boncuklu saklama besiyerinde -80°C’de saklandi. Stoklanmis bakteriler ve
ATCC A. baumannii 19606 susu calisma aninda iki kez EMB agara pasajlandi
ve 37°C’ye ayarli inkUibatorde (Memmert Almanya) 24 saat inkibe edildi.

izolatlarin ve ATCC susunun A. baumannii olduklarini dogrulamak igin
oncelikle Gram boyama yapilip gram negatif kokobasil olarak gorilen izolatlar
konvansiyonel yontemlerle tekrar tanimlandi. Bu amagla katalaz, oksidaz, DNaz
enzimlerinin varli§i aragtirldi. TSI agar, jelatinaz ve glukoz O-F besiyerlerine

ekim yapildi. Cukur lamda hareket ve 44°C'de Ureme bakildi.

3.3.1. Katalaz testi: Bu test, katalaz enzimi bulunduran bakterilerin
hidrojen peroksiti katalize ederek, oksijen ve suya ayrilmasini saglama esasina
dayanir. Temiz bir lam Uzerine bir damla katalaz reaktifi %3 H,O, damlatilip,
uzerine steril 6ze ile alinan koloni karistirildi. Gaz kabarciklarinin goéruimesi

pozitif, gérilmemesi ise negatif olarak degerlendirildi (96).

3.3.2. Oksidaz testi: Hazirlanan Kovacs ayiraci kurutma kagidina
damlatildi. Koloniden alinip ayiragli kagida surtldiginde 10 saniye iginde mor
rengin olusmasi pozitif olarak, olusmamasi ise negatif olarak degerlendirildi
(96).

3.3.3. DNaz ekimi ve degerlendirilmesi: DNaz besiyerinin ortasina

nokta ekim yapildi. 37°C’de bir gece inklbe edildi. Plak ylzeyine tim yuzeyi
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kaplayacak sekilde DNaz miyari dokuldd. Koloni gevresinde HCI ve DNA
birlesmesi sonucu presipitasyon gozlendiginde (besiyeri matlagtiginda) DNaz

negatif olarak yorumlandi (97).

3.3.4. TSi agar besiyerinin ekim ydntemi ve degerlendirilmesi:
Petride tek dusen koloniye dokundurulan igne 6ze ile alinan bakteriler 6nce
besiyerinin dik kismina batirilarak sonra yatik kisminin yuzeyinde zik zak
cizilerek ekim yapildi. Ekimler 37°C’de 24 saat inkilbe edildi, fermantatif veya

nonfermantatif olmasi incelendi (97).

3.3.5. Jelatinaz besiyeri ekimi ve degerlendilmesi: Petride tek disen
koloniye dokundurulan igne 6ze ile alinan bakteriler besiyerine dik batirilarak
ekim yapildi. Ekimler 37°C’de 48 saat inklibe edildi. Degerlendirme yapilmadan
once tupler +4°C'de bekletildi Hidroliz olusumu sonucu jelde erime olup

olmadigi gozlendi (97).

3.3.6. Glukoz O-F besiyeri ekimi ve degerlendirilmesi: Petride tek
dusen koloniye dokundurulan igne oOze ile alinan bakteriler besiyerine dik,
yuzeyden 1-1,5 cm derinlikte olacak sekilde iki U¢ kez batirilarak ekim yapildi.
Ekimler 37°C’de 48 saat inkube edildi, sadece tupun ust kisminda gorulen renk

degisikligi glukozdan oksidasyon varligi olarak degerlendirildi (97).

3.3.7. Qukur lamda haraket bakilmasi: BHI buyyona tek koloniden
pasaj yapildi ve 37°C’lik inkUbatorde iki saat bekletildi. Cukur lamda hazirlanan

asil damla yontemi ile hareket arastirildi (97).

3.3.8. 44°C’de ureme: BHI buyyonunda bir gece 37°C’de duretilmig
bakteri sUspansiyonundan 5 ml, ayni besiyerini igeren tlipe bir damla
damlatildiktan sonra tlip 44°C’lik su banyosuna konuldu, 24 ve 48 saat sonra

uremeleri de@erlendirildi (97).

3.4. Bakterilerin Antibiyotik Duyarliliklarinin Belirlenmesi

izole edilen bakterilerin ve ATCC A. baumannii 19606 susunun antibiyotik
duyarhliklarinin belirlenmesi; karbapenemler haric Mueller Hinton agar ve

standart antibiyotik diskleri (Oxoid Ingiltere) kullanilarak CLSI'ya gére disk
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difizyon test yontemiyle, karbapenemler ise MHA ve M.l.C.Evaluator stripleri
(Oxoid Ingiltere) kullanilarak Ureticisinin onerilerine gére yapilip, yorumlandi.
Kalite kontrol kokeni olarak P. aeruginosa ATCC (American Type Culture
Collection) 27853 ve E. coli ATCC 25922 kullanildi (95).

3.4.1. Disk Difiizyon Yontemi

Disk difuzyon yonteminde kullanilan antibiyotik diskleri sunlardir:
Ampisilin-sulbaktam (SAM, 10/10ug), piperasilin (PRL, 100ug), piperasilin-
tazobaktam (TZP, 100/10ug), tikarsilin (TIC, 75ug), tikarsilin-klavulanik asit
(TIM, 85ug), seftazidim (CAZ, 30ug), seftriakson (CRO, 30ug), sefepim (FEP,
30ug), gentamisin (GN, 10ug), amikasin (AK, 30ug), tobramisin (TOB, 10ug),
netilmisin (NET, 30ug), siprofloksasin (CIP, 5ug), levofloksasin (LEV, 5ug),
tetrasiklin (TET, 30ug), doksisiklin (DO, 30ug), minosiklin (MiN, 30ug), kolistin
(COL, 10ug), trimetoprim-sulfametoksazol (SXT, 1.25/23.75ug), polimiksin B
(PB, 300ug).

Bakteri susglarinin yogunlugu 0,5 Mc Farland bulanikhiginda olacak
sekilde MHB’ta suspanse edildi ve bir ekivyon yardimi ile MHA ylUzeyine ekim
yapildi. Plaklar 3-5 dakika kuruduktan sonra tUzerine duyarliliklari incelenecek
olan antibiyotik diskleri merkezden merkeze en az 24 mm arayla yerlegtirildi.
37°C’de 24 saat inkube edildi. Zon caplari kumpas yardimiyla Olculerek,
netilmisin, kolistin ve polimiksin B disindaki antibiyotikler CLSI kriterlerine gore,
netilmisin ise EUCAST (The European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing) kriterlerine gére duyarl, orta duyarli ve direngli olarak
degerlendirildi (95, 98). Kolistin ve polimiksin B i¢cin CLSI ve EUCAST
kriterlerinde Acinetobacter spp. igin degerlendirmede kullanilan zon c¢api
bulunmadigi icin bu antibiyotikleri degerlendirmede CLSI kriterlerine gore P.
aeruginosa’da kullanilan zon c¢aplari kullaniimistir (95). Calismamizda

degerlendirmede kullanilan sinir degerler Tablo 3.1’de gosterilmektedir
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Tablo 3.1. Disk difuzyon testinin yorumlanmasinda kullanilan zon gaplari (mm)
(95, 98)

Antibiyotik Direncli Orta Duyarl Duyarh
Ampisilin-sulbaktam <N 12-14 215
Piperasilin <17 18-20 221
Piperasilin-tazobaktam <17 18-20 221
Tikarsilin <14 15-19 =20
Tikarsilin-klavulanik asit <14 15-19 =20
Seftazidim <14 15-17 218
Seftriakson <13 14-20 =21
Sefepim <14 15-17 =18
Amikasin <14 15-16 =17
Gentamisin <12 13-14 215
Tobramisin <12 13-14 215
Netilmisin * <15 - =215
Siprofloksasin <15 16-20 =21
Levofloksasin <13 14-16 217
Tetrasiklin =11 12-14 =15
Doksisiklin <9 10-12 =13
Minosiklin <12 13-15 =16
Kolistin ** <10 - =1
Trimetoprim-Sulfametoksazol <10 11-15 =16
Polimiksin B ** <N - 212

*EUCAST’a (98) gbre yorumlandi.

*CLSI'daki (95) P. aeruginosa zon ¢aplarina gére yorumlandi.
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3.4.2. MIK degerlendirme

A. baumannii klinik izolatlarina karsi imipenem ve meropenemin MiK
degerleri M.l.C.Evaluator strip (Oxoid, ingiltere) ile belirlendi. Elde edilen saf
bakteri kolonilerinden MHB’de 0,5 McFarland Standard bulanikhdina es
suspansiyonlar elde edildi. Hazirlanan suspansiyon steril pamuklu ekivyon
cubugu yardimi ile MHA yuzeyine surulerek ekildi, 3-5 dk kurutulduktan sonra
meropenem (MEM, 0,002ug/ml) ve imipenem (IMP, 0,002ug/ml) M.1.C.Evaluator
stripleri yerlestirildi. 37°C de ve 24 saat inklibasyon sonucunda elips seklindeki
inhibisyon zonunun striple kesistigi nokta sayisal MIK degeri olarak kabul edildi.
Sonuglar CLSI'nin sinir degerleri baz alinarak degerlendirildi (95). Testin

degerlendiriimesinde kullanilan sinir degerler Tablo 3.2’de gosterilmektedir.

Tablo 3.2. MIK testinin yorumlanmasinda sinir degerler (ug/ml) (95)

Antibiyotik Direngli Orta Duyarl Duyarh
imipenem > 16 8 <4
Meropenem =16 8 <4

3.5. MBL Varliginin Arastiriimasi
3.5.1. Cift Disk Sinerji Yontemi:

Bu yontemde imipenem, seftazidim ve bos antibiyotik diskleri ile EDTA

solUsyonu kullanildi.
1- Bakteriler 0.5 Mc Farland bulanikhdina gore ayarlanip MHA’a yayildi.

2- 10 pyg imipenem diski, 30 ug seftazidim diski ve bu disklere uzakhgi
10mm mesafe olacak sekilde bos disk MHA’a yerlestirildi.

3- Daha once hazirlanan 0.5 M EDTA solusyonundan bos disk Uzerine

10ul eklendi. Petriler 37°C'de 24 saat inklbe edildi ve sonuglar degerlendirildi.
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Inklibasyon sonrasi imipenem-EDTA ve seftazidim-EDTA arasindaki
klguk bir sinerjistik inhibisyon zonunun bile bulunmasi MBL varligi agisindan
pozitif olarak degerlendirildi (99, 100).

3.5.2. Modifiye Hodge Testi:

1- Once MHA’a yogdunlugu 0.5 Mc Farland bulanikhi§ina esdeger olarak
ayarlanmis olan imipeneme duyarli E. coli ATCC 25922 kokeni indikator

mikroorganizma olarak steril ektvyon ile yayildi.

2- Petri kurutulduktan sonra 10 pg imipenem diski petrinin ortasina

yerlestirildi.

3- Her petride dort kokene bakilabilecek sekilde denenecek olan

Acinetobacter suslari disk kenarindan perifere dogru diz gizgi seklinde ekildi.
4- Petriler bir gece etlivde inkiibe edildi ve degerlendirildi.

inkiibasyon sonrasinda E. coli'ye ait inhibisyon zonunda yonca yapragi
seklinde gorulen bozulma MBL uretimi yoninden pozitif olarak degerlendirildi
(99, 100).

3.6. Molekiiler Yontemler

A. baumannii izolatlarinda ve ATCC A. baumannii 19606 susunda DNA,
GeneJET Genomic DNA Purification Kit (Fermentas ingiltere) kullanilarak
firmanin talimatlarn dogrultusunda izole edildi. Suslar arasindaki klonal iligkiyi
ortaya koymak igin M13 ve DAF4 primerleri kullanilarak AP-PZR yapildi,
suslarda karbapenemaz enzimlerinden oksasilinaz ve MBLlerin varligi
multipleks PZR ile arastirildi. Pozitif bulunan enzimler i¢in sekanslama yapildi.
Ayrica plazmid kaynakli karbapenemaz enzim varligini arastirmak icin GeneJET

Plasmid Miniprep Kiti (Fermentas ingiltere) ile plazmid arastirildi.

3.6.1. DNA ekstraksiyonu: GCalismada GeneJET Genomic DNA
Purification Kit (Lot No: 00092519, Cat No: K0721) kullanildi. TSi agarda

ureyen A. baumannii kolonileri, 1,5 ml LB broth bulunan 2 ml ’lik mikrosantrifij
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tiptinde 2x10° (7 Mc Farland bulanikhi§i) bakteri olacak sekilde siispanse edildi,
10 dk 5000 g'de santriflj (Eppendorf Almanya) yapildi ve supernatant atild1.

Yikama solusyonlari igin g¢alisma o©Oncesi hazirhk: Yikama

solusyonlarindan 10’ar ml alinarak 30 ml %100 alkol ile karistirildi.
1- Olusan pellet 180 ul digestion solusyonu ile resispanse edildi.
2- 20 pl proteinaz K solusyonu eklenip, vorteksle iyice karistirildi.

3- 56°C’de karistirici su banyosunda htcreler tamamen eriyene kadar
yaklasik 30 dk bekletildi.

4- 20 ul RNaz solusyonu eklenip, vortekslendi ve oda sicakhginda 10 dk
inklbe edildi.

5- 200 pl lizis solusyonu eklendi. Vorteksle homojen bir karigim elde

edinceye kadar, yaklagik 15 sn karigtirildi.
6- 400 pl %50 lik etanol eklendi ve vorteksle karistirildi.

7- Hazirlanan karisim koleksiyon tup icine alinmis olan Genedet

Genomic DNA Purification kolona aktarildi.
8- Kolon 6000 g’'de 1 dk santriflj edildi.

9- icinde sivi bulunan koleksiyon tlipl atilip, purifikasyon kolonu yeni 2

ml’lik koleksiyon tlp i¢ine alindi.
10- 500 pl yikama soltusyonu 1 (%100'luk etanol eklenmis olan) eklendi.

11- 8000 g'de 1 dk santrifij edildi. Sivi atilip, purifikasyon kolonu ayni
koleksiyon tupune konuldu.

12- Purifikasyon kolonuna 500 ul yikama solisyonu 2 (%100'lUk etanol

eklenmig olan) eklendi.
13- 13000 g’de 3 dk santrifdj edildi.

14- Purifikasyon kolonunda kalan siviyr atmak icin koleksiyon tupu
bosaltilip, 13000 g’de 1 dk tekrar santrifuj edildi.
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15- Koleksiyon tupu atildi, purifikasyon kolonu temiz bir mikrosantrifij

tupune alindi.

16- Purifikasyon kolonun merkezine 200 pl yikama solisyonu eklendi,
oda sicakliginda 2 dk inkiibe edilip, 8000 g'de 1 dk santriflj edildi.

17- DNA veriminin yuksek olmasi icin yikama agamasi 200 pl yikama

solusyonu ile tekrarlandi.
18- Purifikasyon kolonu atildi.
19- Tupteki sivida ekstrakte edilmis DNA kald1.
Elde edilen DNA galismada kullanilana kadar -20°C’ye kaldirildi.

3.6.2. PZR bazl tipleme (AP-PZR): PZR karisimi son ¢alisma hacmi 25
pl olacak sekilde ayarlandi. Son igerikleri; 1X tampon sollsyonu, 25 pM M 13
primeri (5-GAGGGTGGCGGTTCT-3'), 1.5 mM MgCI2, dATP, dGTP, dCTP,
dTTP nin her birinden 400 pyM, 1 U Tag DNA polimeraz olacak sekilde steril
bidistile suya eklenip karisim olusturuldu. Son olarak 2 yl DNA ekstrakti eklendi.
DAF4 (DNA amplification fingerprinting) primerinden (5-CGGCAGCGCC-3))
25pM kullanilarak ayni karisim hazirlandi. Isi déngu cihazinda (Eppendorf
Almanya); M13 primeri i¢cin amplifikasyon programi: 94°C’de 2 dk, 35 siklus
94°C’de 20 sn, 50°C’de 1dk ve 72°C’de 20 sn, son olarakta 72°C’de 5 dk olacak
sekilde uygulandi. DAF4 primeri igin amplifikasyon programi: 94°C’de 2 dk, 45
siklus 94°C’de 40 sn, 45°C’de 40sn ve 72°C’de 40sn, son olarakta 5 dk 72°C’de
olacak sekilde uygulandi. Elde edilen PZR UrinU %1'lik agoroz jelde 100 V
akim uygulanarak 45 dk elektroforezde (Wealtec ABD) yurutuldi, UV lamba ile
incelenerek goéruntlu fotograflandi. Olusan bantlara goére izolatlar arasi farkh
paternler degerlendirildi (101, 102). Géruntlilemede 80-10.000 bp DNA ladder
(Fermentas, ingiltere, Lot no: 00091136) ve 1 kb DNA ladder (Fermentas,
ingiltere, Lot no: 00092189) kullanildi (Sekil 3.1). Pozitif kontrol olarak ATCC A.

baumannii 19606, negatif kontrol olarak steril deiyonize su kullanildi.

38



GeneRuler™ DNA Ladder Mix bpngl0Spg %
0’GeneRuler™ DNA Ladder Mix,
ready-to-use

bp ng/0.5 pg

-

O R O DD T
==

S EC05

oooootooe
-h

=1
IO IAIG0 LX)
-

-

ahhhohihhoosaoas *
o O

I
-
2
s
n
o
<
o ©oooootesd

2
S
3
o
-

— 750 250
250
— 250 250

-

00 120
0 4

1% Topshon® LE GO Agarcee &R0491)
|
g
o
[=]

0.5 pg/lane, & cm kngth gel, 0.5 potana, 8 cm length gel,
1XTAE, 7 Wem, 45 min 1XTAE, 7Vim, 45 min

Sekil 3.1. 80-10.000 bp DNA ladder (sol), 1 kb DNA ladder (sag)

3.6.3. Karbapenemaz genlerinin arastinimasi (Multipleks PZR):
Karbapenamaz enzimlerinin arastirilmasi amaciyla Tablo 3.3’teki primer ciftleri
ile OXA-23, OXA-24, OXA-51 ve OXA-58 ilk grup, IMP, VIM, SIM ve SPM ikinci
grup olacak sekilde multipleks PZR yapildi. Son ¢alisma hacmi 25 ul olacak
sekilde ayarlandi. Son igerikleri; 1X tampon solusyonu, her primerden 12.5 pM,
MgCI2 1.5 mM, dATP, dGTP, dCTP, dTTP nin her birinden 200 yM, 1.5 U Taq
DNA polimeraz olacak sekilde steril bidistile suya eklenip karigim olusturuldu.
Son olarak 3 pl DNA ekstrakti eklendi. Isi dongu cihazinda; amplifikasyon
programi: 94°C’de 3 dk., 35 siklus 94°C’de 45 sn, 57°C’'de 45 sn ve 72°C’'de 1
dk, son olarakta 72°C’de 5 dk olacak sekilde uygulandi. Elde edilen PZR Urinu
%1 lik agoroz jelde 100 V akim uygulanarak 45 dk yurataldia, UV lamba ile
incelenerek, goruntu fotograflandi. Olugsan bantlara gore gen varligi arastirildi
(103, 104). Gériintilemede 80-10.000 bp DNA ladder (Fermentas, ingiltere, Lot
no: 00091136) ve 1 kb DNA ladder (Fermentas, ingiltere, Lot no: 00092189)
kullanildi (Sekil 3.1). Pozitif kontrol olarak ATCC A. baumannii 19606, negatif

kontrol olarak steril deiyonize su kullanildi.
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Tablo 3.3. Karbapenemaz aranmasinda kullanilan primer giftleri (52, 105).

OXA-23-likeF | 5-GAT CGG ATT GGA GAA CCA GA-3

OXA-23-likeR | 5-ATT TCT GAC CGC ATT TCC AT-3

OXA-24-likeF | :5-GGT TAG TTG GCC CCC TTAAA-3’

OXA-24-likeR: | 5'- AGT TGA GCG AAAAGG GGATT-3’

OXA-51-likeF: | 5-TAATGC TTT GAT CGG CCT TG-3

OXA-51-likeR: | 5-TGG ATT GCACTT CAT CTT GG-3

OXA-58-likeF | :5-AAG TAT TGG GGC TTG TGC TG-3’

OXA-58-likeR | 5-CCC CTC TGC GCT CTA CAT AC-3

IMP1-F 5-CTA CCG CAG CAG AGT CTT TGC-3
IMP1-R 5-GAACaACCAGTTTTG CCT TAC C-3
SPM-F 5-CCT ACAATC TAACGG CGACC-3
SPM-R 5-TCG CCG TGC CAG GTATAAC-3’
VIM-F 5-TCTACATGACCG CGT CTG TC-3
VIM-R 5-TGT GCTTTGACAACGT TCG C-3
SIM-R 5-GTA CAA GGG ATT CGG CAT CG-3
SIM-F 5-TGG CCT GTT CCCATG TGAG-3’

3.6.4. Sekanslama: Sekanslama icin bes susta ayrica PZR yapildi ve
dizi analizi igin lontek (istanbul) laboratuvarina génderildi. Sanger’ in enzimatik

DNA sentezine dayanan zincir sonlanma yontemi kullanildi.

3.6.5. Plazmid ekstraksiyonu: GeneJET Plasmid Miniprep Kiti (Lot No:
00091675, Cat No: K0502) ile caligildi. TSI agarda dreyen A. baumannii
kolonileri, 10 ml LB broth bulunan 15 ml'lik santriflj tipUne ekildi. Bir gece
etlvde inkube edildikten sonra, 10 dk 5000 g'de santrifije (Universal Almanya)

edildi ve supernatant atildi.

40




Calisma oncesi hazirlik: 20 ml yikama soltusyonu ile 35 ml %100 alkol

karigtinldi. Stispansiyon solisyonu i¢ine RNaz solusyonu eklendi.

1- Pelletteki hicreler 250 pl resuspansiyon solisyonu (RNaz sollisyonu
eklenmis olan) ile resutspanse edilip, mikrosantrifij tlplne aktarildi ve

vortekslendi.

2- 250 pl lizis solusyonu eklendi. Solusyon visk6z olana kadar ve sivi

temiz gorunene kadar tup 4-6 kere nazikge galkalandi.
3- 350 ul nétralizasyon solisyonu eklenip, 4-6 kere nazikge calkalandi.
4- 12000 x g'de 5 dk santrifuj edildi.
5- Supernatant kismi GeneJet spin kolona pipetle aktarildi.
6- 1 dk 12000 x g’de santriflij edildi.
7- Alta gecgen sivi atildi ve spin kolon ayni tupe geri konuldu.

8- 500 pl yikama solusyonu (%96-100lUk etanol eklenmis olan) spin
kolona eklendi. 12000 x g'de 30-60 sn santriflj edildi ve sivi atildi. Ayni

koleksiyon tupune spin kolon geri konuldu.

9- Tekrar 500 pl yikama solusyonu (%100’lik etanol eklenmis olan) spin
kolona eklenip. 12000 x g'de 30-60 sn santrifuj edildi ve sivi atildi. Ayni

koleksiyon tupune spin kolon geri konuldu.
10- Kalan wash solusyonunu atmak i¢in 1 dk daha santrifuj edildi.
11- Spin kolon yeni, temiz 1.5 ml'lik mikrosantriftij tiptne alindi.

12- Plazmid DNA’sinI saflastirmak igin spin kolonun tam merkezine 50 pl
yilkama solusyonu eklendi. Oda sicakliginda 2 dk inkube edilip, 2 dk 12000 x
g'de santrifuj edildi.

13- DNA veriminin yuksek olmasi igin 12.basamak tekrarlandi.
14- Kolon atildi ve elde edilen plasmid DNA’s1 -20 °C'de saklandi.

Plazmid varligini gérmek icin elde edilen plazmid DNA'sI %1 lik agoroz
jelde 100 V akim uygulanarak 45 dk yudrataldi, UV lamba ile incelenerek,

goruntu fotograflandi. Goruntilemede 80-10.000 bp DNA ladder kullanildi (sekil
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3.1). Pozitif kontrol olarak laboratuvarimizda hastalardan izole edilen E. coli

izolatlari, negatif kontrol olarak steril deiyonize su kullanildi.
3.7. istatistiksel Analiz:

Elde edilen verilerin analizinde istatistik paket programlarindan IBM-
SPSS versiyon 19 kullanildi. Hastalarin servisleri ve materyal turu
degiskenlerine ait veriler tanimlayici istatistiksel analizler kullanilarak siklik ve

yuzde olarak sunuldu.
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4. BULGULAR

Aralik 2008-Kasim 2011 yillari arasinda Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi Tip Faklltesi Saglik Uygulama ve Arastrma Merkezi (COMU-
SUAM) Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvar’nda cesitli kliniklerden
gonderilen drneklerden Ureyen, antibiyotik duyarliik paternleri farkli,
karbapenemlerde dahil olmak Uzere ¢ogul ilaca direncli 65 A. baumannii klinik
izolatin 33'U erkek, 29'u kadin hastaya aitti. Bir hastada kan ve solunum
sekresyonundan, diger hastada ise iki BOS ile bir kan 6rneginde antibiyotik
paternleri farkli olan izolatlar ¢galismaya dahil edildiginden 62 hastaya ait izolat
calismaya alinmigtir. Hastalarin yas ortalamasi en kuguk 4 yas, en buyuk 91
yas olmak Uzere 60,26+18,198 SS olarak tespit edilmigtir. Bu ¢galismaya alinan
klinik izolatlarin Unitelere ve izole edildikleri klinik érneklere gore dagihmi Tablo
4.1 ve Tablo 4.2'de sunulmugtur. A. baumannii'nin en fazla izole edildigi birim
%66,2 (43/65) ile yogun bakim Unitesi olarak saptanmistir. izolatlarin en gok
%36,9 (24/65) ile kan; ve ardindan %24,6 (16/65) ile endotrakeal aspirat (ETA)

orneklerinden elde edildigi saptanmistir.

Tablo 4.1. Klinik izolatlarin hastane Unitelerine goére dagilhmi

A .baumannii YBU Uroloji Néroloji PCR Enfeksiyon Ortopedi KVC FTR KHD Goégls
(n=65) Hast. Hast.
Sayi 43 5 4 4 3 2 1 1 1 1

% 66,2 7,7 6,2 6,2 4,6 3,1 15 15 15 1,5

YBU: Yogun Bakim Uniteleri, PCR: Plastik Cerrahi ve Rekonstriiksiyon, KVC: Kardiyo Vaskiiler
Cerrahi, FTR: Fizik Tedavi Rehabilitasyon, KHD: Kadin Hastaliklari-Dogum
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Tablo 4.2. Klinik izolatlarin materyallere gore dagilimi

A. baumannii Kan Endotrakeal Yara idrar Balgam BOS Doku
(n=65) aspirat yeri

Sayi 24 16 8 8 5 2 2
% 36,9 24,6 12,3 12,3 7,7 3,1 3,1

BOS: Beyin-omurilik sivisi.

Gram boyama yapilip gram negatif kokobasil olarak gorilen izolatlarin A.
baumannii olduklarini dogrulamak igin yapilan fenotipik testlerde tim suslar
katalaz pozitif, oksidaz negatif, DNaz negatif olarak saptanmistir. TSI agarda
nonfermenter reaksiyon, glukoz O-F besiyerinde glukozun oksidasyonu
gOzlenip, jelatinaz negatif olarak tespit edilmigtir. Tum bakterilerin hareketi

negatif, 44°C de Uremesi pozitif olarak saptanmistir.

Karbapenemler icin M.1.C.Evaluator strip ile, diger antibiyotikler icin disk
difizyonu ile test edilen tim suslarda en ylksek duyarlihia sahip olan
antimikrobiyal ajan %98,5 duyarhlik orani ile tobramisin, netilmisin ve polimiksin
B olarak bulunmustur. Sonraki en etkili antimikrobiyal ajan %96,9 duyarlilik
orani ile kolistindir. Amikasin igin %7,7, minosiklin i¢cin %3,1, ampisilin-
sulbaktam, tikarsilin-klavulanik asit, gentamisin, levofloksasin, tetrasiklin,
doksisiklin ve trimetoprim-silfametoksazol i¢in %1,5 seklinde duyarlilik oranlari
tespit edilirken suglarin tamami tikarsilin, piperasilin, piperasilin-tazobaktam,
seftazidim, seftriakson, sefepim, siprofloksasin, imipenem ve meropeneme

direncgli bulunmustur (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. Test edilen antibiyotiklerdeki duyarhlik ylzdeleri (n=65)

Antibiyotik Duyarh Orta Direncli
Duyarh
Sayi % Sayi % | Sayi %

Ampisilin-sulbaktam 1 1,5 13 20 51 78,5
Tikarsilin - - - - 65 100
Piperasilin - - - - 65 100
Piperasilin-tazobaktam - - - - 65 100
Tikarsilin-klavulanik asit 1 1,5 - - 64 98,5
Seftazidim - - - - 65 100
Seftriakson - - - - 65 100
Sefepim - - - - 65 100
imipenem - - - - 65 100
Meropenem - - - - 65 100
Amikasin 5 7,7 - - 60 92,3
Gentamisin 1 1,5 - - 64 98,5
Tobramisin 64 98,5 - - 1 1,5
Netilmisin 64 98,5 - - 1 1,5
Siprofloksasin - - - - 65 100
Levofloksasin 1 1,5 - - 64 98,5
Tetrasiklin 1 1,5 - - 64 98,5
Doksisiklin 1 1,5 - - 64 98,5
Minosiklin 2 3,1 2 3.1 61 93,8
Kolistin 63 96,9 - - 2 3,1
Trimetoprim- 1 1,5 - - 64 98,5
Sulfametoksazol

Polimiksin B 64 98,5 - - 1 1,5
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MBL varhgini arastirmak icin yapilan ¢ift disk sinerji testi ve modifiye

Hodge testinde higbir izolatta pozitiflik saptanmamisgtir.

Suslar arasindaki klonal iligkiyi ortaya koymak igin yapilan AP-PZR
sonuglarina goére; M13 primeri ile iki farkl patern, DAF4 primeri ile Ug farkli
patern gozlenmistir (Tablo 4.4, Sekil 4.1, Tablo 4.5, Sekil 4.2). M13 primeri ile
diger suglara gore 33. izolatta farkh patern saptanirken, DAF4 primeri ile diger

suslara gore 33. izolat ve 35. izolatta farkli patern saptanmistir.

Otuzlguncu izolatin ait oldugu hasta; 12. 10. 2010 tarihinde farkl
sehirdeki bir dig merkezde lumbal disk hernisi nedeniyle opere olan, 29. 11.
2010 tarihinde hastanemiz FTR servisinde yatigi sirasinda yara yerinden
gonderilen 6rnekte A. baumannii dremesi olan hastadir. Calismamizdaki diger
izolatlarla antibiyogram agisindan karsilastirildiginda farkh olarak tetrasiklin,
doksisiklin ve minosikline duyarli, levofloksasine orta duyarli, tobramisine

direncli oldugu saptanmistir.

Otuzbesinci izolatin ait oldugu hasta; 03. 12. 2010 tarihinde subaraknoid
kanama sonrasi yogun bakim servisine yatirilan ve noérosirurji klinigi tarafindan
izlenen, 20. 12. 2010 tarihinde kan kdltirinde A. baumannii Uremesi olan
hastadir. Calismamizda antibiyotik duyarliliklari farkh oldugu icin, bu hastaya ait
uc bakteri calisiimistir. Otuzbesinci izolat hastaya ait diger iki izolattan 6nce
saptanmig, antibiyogram acisindan karsilastinildiginda  kolistin ~ duyarh
bulunmus, 25.01.2011 ve 17.02.2011 tarihlerinde hastanin BOS’undan izole
edilen galismamizdaki 37. ve 65. izolatlarda kolistin direnci saptanmistir.
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Tablo 4.4. Suslarin M13 primeri ile gorulen farkh paternlere gore dagilimi

M13 patern | Sus no

1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 34, 35, 36, 37, 38,

A
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55,
56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65

B 33

Sekil 4.1. M13 primeri ile gortlen farkl paternler. M1: 80-10.000 bp DNA
ladder, M2: 1 kb DNA ladder, NK: Negatif kontrol, ATCC: The American Type
Culture Collection A. baumannii 19606
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Tablo 4.5. Suslarin DAF4 primeri ile gorulen farkli paternlere goére dagihmi

DAF4 patern

Sus no

1,2,3,4,5/6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 34, 36, 37, 38, 39,

1
40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56,
57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65

2 33

3 35

Sekil 4.2. DAF4 primeri ile gorulen farkli paternler. M1: 80-10.000 bp DNA
ladder, M2: 1 kb DNA ladder, NK: Negatif kontrol, ATCC: The American Type

Culture Collection A. baumannii 19606
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Suslardaki oksasilinaz ve MBL varhgdi arastirmak icin yapilan multipleks
PZR sonuglarina gore; butun izolatlarda 501 bp buyukliginde OXA-23 ve 353
bp buyldkliginde OXA-51 enzim geni pozitif bulunurken (Sekil 4.3) ¢alisilan
OXA-24, OXA-58, IMP-1, SPM, VIM, SIM enzim genleri negatif bulunmustur.

Sekil 4.3. Multipleks PZR sonuglari. M2: 1 kb DNA ladder, NK: Negatif kontrol,
ATCC: The American Type Culture Collection A. baumannii 19606

Sekanslama sonuglarina gére; OXA-23 enzimi igin 6, 11, 31, 59, 65 nolu
izolatlarin, AJ132105, AY795964 ve AY554200 GenBank kaydi (48) referans
alinarak Mega 5 programi; clustalW secgenedi ile alignmenti yapilip, filogenetik
agaci cizilmigti. OXA-23 enzimi varligi dogrulanip; izolatlar arasi uyum
g6zlenmigtir (Sekil 4.4).

AY 795964
AY 554200
AJ132105
59-oxa23
65-oxa23
31-oxa23

| 6-oxa23

| 11-oxa23

0.006 0.005 0.004 0.003 0.002 0.001 0.000

Sekil 4.4. OXA-23 dendrogrami
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OXA-51 enzimi icin yapilan sekanslamada 6, 11, 31, 59, 65 nolu
izolatlarin, AJ309734 GenBank kaydi (48) referans alinarak Mega 5 programi;
clustalW secgenegi ile alignmenti yapilip, filogenetik agaci cizilmistir. OXA-51

enzimi varligi dogrulanip izolatlar arasi uyum gézlenmistir (Sekil 4.5).

31-oxa51
—{ 59-oxa51
6-oxab1

11-oxab1
| AJ309734
65-oxa51

Sekil 4.5. OXA-51 dendrogrami

Plazmid kaynakli karbapenemaz enzim varligini arastirmak icin yapilan

¢alismada suslarda plazmid izole edilmemigtir (Sekil4.6).

1T 2 PK NK M PK 3 4 5

Sekil 4.6. Plazmid izolasyonu sonuglari. M: 80-10.000 bp DNA ladder, PK:
Pozitif kontrol, NK: Negatif kontrol

Tablo 4.6’da A. baumannii izolatlarinin disk difizyon yéntemine gore (tum
izolatlarda direncli saptanan antibiyotikler hari¢) antibiyotik duyarhlik profilleri ve
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AP-PZR paternleri verilmistir. Tum izolatlarda E-test ile ¢aligilan imipenem ve
meropenem direngli olarak bulunmus olup tiim izolatlarda MiK degerleri >32

Mg/ml olarak bulunmustur.
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Tablo 4.6. A. baumannii izolatlarinin disk diflizyon yontemine gére (tim izolatlarda direngli saptanan antibiyotikler hari¢) antibiyotik duyarlilik profilleri ve

AP-PZR paternleri

izolat | izolasyon | Yas | Servis Materyall Antibiyotikler V13 | DAE
no tarihi SAM | TiM | AK | GN | TOB | NET | LEV | TET | DO | MIN | COL | SXT | PB

1 22.12.09 |32 |YBU ETA R R S R S S R R R R S R S A L
2 11.01.10 |70 |YBU idrar R R S R S S R R R R S R S A !
3 02.02.10 |57 |YBU Kan R R R R S S R R R R S R S A !
4 19.02.10 | 76 Noroloji ETA R R S R S S R R R R S R S A !
5 24.02.10 | 41 PCR Yara R R R R S S R R R I S R S A !
6 05.03.10 |66 | YBU Kan R R S R S S R R R R S R S A !
7 15.03.10 |64 | YBU Balgam R R R R S S R R R R S R S A !
8 24.03.10 |53 |YBU Kan R R R R S S R R R R S R S A !
9 29.03.10 |77 |YBU Kan R R R R S S R R R R S R S A !
10 05.05.10 |76 | YBU Kan R R R R S S R R R R S R S A !
11 09.05.10 | 66 YBU Kan R R R R S S R R R R S R S A 1
12 09.05.10 | 77 | Ortopedi Yara R R R |R S S R R R R S R S A !
13 17.05.10 | 69 YBU Kan R R R R S S R R R R S R S A L
14 17.05.10 | 69 YBU ETA R R R R S S R R R R S R S A L
15 23.05.10 | 91 YBU Kan R R R R S S R R R R S R S A L
16 24.05.10 |4 YBU ETA R R R R S S R R R R S R S A L
17 18.07.10 | 84 YBU Kan R R R R S S R R R R S R S A L
18 19.08.10 | 72 | Ortopedi Kan I R R |R S S R R R R S R S A L
19 24.08.10 |58 |YBU Balgam I R R R S S R R R R S R S A !
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Tablo 4.6 (devami). A. baumannii izolatlarinin disk diflizyon yontemine gore (tiim izolatlarda direngli saptanan antibiyotikler harig) antibiyotik duyarlilik

profilleri ve AP-PZR paternleri

izolat izolat Antibiyotikler
no tarihi vas Servis Materyal SAM | TIM | AK | GN | TOB | NET | LEV | TET | DO | MIN | COL | SXT | PB M13 | DAF

20 06.09.10 | 82 | YBU Kan | R R R S S R R R R S R S A L
21 09.09.10 | 82 | YBU Kan | R R R S S R R R R S R S A 1
22 27.09.10 | 18 Uroloji idrar | R R R S S R R R R S R S A 1
23 28.09.10 | 66 Néroloji Balgam | R R R S S R R R R S R S A 1
24 01.10.10 | 74 Enfeksiyon | Kan | R R R S S R R R R S R S A 1
25 12.10.10 | 50 Enfeksiyon | Kan R R R R S S R R R R S R S A 1
26 21.10.10 | 56 YBU Yara | R R R S S R R R R S R S A 1
27 26.10.10 | 72 YBU Kan | R R R S S R R R R S R S A 1
28 03.11.10 | 46 YBU ETA R R R R S S R R R R S R S A 1
29 06.11.10 | 21 Enfeksiyon | Kan R R R R S S R R R R S R S A 1
30 11.11.10 | 79 YBU Kan | R R R S S R R R R S R S A 1
31 23.11.10 | 42 YBU ETA R R R R S S R R R R S R S A 1
32 23.11.10 | 76 KVC Yara | R R R S S R R R R S R S A 1
33 29.11.10 | 28 FTR Yara R R R R R S I S S S S R S B 2
34 18.12.10 | 59 YBU Kan R R R R S S R R R R S R S A 1
35 20.12.10 | 29 YBU Kan R R R R S S R R R R S R S A 3
36 13.01.11 | 79 | Uroloji idrar | R |[R |R |s R |[R |[R |[R |R |s R |s | A |t
37 25.01.11 | 29 YBU BOS R R R S S R R R R R R S A L
38 26.02.11 | 63 | PCR idrar R R R S S R R R I S R S A L
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Tablo 4.6 (devami). A. baumannii izolatlarinin disk diflizyon yéntemine gore (tiim izolatlarda direngli saptanan antibiyotikler harig) antibiyotik duyarlilik

profilleri ve AP-PZR paternleri

izolat | Izolat | Yas | Servis | Materyal Antibiyotikler
no | tarihi SaM [TIM [AK TGN [ToB [NET [LEV [TET |00 [MiN [col [sxr[ee | | P47

39 | 280211 |77 |YBU | Kan R R |s |rR |s s R IR |[R |R |s |rR |s | A |1
40 | 210311 |73 |YBU | Kan R R |R |R |s s |[R |[R |[R|R |s |R s [ A]1
41 | 220511 |67 | YBU |ETA R R |[R |R |s s R |[R |[R|R |s |R [s [ A]1?
42 | 27.05.11 |55 | Gogis | Balgam | R R |[R |R |s s R |[R |[R|R |s R s [ A]1
43 |04.06.11 |81 |YBU |ETA R R |[R |R |s s R |[R |[R|R |s |R [s [ A]1
44 |13.06.11 |74 | YBU | idrar R R |[R |R |s s R |[R |[R|R |s R [s [ A]1
45 | 240611 |61 |PCR | Doku |R R |[R |R |s s |[R |[R |[R|R |s R s [ A]1?
46 |20.06.11 |69 | YBU | Kan R R |[R |R |s s R |[R |[R|R |s R [s [ A]1
47 |20.06.11 |70 | YBU | Kan R R |[R |R |s s R |[R |[R|R |s R [s [ A]1
48 |03.07.11 |58 | YBU | Yara R R |[R |R |s s R |[R |[IRIR |s R s [ A]1
49 | 040711 |58 |KHD | Vara R R |[R |[R |s s R IR |[R IR |s |rR |s | A |1
50 |09.07.11 |29 |YBU |Kan R R |[R |R |s s R IR |[R IR |s |rR |s | A |1
51 |1807.11 |61 |YBU |ETA R R |[R |R |s s R IR |[R IR |s |rR |s | A |1
52 |19.0711 |66 |YBU |ETA R R |[R |R |s s R IR |[R IR |s |rR |s | A |1
53 |20.07.11 |62 | Uroloji | idrar R R |[R |R |s s R IR |[R IR |s |rR |s | A |1
54 |29.0711 |64 |YBU |Kan R R |[R |R |s s R IR |[R IR |s |rR |s | A |1
55 |100811 |71 |YBU |ETA | R |[R |R |s s R IR |[R IR |s |rR |s | A |1
56 |17.08.11 | 59 | Uroloji | idrar R |[R |[R |s s R |[R |[R IR |s |r |s | A |1
57 | 05.09.11 | 38 | Uroloji | Doku R |[R |[R |s s R |[R |[R IR |s |r |s | A |1
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Tablo 4.6 (devami). A. baumannii izolatlarinin disk difiizyon yontemine gore (tiim izolatlarda direngli saptanan antibiyotikler harig) antibiyotik duyarlilik

profilleri ve AP-PZR paternleri

izolat | Izolat | Yas | Servis | Materyal Antibiyotikler
no tarihi SAM | TiM | AK | GN | TOB | NET | LEV | TET | DO MIN | COL | SXT | PB M13 | DAF

58 07.09.11 | 47 | PCR Yara R R |[R |R |S S R R R S S R S A !
59 06.10.11 | 66 | Néroloji | Idrar R R |[R |R |S S R R R R S R S A !
60 11.10.11 |68 | YBU ETA R R |[R |R |S S R R R R S R S A !
61 16.03.11 | 76 | YBU ETA R R |[R |R |S S R R R R S R S A !
62 08.11.11 | 75 | Néroloji | Balgam | R R |[R |R |S S R R R R S R S A !
63 14.11.11 |61 | YBU. ETA R R |[R |R |S S R R R R S R S A !
64 17.11.11 |77 | YBU ETA R R |[R |R |S S R R R R S R S A !
65 17.02.11 | 29 | YBU BOS S S R |I S S R R R R R S R A !

YBU: Yogun bakim iinitesi, PCR: Plastik Cerrahi ve Rekonstriiksiyon, KVC: Kardiyo Vaskiiler Cerrahi, FTR: Fizik Tedavi Rehabilitasyon, KHD: Kadin

Hastaliklari-Dogum, ETA: Endotrakeal aspirat, BOS: Beyin omurilik sivisi, S: Duyarli, R: Direngli, I: Orta duyarli, SAM: Ampisilin-sulbaktam, AK:
Amikasin, GN: Gentamisin, TOB: Tobramisin, LEV: Levofloksasin, TET: Tetrasiklin, COL: Kolistin, SXT: Trimetoprim- sulfametoksazol, NET: Netilmisin,

TIM: Tikarsilin-klavulanik asit, PB: Polimiksin B, DO: Doksisiklin, MIN: Minosiklin.
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5. TARTISMA

Hastane enfeksiyonlari (HE) hastanede kalis siresini uzatarak, morbidite
ve mortalite oranlarini arttiran ve tedavi maliyetlerini yukselterek ekonomik
kayiplara yol agan énemli bir saglik problemidir. Hastanelerde enfeksiyon orani
yaklagik %3-17 arasinda degismektedir (10). Trakya Universitesi Egitim
Arastirma Uygulama Hastanesi (TUEAUH)' nde 2006 yilinda yapilan ¢alismada
HE oranlari 2003, 2004 ve 2005 yillarinda sirasiyla %5,7, %4,9 ve %3,7
oraninda bulunmustur (105). Elazig Firat Universitesinde 2006 yilinda yapilan
galismada bu oran %5,97 olarak saptanmistir (106). Yizinci Yil Universitesi
Egitim Arastirma Uygulama Hastanesi’nde 2010 yilinda yapilan ¢alismada ise
HE orani %3,5 olarak bulunmustur (11). Hastanemiz enfeksiyon kontrol komitesi
verilerine gore, galismamizin yapildigi 2009-2011 yillari arasinda bildirilen HE
oranlari yillara gore sirasiyla %1,73, %2,45 ve %3,6 olarak bulunmustur.
Hastanemizin hizmet vermeye basladigi 2009 yili HE orani dusuk oranda
gorulurken, yatan hasta sayisinin artmasi ile birlikte 2010 yilinda HE orani

artmis, 2011 yilinda diger hastanelerin HE orani ile benzer olmustur.

Ozellikle YBU’leri basta olmak lizere HE'lerde izolasyon sikligi artan
mikroorganizmalar arasinda Acinetobacter’ler gelmektedir. A. baumannii en sik

izole edilen Acinetobacter tlrl olarak bildiriimektedir (4).

Acinetobacter izolatlarinin biyokimyasal 6zelliklerine gore yapilan tar
duzeyindeki tanimlanmasinda sorunlar yaganmaktadir. Yari otomatize veya tam
otomatize sistemlerde tim turler tanimh degildir (4, 13). Bizim ¢alismamizda da
VITEK 2 otomatize sistemi ile A. calcoaceticus-A. baumannii kompleks olarak
tanimlanan bakterilerde yapilan 1sI testinde 44°C’de Uremeye bakilarak A.

baumannii varligi dogrulanmigtir.

Ulkemizde yedi Universite ve bir egitim hastanesinin YBU’lerinde ardigik
yillarda yapilmis ¢ok merkezli iki ¢alismada hastalardan izole edilen Gram
negatif bakteriler arasinda Acinetobacter tirlerinin 1999°’da doérdincu ve 2000
yilinda ise ikinci sirada yer aldigi gorulmektedir (107, 108). Akin ve ark.’nin
(109) 2004-2008 yillar arasinda bir Universite hastanesi anestezi yogun bakim
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unitesinde yaptiklari ¢calismada ve Karahocagil ve ark.’nin (11) 2010 yilinda bir
egitim hastanesinde yaptiklari ¢alismada A baumannii’nin HE etkenleri arasinda
ilk sirada yer aldigi gérulmektedir. Hastanemizde ¢alismamizin yapildidi Gg¢ yilin
ortalamasina gore, HE etkeni olarak saptanan mikroorganizmalar arasinda A.
baumannii %19,78 oraniyla ilk sirada yer almaktadir. Hastanemizdeki

sonuglarin son yillarda yapilan ¢alismalar ile uyumlu oldugu gérulmektedir.

A. baumannii hastaneye yatan, 6zellikle de YBU'de kalan hastalarda
pndémoni, dolasim sistemi enfeksiyonu, menenijit, triner sistem enfeksiyonu gibi
nozokomiyal enfeksiyonlara neden olmaktadir (13, 110). Alp ve ark.’nin (111)
yaptigi calismada belirtildigi gibi A. baumannii son yillarda ytksek 6lim oranina
sahip nozokomiyal dolasim sistemi enfeksiyonlarina neden olan énemli bir
patojen olarak ortaya cikmaktadir. Bizim c¢alismamizda da A. baumannii

izolatlar1 %36,9 oraninda kan kultirinden izole edilmisgtir.

Yogun bakim Unitesinde izlenen hastalar HE'ye daha duyarlidir. Yogun
bakim Unitesi hastalarinin enfeksiyonlara olan bu vyatkinliklari; altta yatan
hastaliklar, birden ¢ok hastaligin olmasi, komplikasyonlarin varligi, savunma
mekanizmalarindaki bozukluk, immunsupresyon ve malnutrisyon varhdi gibi
intrensek; intravaskller kateter, endotrakeal tup, Uriner kateter ve cerrahi
drenlerin uygulanmasi gibi ektrensek faktorlerden kaynaklanmaktadir (112).
Hastanede gelisen tim HE'lerin %20-25'inin ortaya ciktigi birim YBU’lerdir
(113). Hastanemizde de HE’lerin 2009, 2010 ve 2011 yillarinda sira ile %14,29,
%30,85 ve %25,18'ini YBU’de yatan hastalardaki HE ler olusturmaktadir.

Ulkemizde yogun bakim hastalarindan izole edilen kdkenlerde yapilan
cok merkezli ¢calismalarda Acinetobacter suslarinda yillara gore giderek artan
antibiyotik direnglerinin oldugu gosterilmistir (114, 115). Coklu ilag direncindeki
artis  nedeniyle A. baumannii enfeksiyonlarinin tedavisinde guglik
yasanmaktadir. En sik beta-laktam antibiyotiklere, aminoglikozidlere ve
florokinolonlara direng gorulirken, son vyillarda karbapenem direngli A.
baumannii suglari nedeniyle olusan HE’lari artmaktadir (101). Bizim
laboratuvarimizda da 2009 yili aralik ayinda ilk karbapenem direngli A.

baumannii izole edilmig, sonraki aylarda direngli izolatlarin sayisi artmigtir.
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Tatman-Otkun ve ark. (116) TUEAUH'de 1994—2000 yillarinda HE etkeni
olarak izole edilen A. baumannii’lerle yaptiklari calismada kdkenlerin tamaminin
imipeneme duyarli oldugunu bulmuslardir. Aminoglikozidlerin (tobramisin %77
duyarli, amikasin %55 duyarl) ve siprofloksasilinin (%64 duyarl) alternatif
tedavide kullanilabilecedi gorulmektedir. Ayni hastanede Karagol (117) 2006’da
yaptigi ¢calismada %54,3 oraninda imipenem direnci saptamig, amikasin (%76)
ve siprofloksasinde (%84,7) diren¢g oranlarinin arttigini  goézlemislerdir.
Hacettepe Universitesinde 2000-2004 vyillari arasinda yapilan MYSTIC
(Meropenem Yearly Susceptibility Test Information Collection) antimikrobiyal
surveyans programi galisma sonuglarina goére meropenem; %53, imipenem;
%48 ve tobramisin; %44 duyarlilik oranlari ile en duyarl antibiyotikler olarak
goOrulmektedir (118). Iraz M. ve ark.’nin (34) Ekim 2011-Mart 2012 tarihleri
arasinda yaptiklari ¢alismada izole edilen Acinetobacterlerin %99'u kolistin,
%385’i netilmisine duyarli olarak saptanmigtir. Bizim ¢alismamizin sonuglarina
gb6re tobramisin, netilmisin ve polimiksin B, %98,5, kolistin; %96,9 duyarlilhk

oranlari ile en yuksek duyarliliga sahip antibiyotikler olarak saptanmigtir.

Coklu ilag direncindeki artis hastanelerde ciddi saglik sorunudur. Bu
sorunun hizli buyumesinin baslica nedeni yodun ve uygunsuz antibiyotik
kullanimidir. Aztreonam ve 3. kusak sefalosporinlerin kullaniminin karbapenem
direncgli Acinetobacter turlerinde artisa neden oldugu bulunmus ve direncli
trlerin yayilmini azaltmak icin antibiyotik kullaniminin azaltiimasi onerilmistir
(119). Zarilli ve ark. (120) g¢alismalarinda direngli A. baumannii kdkenlerinin
epidemik duruma gelmesi ile bu grup antibiyotiklerin yogun kullaniminin paralel

oldugunu gostermislerdir.

Direngli Acinetobacter enfeksiyonlarinda tercih edilen karbapenemlere
karg! olusan direng siklikla Sinif B veya sinif D beta-laktamazlari sentezleyen
genlerin kazanilmasiyla iligkilidir. A. baumannii’de karbapenem direncine neden
olan en vyaygin beta-laktamaz tipi; bu tlre spesifik olan kazanimis
oksasilinazlardan OXA-23, OXA-24 ve OXA-58 enzimleri ve IMP, VIM, SIM tip
MBL enzimleridir. Ayrica OXA-51 tip dogal oksasilinazin asiri Uretimi de

kazanilmis karbapenem direncine neden olmaktadir (57).

58



Yunanistan’da 2002 Mart-Kasim aylari arasinda YBU'de izole edilen 17
A. baumannii izolatinda OXA-23, OXA-24, OXA-51 ve OXA-58 enzimlerinden
15 izolatta OXA-51 pozitifligi saptanirken 14 izolatta OXA-58 pozitif
bulunmustur. OXA-23 ve OXA-24 pozitifligi saptanmamistir. Ayni zamanda MBL
enzimleri igin E test ve molekuler yontemlerle IMP, VIM, SIM, SPM enzimleri
arastinimistir.  iki ydéntemle de MBL pozitifligi saptanamamistir (121).
Madagaskar'’da 2006- 2009 yillari arasinda yapilan g¢alismada A. baumannii
izolatlarinda OXA-23, OXA-24, OXA-51 ve OXA-58 enzimleri arastirilip, OXA-
23, OXA-51’i pozitif bulunurken, OXA-24 ve OXA-58 enzimi pozitif izolat
saptanamamistir (122). Brezilya’da yapilan c¢alismada 172 A. baumannii
izolatinin timinde OXA-23 pozitifligi saptanirken, arastirilan MBL enzimlerinde;
IMP, VIM, SIM, SPM’de negatiflik saptanmistir (104).

Bizim calismamizda multipleks PZR ile oksasilinaz enzimlerinden OXA-
23, OXA-24, OXA-51 ve OXA-58 ve MBL enzimlerinden IMP, VIM, SIM, SPM
enzimi arastirimis olup, tim suslarda OXA-23 ve OXA-51 pozitifligi saptanip,
OXA-24, OXA-58, IMP, VIM, SIM, SPM enzimleri negatif olarak bulundugu igin
karbapenemaz direncinin; OXA-51 tip dogal oksasilinazin asiri Uretimi sonucu

ve OXA-23 enzim geninden kaynaklanabilecegi dusunulmustar.

MBL enzimlerini saptayan fenotipik testler de bulunmaktadir. Bu testlerin
karsilastirmasinin yapildii ¢ok sayida calisma mevcuttur. Jesudason ve ark.
(123) MBL uretimini tespit etmede EDTA cift disk sinerji testini, Modifiye Hodge
testine gore daha duyarli bulmuslardir. Arakawa ve ark. (124) Japonya’ da
yaptiklari bir galismada, IMP-1 tipi MBL Ureten gram negatif bakterilere biri CAZ
digeri ise MBL inhibitéri igeren iki disk kullanilarak gift disk sinerji testi
uygulamisglardir. Uyguladiklari yontemin 6zgulluk ve duyarllik agisindan PZR
analizleriyle kiyaslanabilir nitelikte oldugunu belirtmislerdir. Yan ve ark. (125)
Tayvan’da ug¢ fenotipik yontemi karsilastirdiklarinda MPA ¢ift disk sinerji
metodunun kombine disk ve E-teste gore en duyarli yontem oldugunu tespit
etmiglerdir. En iyi sonuglar IMP ile elde edilmigtir. Kombine disk metodunu
%86,7 duyarli bulmuslardir Sari ve ark. (78) Modifiye Hodge testi ile %16,
kombine disk sinerji yontemi ile %56 olarak MBL pozitif bulmuslardir. Bizim

calismamizda MBL fenotipik testlerinden modifiye Hodge testi ve ¢ift disk sineriji
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testi yapiimistir. Fakat iki test ile de higcbir susta pozitiflik saptanamamistir.
Multipleks PZR ile aradigimiz MBL enzimlerinden IMP, VIM, SIM, SPM enzimleri
de negatif bulundugu igin calistigimiz bakterilerde MBL enzimlerinin var

olmadigi dusunulmustar.

Acinetobacterlere kargi olusan antibiyotik direnci hekimleri, yeni tedavi
secenekleri arayisina sevk etmektedir. Bu suslarin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde kolistin kullanilabilir (33). Son vyillarda sadece
kolistine duyarli bulunan etkenler ile enfeksiyonlar ortaya ¢cikmakta ve kolistin
kullanimi ile bagarili sonuglar elde edilmektedir. Bizim galismamizda da kolistin
%96,9 oranindaki duyarlihdi ile %98,5 oraninda duyarli bulunan tobramisin,
netilmisin ve polimiksin B’den sonra doérdinci en yuksek duyarhliga sahip
antibiyotik olarak bulunmustur. Hastanemizde c¢oklu direngli A. baumannii
enfeksiyonlarinin tedavisinde; VITEK2 otomatize sistem AST-N90 karti ile
netilmisin ve polimiksin B calisiimadidi icin ve duyarli bildirilen tobramisinin
temin edilmesi gl¢ oldugundan kolistin kullaniimaktadir. Ancak bu ilacinda ciddi
yan etkilerinin bulunmasi kullaniminda sorunlar yaratmaktadir. Ayrica son
zamanlarda kolistine karsi direngli bildirilen suslarin yani sira kolistin igin
heterorezistan suslar bildirilmis olmasi ve bu suslarin tespitinde zorluklarin
yasanmas! bu ilacin kullanimini sinirlandirmaktadir (68, 126). Bizim
calismamizda da kolistine direngli iki izolat tespit edilmistir. Bu izolatlar (37 ve
65 nolu izolatlar) ayni hastaya ait olup hastada bu izolatlardan yaklasik bir ay
oncesinde izole edilmis olan (35 nolu izolat) kolistine duyarli A. baumannii
uremesinden sonra hastaya kolistin tedavisi verilmis olup hastada muhtemelen
var olan hetero kolistin direnci kolistin direncine donusmugstur. Ancak
calismamizda kolistin heterodirenci arastiriimadigi i¢in bu konuda kesin bir bilgi
vermemiz mumkun degildir. A. baumannii tedavisinde kolistine kargi direncin
saptanmaya baslamis olmasi kolistin disinda diger antibiyotik segceneklerine de

ihtiyag gostermektedir.

Sesli-Cetin E. ve ark. (127) yaptiklari ¢alismada 78 A. baumannii
izolatinin %97’sinin polimiksin B’ye duyarli oldugunu saptamiglar, Holloway ve
ark. (128) CAD A. baumannii Uremesi olan hastalarda polimiksin B

kullanildiginda klinik kir oranint %76, mortalite oranini %27 olarak
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belirlemiglerdir. Ozglr-Akin ve ark (129) yaptiklari calismada A. baumannii
suslarinin polimiksin B’ye karsi direncin saptanmasinda disk difizyon, buyyon
mikrodilisyon, E-test yodntemlerini karsilastirdiklarinda, yodntemler arasinda
farkin anlamh olmadigini belirleyip, disk diflizyon ile %3,2 oraninda direng
saptamiglardir. Bizim galismamizda da; VITEK 2 sistem AST-N90 Karti ile
degerlendiriimemis olan ve bizim disk difizyon ile arastirdigimiz, CLSI ve
EUCAST’a gore Acinetobacter spp. icin degerlendirme zon g¢api bulunmayan,
degerlendirmede CLSI'da P. aeruginosadaki (95) zon c¢aplari kullanilan,
tobramisin ve netilmisin ile birlikte en yuksek duyarllik oranina (%98,5) sahip
olan polimiksin B’nin A. baumannii tedavisinde kullanima uygun bir ila¢ oldugu
g6zlenmistir. Fakat bu antibiyotigin yurt disinda bulunan parenteral formu
ulkemizde bulunmamakta, sadece deri pomadi, goz damlasi ve g6z pomadi
bulunmaktadir. A. baumanniiye bagh g6z enfeksiyonu, deri enfeksiyonu disinda

kullanilamamaktadir.

Tatman-Otkun ve ark. (116) tarafindan yapilan calismada TUEAUH'de
1994-2000 doneminde izole edilen 150 A. baumanniide netilmisin igin bir
bakteride direng saptanmistir. Sesli-Cetin E. ve ark. (130)'nin galismasinda
netilmisin direnci %3,2 olarak bulunmustur. Bizim g¢alismamizda da; VITEK2
otomatize sistem AST-N90 karti ile bakiimadigi halde disk difizyon metodu ile
EUCAST kriterlerine gore degerlendirildiginde polimiksin B gibi %98,5 duyarlilik
yuzdesine sahip olan netilmisin A. baumannii tedavisinde kullanilabilir ilag
olarak tespit edilmistir. Calismamizda VITEK2 otomatize sistemdeki duyarlilik
kartlarinda bulunmayan netilmisin ve polimiksin B duyarlilik oraninin yuksek
olmasi en azindan kolistine direngli bulunan suslarda VITEK2 disinda bir

yontemle duyarlilik bakilmasinin iyi olacagini dusundirmustar.

Yuksek duyarlik oranlari ile netilmisin ve polimiksin B 6nemli bir
secenek olsa da ¢oklu direngli A. baumannii enfeksiyonlarinda halen etkinligi ve
guvenilirligi kanitlanmamis oldugu igin bu antibiyotiklerin klinik kullanimdaki

yerini ve yan etkilerini netlestirmeye yonelik klinik arastirmalara ihtiyag vardir.

Acinetobacter tiplendirme calismalarinda hedef, tanimlanmis olan

kokenlerin epidemiyolojik olarak birbirleri ile iligkili olup olmadiklarini ortaya
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koyup, iligkili ise bu iligkiyi derecelendirmektir. Acinetobacter tuarlerinin
tiplendirmesi igin kullanilan fenotipik yontemler yeterli bulunmamakta, genotipik
yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Genotipik ydntemlerin tGmu farklh paternlerin
veya DNA parmak izinin c¢ikartimasina dayanmaktadir (82, 88).
Laboratuvarimizda A. baumannii izolasyon sikliginda artisin yani sira suslarin
antibiyotik duyarhliklarinin ayni veya benzer olusu; izole edilen bakterilerin
hastadan hastaya gegis ile yayildigini dugindurup, ¢alismamizin ¢ikis noktasini

olusturmaktadir.

Yapilan ¢alismalarda A. baumannii igin standart tiplendirme yénteminde
fikirbirligine varilamamistir. A. baumannii’'nin epidemiyolojik tiplendirmesi
amacilyla PZR temelli yontemler yaygin olarak kullaniimaktadir. PZR ile
tiplendirmenin  ayirt etme yetenegi diger sik kullanilan ydntemlerle
karsilagtinldiginda ribotiplendirme ile benzer, fakat PFGE’den bir miktar az
bulunmustur. PFGE salgin suslar arasinda PZR yaklasimlarindan daha g¢ok
minor mutasyon saptamakta, epidemiyolojik tiplendirme icin altin standart olarak
gorulmektedir. PZR basit, hizli ve daha ucuz olmasi nedeniyle Kklinik
laboratuvarlarda kullanim i¢in daha avantaji ve uygun bir teknik olarak
gorulmektedir (131).

Grundmann ve ark. (102) 1997 yilinda yaptiklari, farkh Glkelerdeki
laboratuvarlarin katildigi ¢ok merkezli ¢alismada izole edilen Acinetobacter
calcoaceticus-Acinetobacter baumannii komplekslerle M13, DAF4, ERIC2 ve
REP primer setleri kullanilarak PZR yapilmig ve calismaya katilan batin
laboratuvarlarda sonuglar yuksek oranda benzer bulunmustur. Standart DNA
ekstraksiyonu ve amplifikasyon kosullari saglandiginda benzer sonuglar elde
edildigi, M13 primerinde, diger primerlerle karsilagtirildiginda daha belirgin bant
paternleri gézlendigi ve bu primer ile daha iyi ayrim yapildigi bildiriimektedir
(102). Bizim g¢alismamizda da M13 ve DAF4 primerleri kullaniimis olup, bant

paternleri incelendiginde; M13 primeri ile daha belirgin paternler gézlenmisgtir.

AP-PZR sonuglarinin yorumlanmasi bazen zordur, c¢unki AP-PZR
varyasyonu spesifik genetik olaylar ile siki iligkili degildir. Bu ylzden PFGE igin

belirlenen kurallar AP-PZR paternlerine uygulanamaz. AP-PZR’de suslarda
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gorulen bantlar ayni ise ya da 3 veya daha fazla farkli bant goézleniyorsa
yorumlama sirasiyla ayni suslar ya da birbirinden farkh suslar diye yapilir. Fakat
tek bir bant buyuklugundeki bir degisikligi ya da birkag bant yogunlugunu
yorumlamada bir kriter yoktur (132).

Bizim yaptigimiz ¢alismada imipenem direngli A. baumannii suslarinda
M13 primeri ve DAF4 primeri kullanilarak yapilan AP-PZR ile tiplendirmede
olusan bantlardaki farkliliklar gézle degerlendirildiginde M13 pimeri ile 2 farkli

patern, DAF4 primeri ile 3 farkli patern gézlenmistir.

M13 ve DAF4 primerleri ile farkli patern olarak saptanan 33. izolatin ait
oldugu hasta; farkl sehirdeki bir dis merkezde opere olup, yaklasik bir ay kadar
sonra bizim hastanemiz FTR servisinde izlendigi sirada operasyon yerinden
alinan oOrnekte A. baumannii Uremesi saptandigi ve calismamizdaki diger
izolatlarla antibiyogram acisindan karsilastirildiginda tetrasiklin, doksisiklin ve
minosiklinin duyarli, levofloksasin orta duyarli, tobramisin direncli saptandigi igin
hastanemizle iliskisiz oldugu, kaynaginin opere oldugu digs merkez oldugu

dusunulmustar.

DAF4 ile farkli gorulen 35. izolatin ait oldugu hasta kolistin direnci
nedeniyle yukarida tartigilan hasta olup bakterinin muhtemelen var olan kolistin

hetero direnci farkli bant paternine neden olmus olabilir.

iki izolat disinda diger bakterilerin ayni paterni gdstermelerinden dolayi
hastanemizde Ureyen A. baumanniilerin klonal benzerlik gdsterip tek bir
kaynaktan kdken aldigi ve bakterilerin hastadan hastaya gegcisini azaltmak igin
temel enfeksiyon kontrol onlemlerine daha fazla dikkat edilmesi gerektigi
dusundlmektedir. Cogul ilaca direngli Acinetobacter enfeksiyonunun kontroliine
iliskin baslica amaclar; bu bakterinin, dncelikle YBU’'de olmak lizere yayilmasini
kontrol etmek ve endemik suslarin olusmasini 6nlemektir. Kontrol en ¢ok ortak
bir kaynak tanimlanip ortadan kaldirildiginda basarili olacaktir. Ortak kaynagin
tanimlanmamasi durumunda kontrol, kolonize ve enfekte hastalar igin etkin
gbzetim ve temas izolasyonu, kuru yulzeylerin ve hastalar arasinda ortak
kullanilan tibbi ekipmanin uygun dezenfeksiyonu, ortak kullanilan malzemelerin

mumkin oldugunca azaltiimasi ve saglik calisanlarinin el hijyeni, eldiven
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kullanimi konusunda sik araliklarla egitimine dayanmaktadir. Ayrica uygun
surede, antibiyogram sonucuna gore antibiyotik kullaniminin da yarari olacagi
disunldlmektedir. Bu nedenle tim hekimlerin, enfeksiyon hastaliklari
uzmanlariyla isbirligi igerisinde, kendi klinik ortamlarinda direngli organizmalarin
cesitliligi, prevalansi, mikrobiyal 6zellikleri ve uygun tedavisi konusunda bilingli
olmalari 6nem tagsimaktadir. BoOylece gereksiz ila¢ kullaniminin ve direng
gelisiminin  6nune gegilebilir. Rutin olarak ¢evre orneklerinin  alinmasi
onerilmemektedir. Ancak salginlar sirasinda ¢ok onemli bilgiler saglamasi ve
salgin yapan mikroorganizmanin rezervuarinin saptanmasi amaciyla mutlaka
cevresel drnekleme yapilmalidir (133, 134). Bizim hastanemizde direncli A.
baumannii suslar 2009 yilindan bu yana ara ara izole edildigi i¢in, bu klonal
susun salgin susu olarak degil, endemik sus olarak degerlendiriimesi daha

dogrudur.

Acinetobacterlerde tiplendirme icin plazmid profil analizinin de yararli
oldugu saptanmisti. Bu yontem basit bir tekniktir ve tekrarlanabilir olma
Ozelligine sahipti. Cogu tani laboratuvarinda kolaylikla uygulanabilmekte;
minimum ekipman ve harcama gerektirmektedir. Yer ve zaman sartlar kisitli
oldugunda, PFGE sonuglari ile klinik veriler arasinda uyusmazlik oldugu veya
PFGE’nin yetersiz kaldigi durumlarda A. baumannii salginlarinin analizi igin
kullaniimasi uygun goérulmastir. (85). Bizim izolatlarimizda plazmid

saptanmadidi icin plazmid profil analizi yapilamamistir.

Bakteri tlrleri arasinda basta konjugasyon olmak Uzere birgok
mekanizma ile nakledilebilen hareketli DNA fragmentleri olan plazmidlerin
yayllmasi ile hastanelerde epidemiler ortaya c¢ikabilir. Birgok plazmid kolayca
kaybedilebilir veya kazanilabilir (4). Bizim ¢alismamizda plazmid ekstraksiyonu
yaptigimizda plazmidlerin olmadigi saptanmistir. Calismamizdaki suslarin
plazmid tasimiyor olmasi Acinetobacterlerden kaynaklanan bagka karbapenem

direncli bakteriler ile karsilasma riskimizin dusuk oldugunu dusundirmektedir.

Nukleotid baz diziliminin belirlenmesinde kullanilan sekanslama yontemi;
gen yapisi ve genetik kontrol mekanizmalari hakkinda bir¢ok bilgi edinmemizi

saglar. Fakat pahali, uygulanabilmesi igin gelismis laboratuvar olanaklari
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gerektiren yontemdir. Ayrica sonuglarin yorumlanmasi yonunde zorluklar
bulunmaktadir (88). Bizim calismamizda da sekanslama dis merkezde
calisiimis ve ortaya cikan verilere gore; multipleks PZR ile calisilip pozitiflik
saptanmis olan OXA-23 ve OXA-51 enzimlerinin varligi dogrulanmis ve izolatlar

arasi uyum gozlenmisgtir.

Sonug olarak ¢ogul ilaca direngli A. baumannii enfeksiyonlarinin yayilimi
ve tedavisi agisindan ciddi problemlerle karsi karsiya bulunmaktayiz. CAD olan
izolatlarla yaptigimiz g¢alismada; tiplendirme igin yapilan AP-PZR ile iki izolat
hari¢ izolatlarda ayni paternler gozlenirken, butiin suglarda kromozomal veya
plazmid araciligi ile tasinabilen OXA-23 geni ve kromozomal gen olup, ¢ok
salgilandigi durumda ilag direncine yol acabilen OXA-51 genlerinde pozitiflik
saptanmigtir. Buna gore hastanemizde izole edilen A. baumanniilerin klonal
benzerlik gosterdigi ve plazmid negatif saptandigi i¢cin karbapenem direncini

olusturan OXA-23 ve OXA-51 genlerinin kromozomal oldugu saptanmistir.

Son yillarda HE etkeni olarak ilk sirada saptanan A. baumannii
tedavisinde klinik kullanima giren veya girme potansiyeli olan antibiyotiklerin
azalmasi, yakin gelecekte uygun ve etkili bir tedavisi olmayabilecek olan CAD
izolatlar nedeniyle, A. baumannii ile kolonize veya enfekte hastalardan c¢apraz
gegisi engellemek igin; temas izolasyonuna daha fazla 6nem verilmeli, personel
egitimi belirli araliklarla tekrarlanmali, 6zellikle el yikamanin dnemi vurgulanmali

ve gevre dezenfeksiyonu daha sik araliklarla yapilmalidir.
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6. SONUG ve ONERILER

1. Calismamiza alinan A. baumannii suslarinin en sik goruldigu birim

%66,2 ile yogun bakim Unitesi olarak saptanmistir.

2- Izolatlarin en ¢ok %36,9 (24/65) ile kan ve ardindan %24,6 (16/65) ile

endotrakeal aspirat orneklerinden elde edildigi saptanmistir.

3- Yapilan fenotipik testlerde tim suslar katalaz pozitif, oksidaz negatif,
DNaz negatif olarak saptanmigtir. TSI agarda nonfermenter reaksiyon, glukoz
OF besiyerinde glukozun oksidasyonu gozlenmis, jelatinaz negatif olarak tespit
edilmistir. Tim bakterilerin hareketi negatif, 44°C de Uremesi pozitif olarak

saptanmistir.

4- Calisilan kokenlerin timuinde antibiyotikler icinde en yuksek duyarliliga
sahip antibiyotikler %98,5 duyarlilik orani ile tobramisin, netilmisin ve polimiksin
B olup bunu kolistin %96,9 duyarliik orani ile takip etmekteydi. Calismaya
alinan 65 kokenin tamami tikarsilin, piperasilin, piperasilin-tazobaktam,
seftazidim, seftriakson, sefepim, siprofloksasin, imipenem ve meropeneme
direncliydi. Amikasin %92,3, minosiklin %96,9, ampisilin-sulbaktam, tikarsilin-
klavulanik asit, gentamisin, levofloksasin, tetrasiklin, doksisiklin ve trimetoprim-

sulfametoksazol %98,5 oraninda direngli bulunmustur.

5- Suglar arasindaki klonal iligkiyi ortaya koymak icin yapilan AP-PZR
sonuglarina gore; M13 primeri ile bir bakterinin ¢alismadaki diger bakterilerden
farkli olmasi nedeniyle iki farkli patern gézlenirken, DAF4 primeri ile iki ayr
bakterinin ¢alismadaki diger bakterilerden farkli olmasi nedeniyle g farkl
patern goézlenmigtir. Ancak DAF4 primeri ile farkli gdzlenen ikinci bakterinin
antibiyotik duyarlilik verileri incelendiginde klonal benzerlik gosteren diger

bakterilerle benzer oldugu dusunulmusgtur.

6- Suslardaki oksasilinaz enzimlerini arastirmak icin yapilan multipleks
PZR sonugclarina gore; butun izolatlarda kromozomal kaynakli OXA-23 ve OXA-

51 enzim geni pozitif bulunmustur.
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7- Suslardaki MBL varhdini arastimak igin yapilan fenotipik
yontemlerden; cift disk sinerji testi ve modifiye Hodge testinde ve molekuler

yontemlerde higbir izolatta pozitiflik saptanmamistir.

8- Pozitif bulunan enzimler i¢in yapilan sekanslamada OXA-23 ve OXA-

51 enzim varhigi dogrulanarak, izolatlar arasi uyum gozlenmigtir.

9- Plazmid kaynakh karbapenemaz enzim varligini arastirmak igin
yapilan c¢alismada, suslarin plazmid tasimiyor olmasi  nedeniyle
Acinetobacterlerden kaynaklanan bagska karbapenem direncli bakteriler ile

kargilagma riskimizin disuk oldugu dusunulmasgtur.

10- Acinetobacter izolatlarinin biyokimyasal 06zelliklerine gore vyari
otomatize veya tam otomatize sistemlerle vyapilan tir dizeyindeki
tanimlanmasinda sorunlar yasandidi icin ¢ikan sonucun fenotipik ek testlerle

dogrulanmasi gerekmektedir.

11- Tiplendirme igin AP-PZR basit, hizli ve daha ucuz olmasi nedeniyle
uygun bir yontem olmakla birlikte, sonuclarin yorumlanmasinda zorluklar

bulunmaktadir.

12- Direngli A. baumannii tedavisinde kullanilan kolistin diginda,
¢alismamizda duyarli bulunan netilmisin ve polimiksin B’nin de kullanilabilecegi
sonucuna varilmistir. Bu amagla 6zellikle kolistin direnci saptanan hastalarda ve
uzun sure kolistin kullanilmasi dugunulen hastalarda kolistin heterodirencinin
dirence donusmesini engellemek icin disk difizyonu ile zon ¢aplarina bakiimasi
veya MIK degerlerinin bulunmasi ile netiimisin ve polimiksin B’ye Kkarsi

duyarlih@in arastirimasinin uygun olacagi dastunulmastur.

13- A. baumannii enfeksiyonlarinin yogun bakim Unitesinde, kan
orneklerinde daha sik saptanmasi, izolatlarin klonal benzerlik gostermesi
nedeniyle bu birimler basta olmak Uzere bitin hastanede; girisimsel iglemler
sirasinda kolonize veya enfekte hastalardan c¢apraz gegisi engelleme ve
enfeksiyonu 6nleme agisindan evrensel korunma énlemlerine dikkat edilmesi

gerektigi sonucuna varilmistir.
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