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OZET

Son yillarda karbapenemlerin de dahil oldugu ¢oklu ilag direnci,
Acinetobacter baumannii’ye bagli enfeksiyonlarin tedavisini olduk¢a zorlastirmistir.
Calismamizin amaci, A. baumannii’nin antimikrobiyal duyarlilik paternini
belirlemek ve karbapenem direncinin en 6nemli nedeni olan OXA tipi beta laktamaz

genlerinin varligini arastirmaktir.

Ekim 2012- Subat 2013 tarihleri arasinda Dicle Universitesi Hastaneleri
yogun bakim tinitelerinde yatan hastalardan izole edilen 80 A. baumannii izolati
konvansiyonel metodlar ve otomatize sistemle -BD Phoenix (Becton Dickinson,
A.B.D)- tanimlandi; izolatlarin antimikrobiyal duyarliliklar1 otomatize sistem ve
Kirby-Bauer disk difiizyon yontemiyle caligildi. Molekiiler yontem olarak hyplex®
CarbOxa ID (Amplex, Almanya) test sistemi kullanildi. Bu sistem ile blapxa-s51-iike,
blaoxa-2s-ike ,» blaoxassiike V€ blaoxassiike gen kiimelerinin polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) ile amplifikasyonu ve elde edilen PZR {iriinlerinin enzim bagimli
immiinosorbent testi (ELISA) temelli bir sitemde spesifik oligoniikleotid problarla
hibridizasyonunu saglandi. izolatlarin tamamu kolistine duyarliydi. Tigesiklin,
netilmisin, amikasin, trimetoprim-sulfametoksazol, gentamisin ve sefaperazon
sulbaktam duyarliliklar sirastyla %27.5, %22.5 %16.25, %12.5, %8.75 ve %5 olarak
saptandu. Iki izolatin levofloksasine orta duyarli oldugu, izolatlarin tamaminin ise test
edilen diger antibiyotiklere (ampisilin-sulbaktam, piperasilin-tazobaktam, seftazidim,
sefepim, seftriakson, sefotaksim, imipenem, meropenem, siprofloksasin) direngli

olduklar1 belirlendi.

A. baumannii’ye 6zgii oldugu kabul edilen blapxa-si-iike genleri 77 (%96)
izolatta, bla-oxa-23-like, Dlaoxa-ss-iike V& blaoxa-40 like gen gruplari sirasiyla 48 (%60),
12 (%]15) ve 8 (%10) izolatta gosterildi. Kirk yedi (%21.25) izolatin blapxa-s1-like ile
blaoxa-2s-iike genlerini, 10 (%12.5) izolatin ise blaoxasi-ike i€ blaoxa-ss-ike geN

gruplarini bir arada tasidig saptandi.

Anahtar kelimeler: Acinetobacter baumannii, karbapenem direnci, blapxa-s:-

like, DlaoxA-23-like, DlaoxA-58-1ike, PlaOXA-40-like



SUMMARY

In the last decades, mutiple drug resistance, including carbapenems, made it
difficult to treat infections due to Acinetobacter baumannii. We aimed to determine
the antimicrobial susceptibility of A. baumannii and investigate the presence of OXA
type beta lactamase genes admitted as the most important reasons of carbapenem

resistance in A. baumannii.

Eighty A. baumannii strains isolated from intensive care units of Dicle
University Hospitals between December 2012 and February 2013 were identified
with conventional methods and automated microbiology system BD Phoenix (Becton
Dickinson, USA). The antibiotics susceptibility tests of the isolates were performed
with both automated system and disc diffusion method. The hyplex® CarbOxa ID
test system was used for amplification of blagxa-si-iike, Plaoxa-23-like ,0l2oxA-58-like @Nd
blaoxa-40-iike gene clusters by multiplex PCR and hybridisation of the polimerase
chain reaction (PCR) products to specific oligonucleotide probes in an enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA)-based system. All isolates (100%) were found
to be susceptible to colistin while the susceptibility rates of tygecycline, netilmicin,
amikacin, trimethoprim-sulfamethoxazole, gentamicin and cefoperazone-sulbactam
were 27.5%, 22.5%, 16.25%, 12.5%, 8.75% and 5% respectively. Two strains
showed intermediate susceptibility for levofloxacin while all of the isolates were
resistant against any remaining tested antibiotics (ampicillin-sulbactam, piperacillin-
tazobactam, ceftazidime, cefepime, cefotaxime, ceftriaxone, imipenem, meropenem,

ciprofloxacin).

Among 80 isolates, 77 (%96.25) of them were positive for blapxa-s1-iike g€Nes
which were consistantly found and unique to A. baumannii. Blaoxa-23-like; Dlaoxa-ss-
like @aNd blaoxa-40-ike geNes were demonstrated in 48 (%60), 12 (%15) and 8 (%10)
isolates respectively. Fortyseven isolates (%58.75) were positive for both blapgxa-si-
like and blapxa-23-ike genes, while 10 (%12.5) isolates for both blapxa-s1-ike and

blaoxa-ss-like gENES.

Key words: Acinetobacter baumannii, carbapenem resistance, blaoxa-s1-like,

blaoxa-23-like, Dlaoxa-s8-like, D1a0x A-40-ike
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SIMGELER VE KISALTMALAR

ADT: Antimikrobiyal duyarlilik testi

AK/AN: Amikasin (Oxoid / Becton Dickinson)
ATCC: American Type Culture Collection
BL/Bla: beta laktamaz

BOS: Beyin omurilik sivisi

CDC: Centers for Disease Control and Prevention (Amerikan Hastalik Kontrol ve Onleme

Merkezi)

CIP: Siprofloksasin

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute
CN/GM: Gentamisin (Oxoid /Becton Dickinson))
CONJ: Konjugat

CRO: Seftriakson

CT/CL: Kolistin (Becton Dickinson/Oxoid)

CiD: coklu ilag direngli

dATP: Deoksiadenozin trifosfat

dCTP: Deoksisitozin trifosfat

dGTP: Deoksiguanozin trifosfat

dTTP: Deoksitimidin trifosfat

ELISA: Enzyme linked immunosorbent Assay ( Enzim bagimli immunosorbent testi)

EUCAST: European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing

EMB: Eozin metilen blue agar
FEP: Sefepim

GN: Gram negatif

H202: Hidrojen Peroksit

HE: Hastane enfeksiyonu

HYBBUF: Hibridizasyon tamponu

VI



IPM: imipenem

KKA: koyun kanli agar

KVC: Kardiyovaskuler Cerrahi

LEV/LVX: Levofloksasin (Oxoid / Becton Dickinson)

MHA: Mueller Hinton Agar

MiK: Minimal inhibitér konsantrasyon

NET: Netilmisin

OMP: Quter membrane protein,Dis membran proteini

OXA: Oksasilinaz

PBP: penisilin baglayan protein

PCR/PZR: Polimerase Chain Reaction / Polimeraz Zincir Reaksiyonu
PFGE: Pulse-field jel elektroforezi

RAPD: Rastgele amplifiye polimorfik DNA analizi

SAM: Ampisilin-Sulbaktam

SCF/SCP: Sefoperazon-sulbaktam (Oxoid/ Becton Dickinson)
SDS: Sodyum dodesil siilfat

SSC: Salin citrate buffer

STOP-H3P0O4-%25: %25lik fosforik asit iceren durdurma solusyonu
STRGWASH: Zorlu yikama solusyonu

SUBS-TMB: Tetrametilbenzidin substrat solusyonu

SXT: Trimetoprim-silfametoksazol

TGC: Tigesiklin

tRNA: Tasiyici ribonikleik asit

TSB: Triptic soy broth

TSI: Triple Sugar Iron (Ug sekerli demirli besiyeri)

TZP: Piperasilin-tazobaktam

Vil



VIiP: Ventilatér iligkili pnédmoni
WASHBUF: Yikama tamponu

Y.B.U.: Yogun bakim unitesi
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1.GIRIS VE AMAC

Hastane enfeksiyonlari, morbidite ve mortalitesinin yiiksek olmasi, hastanede
kalis siiresini uzatmasi ve yiiksek tedavi maliyeti nedeniyle onemli bir saglik
sorunudur. Son yillarda 6zellikle yogun bakim iiniteleri basta olmak iizere hastane
enfeksiyonlarinda en sik izole edilen etkenlerin basinda Acinetobacter cinsi

bakteriler gelmektedir.

Moraxellaceae ailesinde yer alan Acinetobacter cinsi, hareketsiz,
fermentasyon yapmayan gram olumsuz kokobasilleri igerir. Klinik olarak en sik
karsilagilan ti¢ tiir; A. baumannii, genomik tiir 3 ve 13TU, genetik ve fenotipik olarak
birbirine ¢ok yakin olduklarindan A.baumannii- calcoaceticus complex olarak

adlandirilmiglardir.

1970°1i yillarda nozokomiyal Acinetobacter enfeksiyonlari gentamisin,
minosiklin, nalidiksik asit, ampisilin ve karbenisilin ile tek basina veya kombine
kullanilarak kolayca tedavi edilmekteyken, yillar i¢inde gittik¢ce artan oranlarda
direng goriilmeye baslamistir. Karbapenemler (imipenem, meropenem veya
doripenem) ¢oklu antibiyotik direngli A.baumannii’ye bagli ciddi enfeksiyonlarin
tedavisinde Onemini korumaktadir. Amikasin, imipenem veya sefoperazonun
florokinolonlarla kombinasyonlari, kolistin, ampisilin, sefoperazon ve azitromisinin
sulbaktamla kombinasyonlari, polimiksin B ve kotrimoksazol, azitromisin ve

rifampin diger tedavi secenekleridir.

A.baumannii’nin kendiliginden mevcut ve kazanilmis direng mekanizmalar
arasinda beta-laktamaz {iretimi, aminoglikozidlere karsi modifikasyon enzimi
tiretimi, kinolonlarin baglanma yerindeki degisiklikler, aktif atim pompas1 (eflux
pump) ve hiicre duvar kanallarindaki (porinler) degisiklikler yer alir. Bu direng
mekanizmalarinin bir veya daha fazlasinin bir arada olmasi kimi zaman tiim ilaglara

kars1 olmak tizere yiiksek diizeyde ila¢ direncine yol agar.

Metallo-beta-laktamazlar ve oksasilinazlari i¢eren karbapenem hidrolize eden
beta-laktamazlar (karbapenemazlar) A.baumannii’de karbapenem direncinin ortaya

cikmasina onemli katki saglamaktadir. Acinetobacter baumannii izolatlarinda en sik



bildirilen oksasilinazlar; b|ao)(A.51, b|ao)(A-53, b|ao)(A-23 ve b|ao)(A-24/4o olarak

belirtilmistir.

Yogun bakim iinitelerinde karbapenem kullaniminin artmasi karbapeneme
direngli A.baumannii’nin hastane ortaminda yayilimmi kolaylastirmaktadir.
A.baumannii’nin karbapenem direncindeki artis kaygi vericidir. Hastanemizdeki
direng¢ durumunu ve bunun genetik temelini saptamak yeni tedavi protokolleri

gelistirmek acisindan 6nemlidir.

Calismamizda, Ekim 2012 ile Mayis 2013 tarihleri arasinda Dicle
Universitesi Hastaneleri’nin ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen 80 A. baumannii
izolatinda fenotipik olarak gesitli ilag¢ direncglerini saptamayi ve multiplex Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR) ile bu suslarda oksasilinaz gen bolgelerini -blapgxa-s1-ike

b|aOXA-23-|ike bIaOXA.sg."ke blao)(A-4o-|ike- arastirmayi hedefledik.



2. GENEL BILGILER

2.1.Tarihce ve Simiflandirma

1800’1 yillarin sonunda, morfolojik 6zelliklerine ilk dikkati ¢eken iki bilim
adaminin isimlerine ithafen ‘’Morax-Axenfeld basilleri’’ olarak adlandirilan
Acinetobacterler giiniimiize kadar bir¢ok farkli isimle adlandirilmis, tanimlanmalari
ve siniflandirmalar1 oldukga karmasik siiregclerden ge¢mistir(1,2). Brisou ve Pre’vot
1954 yilinda Yunanca hareketsiz anlamima gelen “Akinetos” sozciigiinden
esinlenerek bu bakterilere ‘Acinetobacter’ adini vermislerdir (3). 1968’de Baumann
ve arkadaslar1 tarafindan biyokimyasal ve morfolojik oOzellikleri ayrintili olarak
ortaya konan Acinetobacterler, 1971°de Moraxellaceae ailesi iginde Acinetobacter

cinsi olarak siniflandirmadaki yerlerini almislardir (1,4).

Amerikan Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezinin (Centers for Disease
Control and Prevention) (CDC) smiflandirmasinda Acinetobacter tiirleri
nonfermentatif gram-negatif basiller i¢erisinde CDC Grup EO -5, CDC Grup NO -1

ve Bordetella tiirleri ile birlikte oksidaz negatif grup icerisinde yer alir (2).

Deoksiriboniikleik asit (DNA) benzerlikleri temel alinarak yapilan
calismalarda 33 genomik tiir tanimlanmistir, 18 tiire 6zel isim verilirken diger tiirler
isimlendirilememistir (5). Acinetobacter cinsine ait isimlendirilen tiirler Tablo 2.1°de

gosterilmistir .

A. baumannii, A. calcoaceticus, Acinetobacter genomik tir 3 ve
Acinetobacter genomik tiir 13TU, sakkarolitik &zellikte olup oksidasyon-
fermentasyon besiyerlerinde karbohidratlarin hepsinden asit olusturmaktadir (3).
A. baumannii, insan hastaliklarindan sorumlu olan baslica tiirdiir. Acinetobacter
genomik tiir 3, ve Acinetobacter genomik tiir 13TU da insanlar igin patojen
olabilmektedir. Genellikle su ve topraktan izole edilen A .calcoaceticus insanlarda
ciddi bir klinik hastalia yol agmamaktadir (7,8). Fenotipik ozellikleri agisindan
birbirlerine benzerlik gosterdiklerinden bu dort tir “A. baumannii calcoaceticus

kompleks” ad1 altinda toplanmislardir (3).



Tablo 2.1. Acinetobacter cinsine ait 6zel isim verilen tiirler

A. baumannii

A. calcoaceticus

A. haemolyticus

A. junii

A. johnsonii

A. iwoffii

A. radioresistens

A. ursingii

A. schindleri

A. parvus

A. baylyi

A. bouvetii

A. towneri

A. tandoii

A. tjernbergiae

A. gerneri

A. beijerinckii

A. gyllenbergii

* Tabloda belirtilen tiirlere ek olarak ¢oklu sus igeren 26 adet isimlendirilmemis grup

ve en az 21 adet gruplandirilmamis tekli sus igeren tiirler bulunmaktadir.



2.2. Acinetobacter Tiirlerinin Genel Ozellikleri ve Tamimlanmasi

Acinetobacter cinsi, fermentasyon yapmayan, gram negatif, hareketsiz,
katalaz pozitif, oksidaz negatif basillerden olusur. Mikroskobik olarak gram negatif
kokobasil veya diplokok seklinde goriilen bu mikroorganizmalar, kan kiiltiir
siselerinden ve taze Kkiiltiirlerinden hazirlanan yaymalarda gram pozitif
boyanabilirler. DNAz ve jelatinaz negatif, ii¢ sekerli demirli besiyerinde asit
olusturmayan bakterilerdir. Oksidasyon fermentasyon besiyerinde glukoz
oksidasyonu gosterir, triple sugar iron (TSI) besiyerinde fermentasyon yapmazlar(7).
Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda rutin olarak kullanilan koyun kanli agar
(KKA), eozin-metilen blue (EMB) agar, triptik soy agar ve MacConkey
besiyerlerinde kolay iirer, koyun kanli agarda 0,5-2 mm capinda, seffaf veya opak,

zeminden kabarik koloniler olustururlar (3).

Klinik ve ¢evre Kkiiltiirlerinden bu bakterilerin izole edilmesinde
kullanilabilen, diger mikroorganizmalarin tiremelerini 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
kullanilmaktadir (7, 9) Disk: gibi ¢esitli mikroorganizmalarla kontamine 6rnekler ve
az sayida bakterinin bulunabilecegi ¢evre ortamlarindan alinan 6rnekler amonyum
veya nitrat tuzlar igeren ¢ogaltict sivi mineral besiyerine ekilebilmekte, 24-48 saat
sallanarak yapilan inkiibasyon sonrasi segici besiyerine inokiile edilmektedir. (2, 7,

9).

“A. calcoaceticus-A. baumannii complex” iyeleri disindaki tiirlerin ¢ogu
(Acinetobacter haemolyticus, Acinetobacter genomik tiir 6, 13BJ, 14BJ, 15BJ, 16 ve
17) koyun kanli agarda hemoliz olustururlar (3, 10). Acinetobacterler, rutin
mikrobiyoloji  laboratuvarlarinda  geleneksel  yontemlerle, ayrica  karbon
kaynaklarmin asimilasyonu temeline dayanan yar1 otomatize ve otomatize
sistemlerle tanimlanmaktadirlar. Geleneksel yontemlerle Acinetobacter tiir ayrimi
yapilirken glikoza oksidatif etki, hemoliz ve 44°C’de iireyebilme yetenegi
degerlendirilir. Glukozu oksitleyen ve hemoliz yapmayan izolatlar genellikle A.
baumannii’dir. A. baumannii 44°C’de iireyebilme yetenegiyle digerlerinden ayirt

edilebilir. Glukoz negatif kokenlerden hemoliz yapmayan A. iwoffii, hemoliz yapan



A. haemolyticus dur. A. johnsonii diger tiirlerden, 37°C’de tireyememesi nedeni ile
ayit  edilebilir  (11).  Acinetobacter tiirleri ayrica, bakteriyofajlarindan,
bakteriyosinlerinden, plazmid ve protein profillerinden yararlanilarak, multilokus
enzim elektroforezi, ‘pulse-field” jel elektroforezi (PFGE), polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR), rastgele amplifiye polimorfik DNA analizi (RAPD) gibi
yontemlerle tiplendirilmektedirler (12).

2.3. Patogenez ve Virulans

Diisiik 1s1 ve asidik pH‘da iireyebilmesi, kuru ortamda uzun siire
yasayabilmesi ve kapsiil icermesi Acinetobacterlerin yasam siiresini Uzatan
ozellikleridir (13,14). L-ramnoz, D-glukoz, D-mannoz ve D-glukronik asitten olusan
kapsiil bakteriyi fagositozdan korumasinin yani sira hidrofilik 6zellik kazandirarak
kateter, trakeal kaniil gibi ylizeylere tutunmasini kolaylastirir. Aerobaktin ve
siderofor gibi demir tutucu dis membran reseptdr proteinleri, bakteri iliremesi i¢in
gerekli demiri saglarken, hiicre duvari1 yapisindaki lipopolisakkarit yapi potansiyel
toksik etkisiyle patojeniteyi arttirir. Ayrica antibiyotik direnci saglayan PER-1
geninin virulanst arttirdigi ve daha oOliimciil seyreden enfeksiyonlara yol agtigi

bildirilmistir (7, 13, 15,16).

2.4. Epidemiyoloji

Acinetobacter cinsine ait tiirlerin bir¢ogunun dogal ortami ¢ok iyi
bilinmemektedir. Bu tiirler insanlarin klinik 6rneklerinden nadiren izole edilmekte
ancak enfeksiyon kontrolii ve klinik 6neminden dolay1 A.baumannii kompleksine ait
coklu ilag direncli (CID) izolatlarina dikkat edilmelidir (5).

Toprakta, su ve yiyeceklerde saprofit olarak yasayabilen Acinetobacterler,
koltuk alt1, kasik gibi nemli bolgeler basta olmak iizere derinin normal florasinda,
agiz boslugunda, solunum yollarinda, genitoiiriner sistemde ve asag1 gastrointestinal
sistemde bulunabilirler (7, 17 18). Saglikli insanlarin normal deri florasinda kisa
sireli diisik yogunlukta bulunabilirken hastanede yatan hastalarda deri
kolonizasyonunun %40’1n iizerinde oldugu bildirilmistir(19). Normal populasyonda

%7 oraninda goriilebilen farengeal kolonizasyon, hastanede yatan hastalarda, salgin



doneminde %7-18, yogun bakimda yatan trakeostomili hastalarda ise %45’e varan

oranlarda bildirilmektedir (2,7)

Acinetobacter tiirleri hastane havasi, buhar makinesi, musluklar, yatak
kenarlari, tansiyon aletleri, anjiyografi kateterleri ve mekanik ventilasyon
cihazlarindan izole edilmis, giinlerce canli kalabildikleri gosterilmistir (7, 14, 20)
Nozokomiyal salgmlar siklikla solunum yolu ekipmanlari ve hastane personelinin
elleri ile olur. Mikroorganizma hastadan hastaya da gecebilir, kolonize ve enfekte

hastalar A.baumannii icin 6nemli rezervuardir (7, 21, 22).

Viriilans potansiyelleri diisiik oldugundan bagisiklik sistemi normal olanlarda
enfeksiyon olusturma olasiligi olduke¢a diistiktiir (13). Uzun siire hastanede yatmak,
cerrahiyi takiben endotrakeal tiip takilmasi, intravaskiiler, ventrikiiler veya iiriner
kateter uygulamasi, invaziv alet varligi, genis spektrumlu antibiyotiklerin kullanimi,
parenteral beslenme ve mekanik ventilasyon gibi islemler Acinetobacter

enfeksiyonlart i¢in risk faktorii olusturmaktadir (7, 23).

2.5. Acinetobacter Kaynakh Enfeksiyonlar

2.5.1. Hastane enfeksiyonlari

A. baumanii genellikle hastane enfeksiyonlarina neden olur. Centers for
Disease Control and Prevention (CDC), hastane enfeksiyonunu (HE), hastanin
hastaneye basvurdugu anda veya hastaneye yattiginda heniiz enkiibasyon déneminde
olmayan, hastaneden alinan mikroorganizmalara bagli olarak daha sonra gelisen
enfeksiyonlar olarak tanimlar. Hastane enfeksiyonlari, hastanin yatisindan en az 48-
72 saat sonra geligir. Dahili hastalarda taburculugundan sonraki 10 giin, operasyon
gecirenlerde 1 ay, protez takilanlarda ise 1 yila kadar gelisen ilgili enfeksiyonlar HE
olarak kabul edilir (24). Mortalite ve morbiditelerinin yiiksek, ekonomik yiiklerinin
fazla olmasi ve baz1 uygulamalarla %?20-30 Onlenebilir olmasi hastane

enfeksiyonlarini 6nemli kilar (25).



2.5.2. Ventilator iligkili pnomoni (VIiP)

Acinetobacter’ler, Ozellikle A. baumannii artik iilkemizde yogun bakim
servislerinde en sik izole edilen gram negatif enfeksiyon etkenleri arasindadir (26,

27).

A.baumannii mekanik ventilasyon gereken yogun bakim iinitesi (YBU)
hastalarinda ventilator iliskili pnémoni (VIP)'ye neden olur. YBU’de uzun yatis
siiresi, kronik obstruktif akciger hastaligi (KOAH), ileri yas, immiinsupresif tedavi,
cerrahi, antibiyotik kullanimi, endotrakeal tiip ve gastrik tiip gibi invaziv alet varligi,
alt solunum yollarinin kolonizasyon veya enfeksiyon riskini arttiran faktorlerdir (28,
29) Mekanik ventilator uygulanan hastalarin % 28-85’inde ventilator iligkili pnodmoni
(VIP) gelisme riskinin oldugu bildirilmistir. (30) Hastane enfeksiyonlar: arasinda en
yiiksek mortalite oraninin VIP’ye (% 24-71) ait oldugu, 6zellikle Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter spp. gibi direngli etkenlerin neden oldugu VIP’lerde
uygunsuz tedavi ile birlikte bu oranin % 91°e ulasabilecegi de bildirilmektedir (31).

2.5.3. Kan enfeksiyonlari

Bakteriyemi siklikla hastaneye yatisin ikinci haftasinda, pndmoni veya kateter
enfeksiyonuna sekonder gelisir. Uriner sistem enfeksiyonlar1 yaralar ve abdominal
enfeksiyonlar daha az siklikta kaynak olusturur (14). En sik rastlanan tir A.
baumanii’dir, polimikrobiyal veya tek basina bakteriyemilere neden olabilir.
Mortalite %17-46 arasinda bildirilmekte, polimikrobiyal olgularda artarken A.

baumannii digindaki tiirlerle gelisen enfeksiyonlarda diisiik seyretmektedir (14,32).

Bakteriyemisi olan yetigkin hastalarin biiyiik ¢ogunlugunu, immiin diiskiin
yash hastalar olusturur. Hastanin prognozunu genellikle altta yatan hastaliklar
belirler. Immiin sistemi baskilanmis yash hastalarda, malignitelerde ve yanikta kotii

olan prognoz, travma hastalarinda daha iyi seyreder (33)

Acinetobacter bakteriyemisi i¢in ikinci 6nemli hasta grubu yenidoganlardir.

Diistik dogum agirligi, mekanik ventilasyon, dncesinde antibiyotik kullanimi ve yeni



dogan konviilsiyonlarmin varligi septisemi igin risk faktorleri olarak tanimlanmistir

(7).
2.5.4. Santral sinir sistemi enfeksiyonlari

Primer menenjitli olgular bildirilmekle beraber siklikla, kafa travmasim
takiben veya beyin cerrahisi uygulamalarindan sonra Acinetobacter tiirlerine bagh
sekonder menenjit gelisebilir (7). Yogun antibiyotik kullanimi, bes giinden uzun
siireli ventrikiiler kateter uygulamalari, ventrikiilostomi, beyin omurilik sivis1 (BOS)
kacag1 ve fistiilleri, tanimlanan risk faktorleridir(32). Klinik olarak ense sertliginin
daha az goriildigi menenjitte siklikla konviilsiyon ve mental durumda bozulma
gdzlenir (7). BOS bulgular piiriilan menenjit lehinedir. Ozellikle CID A. baumanii
menenjitlerinde mortalitenin %70lerin iizerine ¢iktigini bildiren yayinlar mevcuttur

(34).
2.5.5 Uriner sistem enfeksiyonlari

Yogun bakimda yatan, siirekli iiriner katateri olan yashh hastalarda
Acinetobacter tiirleri ile olugan nozokomiyal iiriner sistem enfeksiyonlari
goriilmektedir. Ileri yas erkek hastalarda prostat biiyiimesi nedeniyle Kkateter
kullanimi sik oldugundan, bu grupta Acinetobacter’e bagli iiriner sistem enfeksiyonu
daha sik goriiliir. Uriner kateteri olan hastalardan izole edilen her Acinetobacter
tiriiniin enfeksiyon etkeni olmayabilecegi diisiiniilmeli; kolonizasyon goz ardi

edilmemelidir (2, 7, 35).

2.5.6. Yumusak doku enfeksiyonlari

Deri biitiinliigiiniin  bozuldugu yanik, travmatize yaralar, post operatif
insizyon bdlgeleri, damar ici kateterler, yogun bakimda yatan ve immiin sistemi
bozuk hastalarda A. baumannii’ye bagli yumusak doku enfeksiyonlarina zemin
hazirlar (7). Uriner Kateterli hastalarda oldugu gibi, yara ve yaniktan izole edilen
Acinetobacter tiirleri enfeksiyon etkeni veya kolonizan olabilir. Korfez Savasi’nda
yaralanan askerlerin post travmatik yaralarinda Acinetobacter tiirleri enfeksiyon

etkeni ve/veya kolonizan olarak izole edilmistir (36).



Gozde lens kontaminasyonu sonrasi konjonctivit, endoltalmit, keratit, korneal
ilserasyon ve perforasyon, siirekli periton dializi uygulanan hastalarda peritonit,
perkiitan safra drenaji sonrasi kolanjit olgular1 bildirilmistir (2, 7, 13). Ayrica
karaciger ve pankreas apseleri, kemik iligi transplantasyonu sonrasi osteomyelit ve

septik artrit bildirilen nadir olgulardandir (2, 7).

2.6. Acinetobacter Enfeksiyonlarinda Tedavi

Acinetobacter tiirlerine etkili  antibiyotikler; ampisilin-  sulbaktam,
amoksisilin— klavulanat, tikarsilin- klavulanat, piperasilin- tazobaktam, seftazidim,
sefepim,  meropenem, imipenem, Kkinolonlar, kloramfenikol, rifampisin,
aminoglikozidler, trimetoprim- siilfametoksazol, doksisiklin ve kolistin dir (7, 14).
Ancak A. baumannii’nin, birgok antibiyotige diren¢ kazanmis olmasi, bu
mikroorganizmaya bagli enfeksiyonlarin tedavisini giiclestirir. CID A.baumannii
enfeksiyonlarinda en etkili antibiyotikler karbapenemler, sulbaktam, kolistin ve
tigesiklindir (7, 37-39).

Giderek artan ilag direnci ¢esitli antibiyotik kombinasyonlarinin kullanimini
giindeme getirmistir. Beta laktam grubu ilaglarla aminoglikozid veya florokinolon
kombinasyonlarmin sinerjist etkisini gosteren ¢alismalar mevcuttur (40).
Imipenem-+aminoglikozid, seftazidim+aminoglikozid veya florokinolon,
imipenem-+siprofloksasin,  sefoperozont+sulbaktam  siklikla  tercih  edilen
kombinasyonlardir (2, 7, 14, 41, 42). Tigesiklin-piperasilin tazobaktam
kombinasyonu antagonist etki gosterirken tigesiklinin  Kkolistin, amikasin,
levofloksasin ve imipenemle kombinasyonu sinerjist etki gosterir (43). Kombinasyon
tedavilerinde in vitro sinerji testleri yol gosterici olabilir (44). Polimiksin direngli
suslar bildirilmekle beraber ¢oklu ilag direngli A. baumannii izolatlar1 siklikla

polimiksinlere duyarlidir (45- 48)

2.7. Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalari

Genis  spektrumlu  antibiyotiklerin  yaygin  kullanimi  beraberinde
antibiyotiklere direngli bakteri izolatlarinin artmasiyla sonuglanir. Acinetobacter

tiirlerine bagli hastane enfeksiyonlar1 1970’lerin baglarina kadar gentamisin,
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minosiklin, nalidiksik asit, ampisilin ve karbenisilinle tedavi edilebiliyordu. ilk
olarak 1971 ve 1974 yillar1 arasinda artan diren¢ oranlar1 fark edildi ve 1975’ten
giiniimiize dek yapilan calismalar Acinetobacter tiirlerindeki ila¢ direng artisini
bildirmeye devam etmektedir (7, 49, 50).

Acinetobacter baumanni’de ilag direng mekanizmalari; ¢oklu ilag¢ direncinden
sorumlu mekanizmalar ve antibiyotiklere 6zgii direng mekanizmalar1 olmak iizere iki
temel gruba ayrilabilir (50) A.baumannii’nin kendiliginden mevcut ve kazanilmis
diren¢ mekanizmalar1 siklikla beta-laktamaz {iretimi, aminoglikozidlere karsi
modifikasyon enzimi {retimi, kinolonlarin baglanma yerindeki degisiklikler, aktif
pompa ve hiicre duvar kanallarindaki (porinler) degisikliklerdir. Bu direng
mekanizmalariin bir veya daha fazlasinin bir arada olmasi kimi zaman tiim ilaglara

kars1 olmak tizere yiiksek diizeyde ila¢ direncine yol acar.

2.7.1. Coklu ila¢ diren¢ mekanizmalari

Gram negatif (GN) bakterilerin membranlar1 gram pozitiflere oranla daha
komplex bir yapiya sahiptir. Cogunlugu hidrofilik 6zellikte olan beta-laktam grubu
antibiyotikler lipid yapidaki hiicre mebranindan ancak ‘outer membrane protein’
(OMP) adi verilen porlar yoluyla gecerek hiicre icine girebilirler Beta-laktam
antibiyotikler porin C ve porin F adli 2 kanal aracilifiyla, imipenem, bunlara ek
olarak D, proteini adi verilen 6zel bir porin araciligiyla hiicre igine girebilir (51).
Porin F ve porin C proteinlerindeki mutasyon imipenem disindaki beta-laktamlara
direngli kilarken 06zellikle Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter suslarinda dis
membrandan D2 proteinin kayb1 bakteriyi imipeneme direngli hale getirebilir (51-
52).

Acinetobacter baumannii’nin ila¢ direncinde, gerek TetA, TetB ve Chl gibi
ilaca 6zgli pompa sistemlerinin gerekse coklu ilag¢ direncine yol acan aktif ilag
pompa sistemlerinin 6nemli yeri vardir (10). Escherichia coli’deki AcrAB-TolC ve
P. aeruginosa’daki MexAB-OprM c¢oklu direng pompa sistemlerinin de bagh oldugu
RND protein ailesinin {iyesi olan AdeABC (Ade ACINETOBACTER
BAUMANNIi- CALCOACETICUS COMPLEX pompa sistemi), A. baumannii’nin
coklu ila¢ direncinde etkilidir (53-55). AdeABC pompasi genis bir susbstrat profiline
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sahip olup farkli siniftan bir¢ok antibiyotigi, boyalar1 ve toksik bilesikleri, aktif
olarak hiicre disina pompalayabilmektedir. AdeABC pompa sisteminin membran
yerlesimli AdeB komponentinin yapisal diizeyde ekspresyonu, bakterinin dogal
direncine katkida bulunurken; yiiksek diizeyde ekspresyonu c¢oklu ilag direncinin

ortaya ¢ikmasina yol agar (56).

2.7.2. Tlaca 6zgii diren¢ mekanizmalari

Aminoglikozidler

Streptomisin ribozomun 30S alt iinitesine, diger aminoglikozidler hem 30S
hem de 508 alt iinitelerine baglanarak, mRNA (mesajc1 riboniikleik asit) daki genetik
bilginin yanlis okunmasina yol agar, bakterinin protein sentezini durdurur veya yanlis
protein sentezletir. Aerop gram-negatif basillere bakterisidal etki gosteren
aminoglikozidlerin gram pozitif bakterilere etkisi kisithdir.  Antibiyotik
konsantrasyonu arttikga  bakterisidal etki artar. Direngli A. baumannii

enfeksiyonlarinda kombine tedavide kullanilmaktadir (57).

Bakteriler, aminoglikozidlere kars1 asetiltransferaz, fosfotransferaz ve
niikleotidil transferaz gibi inaktive edici enzimlerle direng gelistirebilirler.
Acinetobacter baumannii’de genellikle kombinasyonlar halinde bulunan bu enzim
gruplari plazmidler, transpozonlar ya da sinif-1 integronlarla baglantilidir (58). Bu
genlerin ekspresyonu farkli aminoglikozidlere kars1 degisken duyarliliklara yol acar.
Amikasin ve netilmisin sadece asetilazlar tarafindan inaktive edildikleri, diger
enzimlere direngli olduklar1 i¢in aminoglikozidler iginde en genis antibakteriyel etki

spektrumuna sahiptirler (59).
Tetrasiklinler

Yapilarinda dort halka iceren karboksamid tiirevi bilesiklerdir. Bakteri
hiicresinde ribozomlarin 30S alt {initesinde tRNA (tasiyic1 riboniikleik asit)nin
baglanacagt yere geri doniisiimli bir sekilde baglanarak protein sentezini

durdururlar. Spiroketler, riketsiya, klamidya ve mikoplazma tiirleri dahil olmak iizere
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gram-pozitif ve gram-negatif, aerop ve anaerop bakterilere etkili olan tetrasiklinler
terapotik dozlarda bakteriyostatiktirler.

Tetrasiklin diren¢ mekanizmalarinin en Onemlileri eflux pompast ve
ribozomun sitozolik proteinlerle korunmasidir. Enzimatik inaktivasyon ve rRNA’
(ribozomal riboniikleik asit) daki mutasyonlar da tetrasiklin direncinde rol oynar
(60).

Tetrasiklin ailesinin yeni tiyesi, bir glisilsiklin tiirevi olan tigesiklin gram
pozitif ve negatif bakterilere, ayrica karbapenemaz iireten Acinetobacter suslarina
kars1 etkili bulunmustur. Komplike deri, yumusak doku enfeksiyonlari,
intraabdominal enfeksiyonlarda etkili olan tigesiklinin idrarla atilimi diisiik oldugu

i¢in tiriner sistem enfeksiyonlarinda kullanimi 6nerilmemektedir (61,62).
Kinolonlar

Bakterilerde DNA (deoksi-riboniikleik asit) replikasyonu icgin gerekli
topoizomeraz II (DNA giraz) ve topoizomeraz IV ile etkilesime girerek DNA
sentezini durdururlar. Konsantrasyona bagli bakterisidal etkili kinolon grubu
antibiyotiklerin gram pozitif ve gram negatif bakterilerdeki birincil hedefi farklidir.
Gram pozitiflerde birincil hedef topoizomeraz IV, gram-negatif bakterilerde ise DNA
girazdir (63).

Direngli A.baumannii enfeksiyonlarimim kombine tedavisinde siprofloksasin
ve levofloksasin kullanilmaktadir. Bakteriler, gecirgenlikte azalma, efluks ponpa
sistemleri, DNA-giraz ve topoizomeraz IV enzim mutasyonlariyla kinolonlara karsi

direng gelistirebilir (64).

Beta-laktamlar

A. baumanni'ye karsi en etkili beta-laktam antibiyotikler seftazidim,
piperasilin ve karbapenemlerdir (64). Beta-laktam antibiyotiklere karst dort farkli
mekanizma ile diren¢ gelismektedir; antibiyotigin hiicre i¢ine girisinin engellenmesi,
penisilin baglayan proteinlerde (PBP) degisiklikler, efluks pompasinin aktive olmasi

ve beta-laktamaz enzimleriyle antibiyotigin  parcalanmasi.  Beta-laktam
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antibiyotiklerin B-laktam halkasindaki amid baglarini pargalayarak antibakteriyel
etkisini ortadan kaldiran enzimler beta-laktamaz olarak adlandirilir (65). Giliniimiize
kadar tamimlanan 350 ye yakin beta-laktamaz enzimi biyokimyasal o6zellikleri

substrat profilleri molekiiler yapilarina gore farkli sekillerde siniflandirilmasgtir.

Bunlar arasinda en ¢ok Bush-Jacoby-Medeiros ve Ambler siniflandiriimalar:
kullanilmaktadir. Ambler beta-laktamazlar1 molekiiler yapilarma gore ayirirken,
Bush, Jacoby ve Mederios biyokimyasal o6zellikler ve substrat profillerine gore

siiflandirir. Ambler siniflandirmasi gore:
Siif A: penisilinleri hidrolize eder, aktif bolgelerinde serin aminoasiti tagirlar.

Sinif B: metallobetalaktamazlardir, aktivite gosterebilmeleri i¢in ¢inkoya bagh tiyol

gruplar: gerektirir,

Simf C: sefalosporinazlardan olusur, kromozomal AmpC geni tarafindan

kodlanmalar1 nedeniyle AmpC enzimler olarak da adlandirilirlar.
Sinif D: Oksasilini hidroliz eden serin beta-laktamazlardan olusur.

Bush, Jacoby ve Medeiros 1995 yilinda biyokimyasal 6zellikleri ve substrat

profillerine gore beta-laktamazlar: 4 gruba ayirmislardir (66).

Grup 1: indiiklenebilir enzimlerdir. Birgogu kromozomal enzimlerdir ancak
plazmidlerce de kodlanan ve Enterobacteriaceae arasinda transmisyon Yoluyla
aktarilabilmektedir Kromozomal AmpC enzimleri, plazmid kontroliindeki FOX-1,
LAT-1, MIR-1, BIL-1 beta-laktamazlart bu grupta yer alir. Salmonella disinda
hemen tiim gram-negatif bakterilerde grup 1 beta-laktamazlar’lar bulunur. Molekiiler
olarak sinif C’ de yer alirlar. Sefaloridin ve sefalotini penisilinden daha hizl hidroliz
ederler. Sulbaktam ve klavulanik asitten etkilenmezken aztreonam ve kloksasilin
tarafindan inhibe edilirler. Karbapeneme duyarhidirlar. Bu enzimler bakteri
tarafindan diisiik diizeyde sentezlenirken ortama bir penisilin ya da sefalosporin
eklenmesiyle enzim sentezi indiiklenir, birka¢ yiiz kat artis gosterebilir (67).
Indiikleyici beta-laktamin ortamdan uzaklasmasiyla sentez tekrar bazal diizeylere

iner. Ancak dogada bu enzimleri siirekli yiliksek diizeyde sentezleyen mutant suslar
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bulunur. Bu suslarin enfeksiyonlar: sirasinda indiikleyici bir antibiyotik kullanilmasi
duyarli bakterilerin ortadan kalkmasi ve direngli mutant suslarin ¢ogalmasiyla
sonuglanir. Bu suslarin hastane mikroflorasina yerlesmesi hastane enfeksiyonu

epidemilerine yol agabilir (67,68).

Grup 2: Molekiiler sinif olarak A ve D’de yer alan bu grup, penisilinleri,
sefalosporinleri, kloksasilini, karbenisilini, karbapenemleri ve monobaktamlar:

hidroliz etmelerine gore 6 alt gruba ayrilir(69).

2a. Penisilini hidrolize eden, klavunat ile inhibe olan enzimler. S. aureus, B. cereus,
Eikenella corrodens ve Fusobacterium nucleatum’da tanimlanan enzimler bu
gruptadir (66).

2b: Penisilin ve sefalosporinleri hidrolize eden, klavulanik asit, sulbaktam ve
tazobaktam gibi beta-laktamaz inhibitorlerine duyarli beta-laktamazlardir (67).
Enterobacteriaceae ailesinde yaygin olarak bulunan plazmid kontroliindeki “genis
spektrumlu” TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 enzimleri bu gruptadir. Ozellikle E.coli
suslarinda ampisilin ve amoksisilin direncine neden olan TEM-1 beta-laktamaz,
Enterobacteriaceae iiyelerinin yani sira Haemophilus, Vibrio ve Neisseria gibi diger

cinslerde de bulunur. SHV-1 beta-laktamaz, K.pneumoniae suslarinda bulunur(70,71)

TEM-1, TEM-2, CARB-5, ve SHV-like enzimleri penisilinaz aktivitesi
gostermektedirler. ACE-1, ACE-2, ACE-3 ve ACE-4 enzimleri ise sefalosporinaz ve
bir miktar penisilinaz aktivitesine sahiptirler. Fakat aztreonam, seftazidim ve
sefotaksimi hidrolize edici aktiviteleri yoktur. En giiclii aktiviteleri sefaloridin ve

ACE-4 hari¢ sefradine kars1 goriilmektedir. ACE-1 en genis etkili sefalosporinazdir.

2be: Genislemis spektrumlu beta laktamazlar olarak adlandirilan bu enzimler, TEM-
1, TEM-2 ve SHV-1 gibi ana enzimlere 1-4 aminoasit degisikligi ile gelistirilen yeni
TEM- ve SHV- enzimleridir (70). Klebsiella ve E.coli suslarinda yaygin goriiliir.
Seftazidim, seftriakson, sefotaksim ve aztreonam gibi genis spektrumlu beta
laktamlara etkili olup klavulanik asit gibi beta laktamaz inhibitorlerine duyarlidirlar.
Bu grupta yer alan enzimlerden biri olan PER-1 enzimi ilk kez Tiirkiye’den bildirilen

bakteriyel suslarda saptanmustir (72,73).
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2br: TEM-30 dan TEM-36’ya kadar olan TEM enzimleri ile TRC-1 enzimini kapsar.

Klavulanik asitten etkilenmeyen genis spektrumlu beta-laktamazlardir.

2c: Karbenisilini hidroliz eden, klavulanik asite duyarli enzimleri igerir. Moraxella
catarrhalis’in BRO-1 ve BRO-2 enzimleri, Aeromonas hydrophilia’nin ER-1enzimi,
V.cholerae’nin SAR-1 enzimi ile PSE-1, PSE-3, PSE-4 beta-laktamazlari bu
gruptadir.

2d: Oksasilini klasik penisilinlerden daha hizli hidrolize etmelerinden dolay1
oksasilinazlar olarak adlandirilan bu grup amoksisilin, metisilin, cefaloridin ve
cefalotini hidrolize ederler. OXA23, OXA24, OXA58, OXA51 olarak 4 temel gruba

ayrilirlar.

Ik olarak 1985°de Edinburgh’da bir kan kiiltiiriinden izole edilen imipenem
direngli bir A.baumannii izolatinda gosterilen ARI-1 enziminin imipenem ve
azlosilini hidrolize edebilirken sefuroksim, seftazidim ve sefotaksime etkisiz oldugu
tespit edildi (74). Plazmid kaynakli oldugu diisiiniilen ARI-1 enzimi daha sonra
OXA-23 olarak isimlendirildi. OXA 23 ana grubunda OXA-27 ve OXA 49
subgruplari da bulunmaktedir. Acinetobacter baumannii’nin karbepenem direncinden

sorumlu en sik mekanizma OXA-23 varligidir (75).

OXA24 grubu; OXA25, OXA 26, OXA 40 subgruplarint igermektedir.
OXA24 ve OXA25 varyantlar: Ispanya’da karbapenem direngli A. baumannii’de
bildirilmistir. Tlk olarak Fransa’daki bir salgin sirasinda identifiye edilen OXA 58,
Ispanya, Romanya, Ingiltere, italya, Arjantin, Avusturya, Tiirkiye ve Kuveyt gibi
tilkelerden de bildirilmistir. OXA-24 kromozomal kaynakliyken, OXA23 ve 0XA58
genlerinin bir kisminin plazmidden izole edildigini bildiren ¢aligmalar mevcuttur
(76). OXA-58’in A. baumannii’de eksprese oldugunda karbapenemlere duyarlilig:
azaltip, asirt ekspresyon durumunda da yiiksek karbapenem direncine yol agtigi

bildirilmistir (77).

A. baumannii tiirleri zayif karbapenemaz aktivitesi gosteren kromozomal

OXA-51 benzeri enzim kiimesine ait dogal sinif D oksasilinaz {iretir. Bu enzim
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kiimesi tyeleri A. baumannii’nin hemen hemen tiim izolatlarinda dogal yap1

olmasina ragmen diger Acinetobacter tiirlerinde bulunmaz (78,79)
2e: Klavulanik asitle inhibe olan sefalosporinazlardir (66).
2f: Karbapenemleri hidrolize eder, klavulanik asitle inhibe olurlar (66).

Grup 3c: Giglii sefalosporinaz etkiye sahip olup karbapenemlere zayif
etkilidirler. Genis spektrumlu sefalosporinler ve sefamisinler dahil sefalosporinleri
yiksek oranda hidrolize ederler. Legionella gormanni’nin metallo-beta-laktamaz
enzimi bu gruptadir (80-81)

Grup 4: Klavulanik asitle inhibe olmayan penisilinazlardir. Yapilar1 ve
molekiil sinifi heniiz belirlenmemistir. E.coli’nin plazmid kontroliindeki SAR-2
beta-laktamazi disinda hepsi kromozomaldir. Alcaligenes faecalis, B.fragilis,
C.jejuni’den izole edilen enzimler, Clostridium butyricum’un indiiklenebilen enzimi

ve Pseudomonas cepacia’daki beta-laktamazlar bu gruptadir.

Hastane enfeksiyonlarinda sorun olarak en sik karsilagilanlar; Grup 1
kromozomal beta-laktamazlar, Grup 2 genis spektrumlu beta laktamazlar ve Grup 3
beta-laktamazlaridir. Bir bakteride birden ¢ok diren¢ mekanizmasi, birden ¢ok beta
laktamaz enzimi olabilir. Kromozomal ve plazmid kdkenli beta laktamazlar bazen bir

arada bulunabilir.
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Tablo 2.2. Beta laktamazlarin smiflandirilmasi (82 numaral kaynaktan

uyarlanmistir)

Bush-Jacoby-
Medeiros

simiflamasi

Alt grup

Ambler

siniflamasi

Temel 6zellikler

Grup 1

Sefalosporinazlar

Klavulanik asitle inhibe olmaz.

Gram ) bakterilerdeki

kromozomal enzimler (AmpC)

Karbapenem hari¢ tiim beta

laktamlara direngli

le

Seftazidime yiiksek afinite

Grup 2

Penisilinazlar

2a

Gram (+) bakterilerdeki

penisilinazlar

2b

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

Ampisilin,

genis

tikarsilin,

karbenisilin, sefalotine direng

2be

Genislemis  spektrumlu  beta-
laktamazlar (TEM,SHV
tirevleri, PER-1, CTX-M..)2b’ye
ek olarak seftazidim, seftriakson,

sefotaksim, aztreonam direnci
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Tablo 2.2. (devam): Beta laktamazlarin siniflandirilmasi

Bush-Jacoby-
Medeiros

simiflamasi

Alt grup

Ambler

siniflamasi

Ozellikler

2ber

TEM-50
2br’ye ek olarak seftazidim,
sefotaksim, seftriakson,

aztreonam direnci

2C

PSE-1, CARB-3

Karbenisilini hidrolize eder

2ce

RTG-4, CARB-10
2c’ye ek olarak  sefepim,

sefpiromu hidrolize eder

2d

OXA-1,0XA-10
Oksasilin ve kloksasilini

hidrolize eder

2de

OXA-11, 0XA-15
2d’ye ek olarak seftazidim,
seftriakson, sefotaksim,

aztreonam direnci

2df

OXA-23, OXA-48
2d’ye ek olarak karbapenem
hidrolizi

2e

CEP-A
Klavulanik asit ile inhibe olan

sefalosporinazlar
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Tablo 2.2. (devam): Beta laktamazlarin siniflandirilmasi

Bush-Jacoby- Alt-grup | Ambler Ozellikler

Medeiros siniflamasi

simiflamasi

2f A KPC

Karbapenem, seftazidim,
seftriakson, sefotaksim,
aztreonam, sefamisin direnci

Grup 3 Metallo | 3a B IMP, VIM

betalaktamazlar

Cinko bagiml karbapenemazlar
Metal iyonu selatdrleri ile inhibe
olurlar

Karbapenem hidrolizi yiliksek
Monobaktam hidrolizi zayif
Klavulanik asit ve tazobaktamla

inhibe olmaz
Grup 4 - Diger gruplara girmeyen
enzimler
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3. GEREC VE YONTEMLER

Bu ¢alismanin yapilabilmesi i¢in Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel
Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 01.02.2012/378 no’lu karar1 uyarinca
etik kurul onay1 almmistir. Calismamiz, Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan 12-TF-77 numarali proje ile destek
saglanarak Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Laboratuvari’nda, Ekim 2012 — Subat 2013 tarihleri arasinda izole edilen ¢oklu ilag

direnci gosteren A. baumannii izolatlari ile gerceklestirildi.

3.1. Gerecler
3.1.1. Besiyerleri

e %S5 Koyun kanli agar (RTA, Tiirkiye),
e Eozin Metilen Blue agar (EMB) (Oxoid, ingiltere),

Toz EMB’den 37 gr almarak distile su ile hacim 1000 ml’ye tamamlandi.
Otoklavda 1 atmosfer (atm) basingta 121°C’de 15 dk tutularak sterilizasyon saglandi.

50°C’ye sogutulup steril petrilere dokiilerek kullanima hazir hale getirildi.
e Triptik soy broth (Oxoid, Ingiltere),

Izolatlarin saklanmasi igin %16 gliserol igeren triptik soy broth besiyeri
kullanildi. 30 g triptik soy broth, 160 ml gliserol ve 840 ml distile suda eritildi. 1 atm
basing ve 121°C'de 15 dakika otoklavlandi. 55°C'ye kadar sogutulduktan sonra 1.5

ml’lik ependorflara 1’er mI’lik hacimlerde birakildu.
e Mueller Hinton Agar (Oxoid, Ingiltere),

Toz halindeki Mueller-Hinton Agar (MHA)’dan 38 gr alinarak distile su ile
hacim 1000 ml’ye tamamlandi. Otoklavda 121°C’de 15 dk tutularak sterilizasyon

saglandi, 50°C'ye sogutulduktan sonra kalinlig1 4 mm olacak sekilde steril petrilere
dokiildii.
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e Triple Sugar Iron Agar (Ug Sekerli Demirli Besiyeri) (Oxoid, Ingiltere)

Toz halindeki Triple Sugar Iron Agar (Oxoid, Ingiltere) 65 gr tartild1 ve 1000 ml
distile su igerisinde ¢oziildii. pH 7,4’e ayarlandi. 121°C'de 15 dakika steril edildikten

sonra steril cam tiiplere dagitildi, yatik olarak katilastirildi.

e Kan kiiltiirii vasatlar1 (BD Bactec Plus Aerobic/F ve BD Bactec Peds Plus/F)
(Becton Dickinson company, ABD),

e Bakteri identifikasyon (ID) ve Antimikrobial duyarlilik test (ADT) buyyon
(Becton Dickinson company, ABD).

3.1.2. Kimyasallar ve ayiraglar

Katalaz ayiraci: 1 ml %30’luk hidrojen peroksit (H202) (Sigma ABD) solusyonu
9 ml distile su ile karistirilarak %3’lik H202 reaktifi hazirlandi. Reaktif 2-8°C’de
bekletildi.

Kovacs ayiraci: N, N, N, N-Tetrametil-p-fenilenediamin hidrokloriiriin (Sigma
ABD) distile sudaki %1°lik eriyigi hazirlandi. Eriyik 2-8°C’de bekletildi

Bakteri identifikasyon (ID) ve antimikrobiyal duyarlilik test (ADT) indikatorleri
(Becton Dickinson Company, ABD)

Kullanilan antibivyotik diskleri

Ampisilin-sulbaktam (SAM, 10/10pg) (Oxoid,Ingiltere)
Piperasilin-tazobaktam (TZP, 100/10ug) (Oxoid,ingiltere)
Tikarsilin-klavulanik asit (TIM, 75/10pg) (Oxoid,Ingiltere)
Sefaperazon-sulbaktam (SCP, 105 pg) (Oxoid,Ingiltere)
Seftazidim (CAZ, 30ug) (Oxoid,Ingiltere)

Seftriakson (CRO, 30pg) (Oxoid,ingiltere)
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Sefepim (FEP, 30pg) (Oxoid,Ingiltere)

Gentamisin (CN, 10ug) (Oxoid,Ingiltere)

Amikasin (AK, 30ug) (Oxoid,ingiltere)

Netilmisin (NET, 30pg) (Oxoid,Ingiltere)

Siprofloksasin (CIP, 5ug) (Oxoid,Ingiltere)

Levofloksasin (LEV, 5ug) (Oxoid,Ingiltere)

Tigesiklin (TGC, 15ug) (Oxoid,ingiltere)
Trimetoprim-siilfametoksazol (SXT, 1.25/23.75ug) (Oxoid,Ingiltere)
Imipenem (IPM, 10 ug) (Oxoid,ingiltere)

Meropenem (MEM, 10 pg) (Oxoid,Ingiltere)

Kalite kontrol kdkenleri

P. aeruginosa ATCC (American Type Culture Collection) 27853
E. coli ATCC 25922
E. Coli ATCC 35218

Polimerase Zincir Reaksiyonu (PZR) modiilii icin gerekli reagen seti (Amplex,

Almanya)

Lizis buffer 60 ml (katalog no: 3950)

Isaretli oligoniikleotid primer 240 pl

Niikleotid mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP igeren)120 pl
Pozitif kontrol 125 pl

Negatif kontrol 100 pl
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Steril, iki kez distile edilmis su (enjeksiyonluk distile su kullanildr)

Hibridizasyon modilii (Amplex, Almanvya)

Her bir kuyucugunda, farkli OXA gen kiimelerini ve A. baumannii’ ye spesifik
genleri saptamak i¢in immobilize oligoniikleotid problar1 igerir. Her gen grubu igin

farkli renklerde (kirmizi, mor, mavi, yesil) 96’sar kuyucuktan olusur.
MTS-BR-AB: A. baumannii (blaoxa-si-like)-kirmizi-96 kuyucuk
MTS-BR-023: blapxa-23-like - mor-96 kuyucuk

MTS-BR-040: blagxa-4o-like - koyu yesil-96 kuyucuk

MTS-BR-058: blapxa-ss-like - mavi-96 kuyucuk

MTS-BR-BLANK: reagen kontrol, renksiz-16 kuyucuk

HYBBUF (Hibridizasyon tamponu): Salin citrate buffer (SSC), sodyum dodesil

stilfat (SDS) ve N-lauroylsarcosine igerir. 10ml
STRGWASH (Zorlu yikama solusyonu): SSC ve SDS igerir. 100ml

WASHBUF (Yikama tamponu): Fosfat tamponu, NaCl ve deterjan , koruyucu olarak

da metilizotiazolon ve oxipiron igerir. 20 kat konsantre edilmistir.

CONJ (Konjugat): 100 kat konsantre edilmistir. Koruyucu olarak metilizotiazolon,

dimetiaminoantipirin ve klorasetamid igerir.120ul

SUBS-TMB (Subtrat): Kullanilmaya hazir tetrametilbenzidin (TMB) substrat

solusyonunu igerir.12 ml

STOP-H3PO4-%25 (Durdurma solusyonu): Kullanilmaya hazir, %25lik fosforik asit

igerir. 12 ml

e Calismada kullanilan, Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji

Anabilim Dali'na ait cihazlar ise sunlardir:

Otoklav (Niive, Tiirkiye)
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Hassas Terazi ( Vibra, Japonya)

Multi-Blok Isitic1 (Lab-Line, Japonya)

Veriti Termal Cycler (Applied Biosystems, Ingiltere)
Biogiivenlik Kabini (JSR ,Japonya)

Etiiv (Heraeus, Almanya)

Mikrotitre plate fotometre (450-620 nm aras1) (Sunrise-Tecan, Isvigre)
Buzdolabi (-80°C) (Sanyo, Japonya)

Buzdolab1 (-20°C) (Beko, Tiirkiye)

Buzdolabi (+2-+8°C) (Beko, Tiirkiye)

10, 100, 1000ul’lik pipetler (Eppendorf Research, ABD)
Metal 6zeler

3.1.3. Sarf Malzemeleri

10,100 1000u1’lik tek kullanimlik pipet uglar
PZR reaksiyon kaplar1 (0.2ml’lik)

Tek kullanimlik plastik 6zeler

Tek kullanimlik 15 em ¢apli bos petri kutulari
Tek kullanimlik 9 cm ¢apli petri kutular

3.2. Bakteri Izolatlar
Dicle Universitesi Hastaneleri’nin yogun bakim {initelerinde yatan hastalarimn

(0-94 yas araliginda) EKim 2012- Subat 2013 tarihleri arasinda gonderilen klinik
orneklerinden izole edilen, BD PhoenixTM 100 (Becton Dickinson, MD, USA)
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otomatize sistem ile A. baumannii olarak tanimlanan ve konvansiyonel yontemlerle

A. baumannii oldugu dogrulanan ¢oklu ilag direngli 80 izolat ¢alismaya dahil edildi.

Ayni hastaya ait miikerrer izolatlar ¢alisma dis1 birakildi. Calismaya alinan

izolatlarin 6zellikleri Tablo 3.1'de gosterildi.

Tablo 3.1. Tiim A. baumannii izolatlarinin soyutlandigi hastalarin yas, cinsiyet,

yattig1 klinik ve ornek ozellikleri

No | Yas | Cins | Hastamin yattig1 klinik Ornek

1 84 E Gogiis Hastaliklar1 Y.B.U Katater

2 78 K Dahiliye Y.B.U. Kan

3 62 | K Néroloji.Y.B.U. Trakeal aspirat
4 39 E Anestezi ve Reanimasyon Y.B.U. Trakeal aspirat
5 20 |K Gogiis Hastaliklar1 Y.B.U. Trakeal aspirat
6 67 E Dahiliye Y.B.U. Trakeal aspirat
7 0 K Cocuk Hastaliklar1 Y.B.U. Yara

8 57 E Kardiyoloji Y.B.U. Kan

9 86 |E Gogiis Hastaliklar1 Y.B.U. Trakeal aspirat
10 |76 |K Gogiis Hastaliklar1 Y.B.U. Trakeal aspirat
11 |50 |E Gogiis Hastaliklar1 Y.B.U Trakeal aspirat
12 0 E Cocuk Hastaliklar1 Y.B.U. Trakeal aspirat
13 26 E Ortopedi ve Travmatoloji Y.B.U. Yara
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Tablo 3.1.(devami) Tiim A. baumannii izolatlarimin soyutlandigi hastalarin yas,

cinsiyet, yattig1 klinik ve ornek ozellikleri

No |Yas | Cins | Hastamin yattig1 klinik Ornek

14 |40 |E Enfeksiyon Hastaliklar1 Y.B.U. Trakeal aspirat
15 |1 K Cocuk Cerrahisi Y.B.U. Trakeal aspirat
16 |22 |E Anestezi ve Reanimasyon Y.B.U. Katater

17 20 E Plastik Cerrahi Y.B.U. Yara

18 |48 K Dahiliye Y.B.U. Kan

19 |43 |E Dahiliye Y.B.U. Kan

20 36 K Kadin Hastaliklart ve Dogum Y.B.U. | Yara

21 47 E Plastik Cerrahi Y.B.U. Yara

22 |64 |E Kardiyovaskiiler Cerrahi Y.B.U. Trakeal aspirat
23 |38 K Dahiliye Y.B.U Kan

24 |88 |E Néroloji Y.B.U. Trakeal aspirat
25 |0 E Cocuk Hastaliklar1 Y.B.U. Kan

26 |31 |E Nérosiriirji Y.B.U. Katater

27 |75 |K Kardiyoloji Y.B.U. Trakeal aspirat
28 |12 |E Cocuk Cerrahisi Y.B.U. Idrar

29 19 K Genel Cerrahi Y.B.U. Kan

30 62 K Nefroloji Y.B.U. Idrar
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Tablo 3.1.(devami) Tiim A. baumannii izolatlarimin soyutlandigi hastalarin yas,

cinsiyet, yattig1 klinik ve ornek ozellikleri

No |Yas | Cins | Hastamin yattig1 klinik Ornek

31 |75 |E Gogiis Hastaliklar1 Y.B.U Trakeal aspirat
32 |46 |K Kardiyoloji Y.B.U. Trakeal aspirat
33 |65 |E Gogiis Hastaliklar1 Y.B.U Trakeal aspirat
34 |3 E Cocuk Hastaliklar1 Y.B.U. Trakeal aspirat
35 25 E Yanik Unitesi Y.B.U. Yara

36 (94 |K Dahiliye Y.B.U.. Trakeal aspirat
37 |26 |K Nefroloji Y.B.U. Katater

38 52 K Gogiis Hastaliklar1 ve Y.B.U Kan

39 |38 |E Genel Cerrahi Y.B.U. Kan

40 54 E Gogiis Hastaliklar1 ve Y.B.U Kan

41 | 17 E Anestezi ve Reanimasyon Y.B.U. Trakeal aspirat
42 15 K Norosiriirji Y.B.U. Yara

43 58 K Uroloji Y.B.U. Idrar

44 |80 |E Néroloji Y.B.U. Trakeal aspirat
45 |58 |K Noéroloji Y.B.U. Trakeal aspirat
46 29 E Yanik Unitesi.Y.B.U. Yara

47 20 K Nefroloji Y.B.U. Katater
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Tablo 3.1. (devam) Tiim A. baumannii izolatlarimin soyutlandig1 hastalarin yas,

cinsiyet, yattig1 klinik ve ornek ozellikleri

No |Yas | Cins | Hastamin yattig1 klinik Ornek

48 |44 | K Dahiliye Y.B.U. Trakeal aspirat
49 |83 |K Dahiliye Y.B.U. Trakeal aspirat
50 |61 |E Néroloji Y.B.U. Idrar

51 24 K Ortopedi ve Travmatoloji Y.B.U. Yara

52 |84 |E Néroloji Y.B.U. Trakeal aspirat
53 |87 |K Dahiliye Y.B.U. Trakeal aspirat
54 10 K Yanik Unitesi.Y.B.U. Kan

55 |78 |E Dahiliye Y.B.U. Trakeal aspirat
56 |51 |E Genel Cerrahi Y.B.U. Kan

57 2 E Yanik Unitesi.Y.B.U. Yara

58 |58 |E Nérosiriirji Y.B.U. Katater

50 |34 |E Anestezi ve Reanimasyon Y.B.U. Idrar

60 |84 |K Néroloji Y.B.U. Trakeal aspirat
61 69 E Kardiyoloji Y.B.U. Kan

62 64 E Dahiliye Y.B.U. Kan

63 |80 |E Néroloji Y.B.U. Trakeal aspirat
64 |53 |K Néroloji Y.B.U. Kan
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Tablo 3.1. (devamu). Tiim A. baumannii izolatlarimin soyutlandig1 hastalarin yas,

cinsiyet, yattig1 klinik ve ornek ozellikleri

No | Yas | Cins | Hastanimn yattig klinik Ornek

65 |42 |E Néroloji Y.B.U. Kan

66 |76 |E Gogiis Hastaliklar1 Y.B.U Kan

67 4 E Anestezi ve Reanimasyon Y.B.U. Yara

68 |0 K Yenidogan Y.B.U. Katater

69 |83 |E Genel Cerrahi Y.B.U. Kan

70 |0 K Yenidogan Y.B.U. Katater

71 88 E Dahiliye Y.B.U. Kan

72 0 K Yenidogan Y.B.U. Kan

73 |0 E Cocuk Hastaliklar1 Y.B.U. Trakeal aspirat
74 13 K Cocuk Hastaliklar1 Y.B.U. Trakeal aspirat
75 |39 |E Dahiliye Y.B.U. Katater

76 |82 |K Néroloji Y.B.U. Trakeal aspirat
77 91 K Genel Cerrahi Y.B.U. Kan

78 |56 | K Genel Cerrahi Y.B.U. Dren s1vist

79 |59 |E Néroloji Y.B.U. Katater

80 |70 |E Gogiis Hastaliklar1 Y.B.U Trakeal aspirat

Y.B.U: Yogun bakim iinitesi
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3.2.1. izolatlarin tammlanmasi ve antibiyotik duyarhlik testleri

Laboratuvarimiza gelen idrar ornekleri %5 KKA ve EMB agara inokiile
edilirken diger 6rnekler ise %5 KKA, EMB agar ve ¢ukolata agara inokiile edildi ve
uygun kosullarda inkiibe edildi. Kan kiiltiir vasatina inokiile edilmis olarak
gonderilen kan ornekleri ise otomatize kiiltiir sisteminde (BACTEC™ 9120 Blood
Culture System) inkiibe edildi. Ureme sinyali izlenildiginde kan kiiltiir vasatindan
alinan bir miktar 6rnek %5 KKA, EMB agar ve Sabouraud Dextroz agara (SDA)
inokiile edildi ve 35+2°C’de 16-24 saat inkiibe edildi (83-85). Besiyerinde saf koloni
seklinde ireyen aerob, Gram negatif diplokok veya kokobasil morfolojisindeki
bakterilere ait kolonilerin identifikasyonu yapildi ve otomatize sistemle antibiyotik

duyarlilik testleri ¢alisildu.

Antibiyotik duyarlilik testleri icin, CrystalSpecTM nefelometre kullanilarak
ID buyyonu igerisinde yogunlugu 0.5 McFarland standartina ayarlanmis bakteri
siispansiyonlart hazirlandi. Bdylece konsantrasyonu yaklasik 1x10® CFU/mI olan
bakteri siispansiyonundan, antimikrobiyal duyarlilik test buyyon tiiptine 25 pL ilave
edildi. ADT buyyon igerisine bir damla Phoenix ™ AST indikatorii damlatildi. Bu
paneller 35°C inkiibasyon sicakligi saglayan ve 20 dakikada bir analiz yapan
Phoenix™ cihazina yerlestirildi. Izolatlarn antibiyotik duyarliliklart NMIC/ID-55
panellerinin kullanildigt BD Phoenix™ sistemi ile test edildi (86,87). Duyarlilik
testlerinin sonuglar1 Klinik ve Laboratuar Standartlar1 Enstitiisii (Clinical and
Laboratory Standards Institute, CLSI) kriterlerine gore duyarli, orta duyarli ve
direngli olarak kategorize edildi. Acinetobacter izolatlar1 igin CLSI’nin 6nerdigi

minimal inhibitdr konsantrasyon (MIK) degerleri tablo 3.2.’de gosterilmistir (88).

A. baumanni olarak tiplendirilen ¢oklu ilag direngli izolatlar, g¢alisma
yapilincaya kadar %16 gliserol igeren triptik soy buyyon besiyerinde —80°C’de
sakland1 (89-90). En az {i¢ antibiyotik sinifinin tipik antibiyotiklerine direngli olan A.
baumannii izolatlar1 ¢oklu ilag direnci gosteren A. baumannii olarak tanimlandi. Bu
amagcla kullanilan antibiyotik smiflari; aminoglikozidler (gentamisin, amikasin,
netilmisin), antipseudomonal penisilinler (piperasilin, tikarsilin), karbapenemler

(imipenem, meropenem), sefalosporinler (sefepim, seftazidim, seftriakson,
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sefotaksim), kinolonlar (siprofloksasin, levofloksasin) ve bunlara ek olarak kolistin,

ampisilin/sulbaktam, sefaperazon-sulbaktam ve tetrasiklinler (tigesiklin) idi.

Tablo 3.2. Acinetobacter izolatlar1 i¢cin CLSI’nin o6nerdigi minimal inhibitor
konsantrasyon (MiK) degerleri (89)

Antimikrobiyal Duyarh Orta duyarh Direncli
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Ampisilin-Sulbaktam <8/4 16/8 >32/16
Piperasilin-Tazobaktam <16/4 32/4-64/4 >128/4
Seftazidim <8 15-19 >32
Sefotaksim <8 15-19 >32
Sefepim <8 15-19 >32
Seftriakson <8 14-20 >64
Imipenem <4 8 >16
Meropenem < 8 >16
Gentamisin <4 8 >16
Amikasin <I6 32 >64
Siprofloksasin </ 2 >4
Levofloksasin <2 4 >8
Trimetoprim-sulfametoksazol <2/38 - >4/76
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3.2.2. izolatlarin konvansiyonel yontemlerle tiplendirilmesi

Stoklanmis bakteriler ¢alisilmadan 6nce iki kez pasajlandi. EMB agardaki ilk
pasaj 35£2°C’de 20-24 saat inkiibe edildi. Ardindan, hemoliz ve 44°C’de iireyebilme
Ozelliklerini degerlendirmek amaciyla %5 KKA’a pasajlanarak 44+2°C’de 20-24 saat
inkiibe edildi. 44°C’de iireyemeyen ve kanli agarda hemoliz yapan izolatlar
calismaya alinmadi. Izolatlarda katalaz ve oksidaz varligi arastirildi. TSI agar ve

hareket besiyerlerine ekim yapildi.

Katalaz testi

Bu test, katalaz enzimi bulunduran bakterilerin hidrojen peroksiti katalize
ederek, oksijen ve suya ayrilmasini saglama esasina dayanir. Temiz bir lam {izerine
bir damla katalaz reaktifi -%3 H,0,- damlatildi. Steril 0ze ile alinan koloni lamin
tizerinde ezilerek katalaz reaktifi ile karigtirildi. Gaz kabarciklarinin goriilmesi
pozitif, goriilmemesi ise negatif olarak degerlendirildi (91). Calismaya alinan

izolatlarin tamaminin katalaz pozitif oldugu gozlendi.

Oksidaz testi

Hazirlanan dimetil-p-fenilendiamin hidrokloridin saf sudaki %0.5-1"lik
eriyigi ile 1slatilmis slizge¢ kagidinin iizerine, besiyerindeki kolonilerden steril platin
0ze yardimiyla bir miktar siiriildii. 5-10 saniye ic¢inde kolonilerin mor renge
donlismesi pozitif, renk olusmamasi negatif sonug olarak degerlendirildi (91).

Calisilan izolatlar renk degisimi gostermedikleri icin oksidaz negatif olarak saptandi.
Uc sekerli demirli besiyerinin (TSI) ekim yontemi ve degerlendirilmesi

EMB besiyerinde tek diisen koloniye dokundurulan igne 6ze ile alinan
bakteriler TSI besiyerinin 6nce dik kismina batirilarak sonra yatik kisminmn
yiizeyinde zik zak cizilerek ekim yapildi. Ekimler 35+2°C’de 24 saat inkiibe edildi,
fermantatif veya nonfermantatif olmasi incelendi (92). Izolatlarin higbirinde
besiyerinde asit ortam olusumu go6zlenmedi, izolatlar non-fermenter olarak

degerlendirildi.
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Hareket testi

Sigir eti Oziitii (3 gr), pepton (10 gr), NaCL (5 gr) ve agar (4 gr), hacim
1000ml’ye tamamlanacak sekilde distile su i¢inde karistirilarak eritildi. Hazirlanan
besiyerinin pH’s1 7.0'ye ayarlandi, cam tiiplere dagitimi yapilip 1 atm. basingta
121°C’de 15 dakika steril edildi. Bakteri kolonisinden steril igne 6ze ile alinarak
tiipteki besiyerine batirma ekimi yapildi. 35£2°C’de 18-24 saat inkiibasyon sonrasi
besiyerinde inokiilasyon c¢izgisinden yanlara dogru bulaniklik goriilmesi bakterinin
hareketli oldugunu, yanlara dogru bulaniklik goriilmemesi hareketsiz oldugunu

diistindiirdii. Calisilan izolatlarin tamami hareketsizdi.

Otomatize sistemle A. baumannii olarak tanimlanan, ardindan konvansiyonel
yontemlerle; Gram negatif kok/kokobasil gériiniimde, 44°C’de iireyebilen, %5 koyun
kanli agarda hemoliz yapmayan, katalaz (+), oksidaz (-), hareketsiz ve TSI
besiyerinde fermentasyon yapmadigi saptanan izolatlar A. baumannii olarak

degerlendirilerek ¢alismamizin sonraki agamasi olan disk difiizyon testine gecildi.
3.2.3. Disk difiizyon testi ile antibiyotik duyarhlk tesbiti

Bakterilerin antibiyotiklere karg1 duyarliligi Kirby—Bauer disk difiizyon
teknigi ile CLSI Onerileri dikkate alinarak MHAda yapildi (88). Otomatize sistem
panelinde olmayan tigesiklin, netilmisin ve sefoperazon-sulbaktam diskleri ile de

caligilarak izolatlarin bu antibiyotiklere direng durumu belirlendi.

Kalite kontrol kokeni olarak P. aeruginosa ATCC (American Type Culture
Collection) 27853, E. coli ATCC 25922 kullanild1 (94). Beta-laktam/beta-laktamaz
inhibitér kombinasyonlari i¢in ayrica E. Coli ATCC 35218 standart susu kullanildi
(88).

Steril, tek kullanimlik, 15 ve 9 cm c¢apli petri plaklarina 4 mm ytikseklikte
olacak sekilde Mueller-Hinton agar (Oxoid, Ingiltere) dokiildii ve kullanilincaya
kadar +4°C’de bekletildi. Pasajlanan plaklarda saf koloni halinde {iremis olan bakteri
kolonilerinden steril 6ze ile bir miktar alinarak steril serum fizyolojik igerisinde 0.5

Mc Farland bulaniklik saglanacak sekilde siispanse edildi. Steril ekiivyon ile bu
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stispansiyondan MHA besiyeri {izerine yaygin ekim yapildi. Plaklarin kurumasi
beklenerek iiretici firmalardan saglanan antibiyotik diskleri plaklara aplike edildi.

Calismada kullanilan antibiyotik diskleri; ampisilin-sulbaktam (SAM,
10ug/10pg), piperasilin-tazobaktam (TZP, 100/10ug), sefaperazon-sulbaktam (SCP,
105ug), seftazidim (CAZ, 30ug), seftriakson (CRO, 30ug), sefepim (FEP, 30ug),
gentamisin  (GN, 10ug), amikasin (AN, 30ug), netilmisin (NET, 30ug),
siprofloksasin (CIP, 5ug), levofloksasin (LEV, 5ug), tigesiklin (TGC, 15ug),
imipenem (IPM, 10pg), meropenem (MEM, 10ug) ve trimetoprim/sulfametaksazol
(SXT, 1.25/23.75ug) (Oxoid, ingiltere) idi.

Her Acinetobacter kokeni i¢in ¢ap1 15 ve 9cm olan iki petri kutusu kullanildi.
15cm’lik petri kutularinin her birine 10 antibiyotik diski kenardan 15 mm,
birbirinden 25-30 mm uzaklikta olacak sekilde yerlestirildi. 9cm’lik petri kutularinin
her birine 5 antibiyotik diski, kenardan 15 mm, birbirinden 25-30 mm uzaklikta
olacak sekilde yerlestirildi. Petri kutular1 35-37°C’ de, 18-24 saat inkiibe edildikten
sonra inhibisyon zon ¢aplart 6l¢iildii. Elde edilen sonuglar CLSI kriterlerine gore
Tablo 3.3’de belirtildigi sekilde duyarli (S), orta duyarl (I) veya direngli (R) olarak

yorumland.

Netilmisin i¢in CLSI kriterlerinde Acinetobacter baumannii izolatlarina
yonelik disk difiizyon zon ¢aplart belirlenmediginden, EUCAST da Acinetobacter
tirleri i¢in belirlenen zon c¢aplar1 esas alindi (93). Sefoperazon- sulbaktam disk
difizyon zon g¢apii degerlendirirken, CLSI’in P. aeruginosa izolatlarinda 75 pg
Sefoperazon i¢in belirlenen disk difiizyon zon ¢aplari baz alind1 (94). Acinetobacter
baumannii izolatlart igin CLSI’in 6nerdigi disk difiizyon zon ¢aplari Tablo 3.2°de
gosterildi  (95). Acinetobacter tiirlerinde kolistinin antimikrobiyal duyarliligini
saptamak i¢in CLSI ve FDA, MIK degerlerinin esas alinmasimi énermektedir. Biz de
calismamizda, kolistin duyarliligin1 otomatize sistemle saptanan MIK degerlerine

gore belirledik.
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Tablo 3.3. Acinetobacter izolatlarn icin CLSI’nin o6nerdigi disk difiizyon

inhibisyon zon ¢aplari (95)

Antimikrobiyal Duyarh Orta duyarh | Direncli
(mm) (mm) (mm)
Ampisilin-Sulbaktam 10/10 pg >15 12-14 <I1
Piperasilin-Tazobaktam 100/10 ug >21 18-20 <17
Seftazidim 30 pg >18 15-19 <14
Sefepim 30 pg >18 15-19 <14
Seftriakson 30 ug >21 14-20 <13
Imipenem 10 pg >16 14-15 <13
Meropenem 10 pg >16 14-15 <13
Gentamisin 10 pg >15 13-14 <12
Amikasin 30 ug >17 15-16 <14
Siprofloksasin 5 pg >21 16-20 <15
Levofloksasin 5 pug >17 14-16 <13
Trimetoprim-sulfametoksazol 1.25/23.75ug | >16 11-15 <10
Netilmisin ®¥ 30 pg >16 <16
Sefoperazon ®¥ 75¢ >2] 16-20 <15

®3): EUCAST’m Acinetobacter tiirleri i¢in 6nerdigi inhibisyon zon caplari

®4) CLSI’nin P. aeruginosa i¢in belirledigi inhibisyon zon gaplari
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Tigesiklin igin iki ayr1 degerlendirme yapildi. Ilkinde FDA’nin Acinetobacter
tirleri i¢in  Onerdigi  tigesiklin  duyarlilik zon ¢aplart  olmadigindan,
Enterobacteriaceae tiirleri i¢in onerilen zon ¢aplart (19 mm ve {sti duyarli, 15-18
mm orta duyarli, 14 mm ve alt1 direngli) esas alinarak degerlendirildi (96). ikinci
olarak; Jones’un Acinetobacter tiirlerinde disk difiizyon gaplarinin yorumlanmasi
icin Onerdigi kriterlere gore (16 mm ve Ustii duyarli, 13-15mm orta duyarli, 12
mm’nin alt1 direngli) yorumlandi (97). FDA ve Jones kriterlerine gore tigesiklin disk

difiizyon zon ¢aplar1 Tablo 3.4’de gosterildi.

Tablo 3.4. Tigesiklin disk difiizyon inhibisyon zon caplarmin iki ayr1 kritere

gore degerlendirilmesi

Kriter S (mm) I (mm) R (mm)
FDA ©8 >19 15-18 <14
Jones @7 >16 13-15 <12

S: Duyarly, I: Orta duyarli, R: Direngli
9%): FDA’in Enterobacteriaceae tiirleri i¢in 6nerdigi zon caplari
®7: Jones’un 2005 yilinda Acinetobacter tiirlerinin disk difiizyon sonuclarinin

yorumlanmasinda 6nerdigi degerler
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3.3. Multiplex PZR ile Karbapenemaz Genlerinin Saptanmasi
3.3.1. Test sisteminin yapisi ve prensibi

Hyplex CarbOxa ID test sistemi, OXA tipi karbapenemaz iireten bakterileri
kalitatif yontemle saptamaya yarayan in vitro tani aracidir. Bu sistem; blapxa-s1,

blapxa-23, blaoxa-40 Ve blapxa-ss ailelerinin tiim tanimlanmuis tiyelerini saptar.

Hyplex CarbOxa ID PCR Modiili ile saglanan amplifikasyon iiriinleri,
Hyplex CarbOxa ID Hibridizasyon Modiilii ile spesifik oligoniikleotid problartyla

ters hibridizasyon yoluyla goriiniir hale gelirler.

PCR Modiilii, 6rnek materyalden her PCR reaksiyonunda maximum on

hibridizasyona yetecek kadar amplifikasyon {iriinii saglar.

Hibridizasyon Modiilii, A. baumannii’ye spesifik genleri ve 3 farkli OXA
ailesini kodlayan genleri saptamaya yonelik, her bir kuyucugunda immobilize
oligoniikleotid problarmin oldugu 96’sar kuyucugu ve reagenleri icerir. Ornek
materyal, hyplex CarbOxa ID PCR modiilii ile elde edilen amplifikasyon tiriinleridir.

Hibridizasyon modiiliindeki spesifik problarin listesi tablo 3.5.’de gosterilmistir.

Hyplex CarbOxa PCR Modiilii, tek bir PCR reaksiyonu ile farkli DNA
bolgelerinin es zamanl spesifik amplifikasyonunu saglayan isaretli oligoniikleotid
primerlerini i¢erir. Uygun DNA varliginda , blapxa-23, blaoxa-40 Ve blapxa-ss benzeri
ve A. baumannii spesifik genlerin(blapxa.s1y amplifikasyon {iriinleri sentezlenir,

ardindan Hyplex CarbOxa hibridizasyon modiilii ile goriiniir hale gelir.

Bunun i¢in, Hyplex CarbOxa PCR Modiilii ile elde edilen amplifikasyon
tiriinleri, 1s1yla denatiire edilip tek zincirli hale getirilir ve polisitren yiizeylerine
spesifik problar yapistirilmis mikrotitrasyon plaklarina eklenir. Hibridizasyon
tamponu kullanilarak tamamlayici dizilerin hibridizasyonu saglanir ve ELISA
prensibiyle saptanabilir. Birka¢ zorlu yikama basamagindan sonra bir peroksidaz
konjugat1 eklenir. Konjugat, yiiksek spesifiteyle, oligoniikleotid proba baglanmis
olan tek zincirli isaretli PCR iiriiniine baglanir. Ileri yikama basamaklarindan sonra,

peroksidazla karsilasinca mavi renk olusturan TMB substrat solusyonu eklenir. Bu
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reaksiyon, stop solusyonuyla durdurulur ve rengin sartya doniistiigii gozlenir.

Kuyucuklarin renk degisimi, fotometrede, 450 nm’lik dalga boyunda 6l¢iiliir.

Pozitif sinyaller, belirli DNA dizilerinin spesifik amplifikasyonlarina,

dolayisiyla incelenen 6rnekte ilgili genlerin olduguna isaret eder.

Tablo 3.5. Hyplex CarbOxa ID test sisteminin hibridizasyon modiilleri

Semboller Spesifite Kuyucuk rengi Katalog
numarasi
MTS BR AB Acinetobacter Kirmizi 3881
baumannii
MTS BR 023 OXA-23 ailesi Mor 3882
MTS BR 040 OXA-40 ailesi Koyu yesil 3883
MTS BR 058 OXA-58 ailesi Mavi 3884

3.3.2. Testin on hazirhiklar:

Pozitif kontrol problari (+2- +8°C) disinda hyplex CarbOxa PCR modiilii
bilesenleri -20°C’de tutuldu. Reagenlerin ¢okca dondurulup ¢oziilmeleri &nlendi. ilk
kullanimdan sonra ¢6ziip dondurmadan sakinmak i¢in 2-8°C’de bekletildiler ve

tireticinin Onerileri dogrultusunda 3 ay i¢inde kullanildilar.

Hyplex CarbOxa ID Hibridizasyon modiilleri 2-8°C’de, buzdolabinda
saklandi. Teste baslamadan once yikama tamponu, TMB substrat solusyonu, stop
solusyonu ve iginde mikrotitre kuyucuklarinin oldugu kapali durumdaki hava
sizdirmaz paket en az 30 dakika oda sicakliginda (18-25°C) birakildi. Zorlu yikama
solusyonu 50°C’ye ayarlanmis etiivde bekletilerek 1sitildi. Hibridizasyon tamponu ve

konjugat, c¢alisma sirasinda da soguk tutulmasi gerektiginden buzdolabinda
bekletildi.
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Non-spesifik iiriin olusumunu minimuma indirmek i¢in amplifikasyon
reaksiyonlarinin pipetaji temiz bir kabinde buz kalibinin {izerinde yapildi ve
reagenler i¢inde en son DNA polimeraz eklendi. Kontaminasyonu 6nlemek i¢in

uygun tek kullanimlik pudrasiz eldivenler giyildi ve filtreli pipet u¢lar1 kullanildi.

3.3.3. Ornek materyalin hazirlanmasi

Omek materyal; izole edilmis DNA, saf bakteri hiicreleri veya olas1 enfekte

klinik 6rnekler olabilir.

Bizim ¢alismamizda, ornek materyal olarak bakteri hiicreleri kullanildu.
Bunun i¢in -80°C’de stoklanmis bakteriler 2 kez pasajladiktan sonra her 6rnek icin
tek bir bakteri kolonisi 300ul hyplex Lysis Buffer (katalog n0:3950) iginde suspanse
edildi. Bu suspansiyon 99°C’ye ayarli 1s1 blogunda 10 dakika bekletildikten sonra
10.000 devirde 2 dakika santrifiijlendi ve Spl siipernatant, amplifikasyon

reaksiyonunda kullanilmak tizere 200ul’lik ependorflara aktarildi.

3.3.4. Amplifikasyon reaksiyonu icin karisim hazirlanmasi

Non-spesifik iriin olusumu ihtimalini minimuma indirmek i¢in temiz ve
kapali bir kabinde, tek kullanimlik pudrasiz eldivenlerle ¢alisildi, amplifikasyon
reaksiyonu i¢in hazirlanan karisima en son DNA polimeraz eklendi ve islem buz

akiisii izerinde gerceklestirildi.

Amplifikasyon reaksiyonu icin hazirlanan karisim icin kullanilan kimyasallar:

x ul Ornek materyal (Orn: 5 pl 6rnek lizat1 veya 5 ul negatif /pozitif kontrol)
1 ul Niikleotid mix (sar1 kapakli)

2 ul Primer mix (yesil kapakli)

Sul 10xPCR buffer

1 ul DNA polimeraz (1 U)
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50 ul’ye tamamlayacak kadar iki kez distile edilmis su (Bunun i¢in 36 pl steril
enjeksiyonluk su kullanildi.)

Karigimda kullanilacak kimyasal miktart [0ornek sayisi+1] ile carparak

belirlendi.
Soyle ki:

11 6rnek ¢aligildiginda 12x36 ul enjeksiyonluk su (432 ul)
12x5 ul PCR buffer (60 pl)
12x2 pl primer mix (24 ul)
12x1 pl niikleotid mix (12 pl)
12x1 ul DNA polimeraz (12ul) (12 U)
540 pl toplam karisim

Ependorflara aktarilmis olan her 5 ul’lik 6rnek materyal iizerine, hazirlanan
amplifikasyon karisimindan 45 ul eklendi. Toplam 50 pl’lik karisim igeren
ependorflar PCR thermocycler cihazina yerlestirildi. Ureticinin  6nerileri

dogrultusunda PCR thermocycler cihazi tablo 3.6’da gosterilen sekilde programlandi.

Amplifikasyon islemi bittikten sonra ters hibridizasyon asamasina gegilinceye

kadar amplifikasyon tiriinleri -20°C’de bekletildi.
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Tablo 3.6. Amplifikasyon reaksiyonu i¢cin PZR thermocycler program

Dongii sayis1 | Is1 Zaman Reaksiyon
["C]
1 kez 94 5 dakika DNA’nm ilk denaturasyonu
94 25 saniye DNA denaturasyonu
52 25 saniye Primerlerin baglanmasi
35 kez 72 20 saniye +1 sn/dongii | 3'-OH ucundan primerlerin
uzantisi
veya
45 saniye
1 kez 72 3 dakika Son uzanti

3.3.5. Ters hibridizasyon

On hazirlik ve test plaklarinin verlestirilmesi

Teste baslanmadan 6nce yikama tamponu (washing buffer), TMB substrat solusyonu,
stop solusyonu ve mikrotitrasyon kuyucuklar1 buzdolabindan ¢ikarildi, 30 dakika
bekletilerek oda sicakligina gelmeleri saglandi. Zorlu yikama solusyonu, sicakligi

50°C olan etiivde bekletilerek 50°C’ye 1s1tild1.

4cc yikama tamponu, 76¢c steril distile su ile karistirilarak 1/20 oraninda

seyreltildi.

Calisilacak ornek sayist ve yapilacak testlere uygun olarak kuyucuklar
birbirinden ayrildi ve gergeveye sikica yerlestirildi. 11 6rnek materyalinin ¢alisildig
testte; kuyucuklardan biri negatif kontrol kuyucugu olmak {izere, her bir gen bolgesi

icin farkli renkte (kirmizi, mor, koyu yesil ve mavi) 12’ser kuyucuk yerlestirildi.
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Pozitif kontrol i¢in koyu mavi renkte bir kuyucuk, reagen kontrol icin renksiz bir
kuyucuk yerlestirildi (resim1).

Kullanilmayan kuyucuklar, i¢inde kurutucu madde olan hava sizdirmaz
paketlere konularak tekrar 2-8°C’de bekletildi.

Arka plan sinyal 6l¢iimii icin, her test grubuyla birlikte bir reagen kontrol
kuyucugu kullanildi. 50 pl hibridizasyon tamponunun eklenmesinden sonraki tiim
basamaklar reagen kuyucugu i¢in de uygulandi.

Bir sporun lizerine, her 6rnek i¢in bir adet, pozitif ve negatif kontroller i¢in de

birer adet 1000ul’lik steril ependorf yerlestirildi ve numaralandirildi. Bu ependorflar,

hibridizasyon solusyonuyla PZR fiiriinlerinin karistirtlmasi i¢in kullanildi.

Resim 3.1. Hibridizasyon modiiliinde kullanilan kuyucuklar.
11 6rnek + negatif kontrol igin her gen grubundan birer kuyucuk (kirmizi: blapxa-si-
like, MO blaoxa-23-like, Mavi: blaoxa-4o-like, yesil: b|ao)(A-53-|ike), pOZitif kontrol i¢in bir

kuyucuk (koyu mavi), reagen kontrol i¢in renksiz kuyucuk yerlestirildi.
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PZR 6rneginin hazirlanmasi ve hibridizasyon islemi

Amplifikasyon islemiyle elde edilen 50 ul’lik reaksiyon karigimlari, 1sitilmis
kapakl1 bir thermal cycler’da 95°C’de 10 dakika bekletilerek denatiire edildi.

Spor lizerine yerlestirilmis ependorflara, her 6rnegin PZR yigimindan kuyucuk
basma 5 pl, soguk (2-8°C) hibridizasyon solusyonundan da 50’ser pl eklendi, iyice
karistirildi ve hizlica ilgili kuyucuklara 50 pl dagitildi.

Soyle ki:

1 numarali 6rnek i¢in: 5x4=20 ul PZR y1gini, 50x4=200 pl hibridizasyon
solusyonu ile karigtirtldi. Bu karisimdan, 1 numarali 6rnege ait 4 kuyucugun,
(kirmizi, mor, koyu yesil ve mavi) her birine 50’ser pl eklendi.

Pozitif kontrol PZR yiginindan 5upl, 50 pl hibridizasyon solusyonuyla
karistirildi. Pozitif kontrol kuyucuguna (koyu mavi) bu karisimdan 50 pl eklendi.

Negatif kontroller i¢in, 5x4=20 ul negatif kontrol PZR yigini, hibridizasyon
solusyonundan 50x4=200 pl ile ependorf icinde karistirildi. Bu karisimdan 4
kuyucuga (kirmizi, mor, koyu yesil ve mavi) 50’°ser pl eklendi.

Hibridizasyon karisimlart eklenen mikrotitrasyon plaklari, solusyonun
buharlasmamasi i¢in iizeri kapatilarak 50°C’de, 30 dakika inkiibe edildi.

Zorlu yikama icin kuyucuklar tamamen bosaltildi ve 200 pl zorlu yikama
solusyonuyla 3 kez yikandi.

Her yikama basamagindan sonra zorlu yikama solusyonun tamamen
giderilmesi saglandi.

Son yikama basamagindan sonra plak bir kagit havlu tlizerine ters birakilarak
kuyucuklarda s1v1 artig1 kalmamasi saglandi.

Konsantre yikama tamponu 1/20 oraninda deiyonize su ile diliie edildi. Diliie
edilen yikama tamponu oda sicakliginda 1 haftaya kadar bekletilebilir. Biz de
seyreltirken 4 cc konsantre yikama tamponunu 76 cc deiyonize su ile karistirdik.

Kuyucuklar 1 kez oda sicakligindaki 200 ul yikama tamponuyla yikandi.

Peroksidaz konjugati ile inkiibasyon i¢in konjugat solusyonu iiretici firmanin
onerisi dogrultusunda her ¢alismada taze olarak hazirlandi. Temiz bir kapta, kuyucuk
basina 1 ul konsantre konjugat solusyonu ile 100 ul diliie edilmis yikama tamponu
karigtirilarak 1+100 liik bir diliisyon saglandi. Her kuyucuga bu diliisyondan 100 pl
eklendi ve 30 dakika siireyle oda sicakliginda inkiibe edildi.
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Kuyucuklar bosaltildi. Her kuyucuk, oda sicakliginda 3 kez 200 pl yikama
tamponu ile yikandi. Her yikama sonrasti yilkama tamponunun tamamen
giderilmesine dikkat edildi.

TMB substrat solusyonu kullanima hazir sekilde iiretilmistir. Her kuyucuga
bu solusyondan 100 pl eklendi ve 151k almayacak bir sekilde oda sicakliginda 15
dakika inkiibasyona birakild:. Inkiibasyon siiresi ilk kuyucugun pipetaji ile baslatilds.

Reaksiyonu durdurmak i¢in her kuyucuga 100 ul stop solusyonu eklendi.
Pipetaj isleminde TMB substratin pipetleme sirasina uyuldu.

Kuyucuklardaki sonme olayi, mikrotitrasyon plak fotometre ile 450 nm’de,
620-650 nm referans araliklartyla 6l¢iildi. Sifir karsilagtirma havaya karst yapildi.
Olgiim, reaksiyon durdurulduktan sonraki ilk 60 dakika icinde gergeklestirildi.

Ters hibridizasyon islem basamaklari tablo 3.7.’de 6zetlendi.

3.3.6. Testin degerlendirilmesi
Uretici firmanin &nerileri dogrultusunda, testin degerlendirilebilmesi igin;

Reagen kontrol sonme degeri < 0.200
Negatif kontrol sonme degeri < 0.200

Pozitif kontrol sonme degeri > 1.500 olarak 6l¢iildii.

Calismamizda, O6rnek materyal olarak saf kiiltiirden elde edilen bakteri
hiicreleri kullanildi. Bu durumda, ireticinin Onerileri dogrultusunda analitik kriter

olarak:

> 0.400 degerleri pozitif,
<0.200 degerleri negatif kabul edilirken,
0.200- 0.400 arasindaki degerler sinir deger sayilarak tekrar ¢aligildi.
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Tablo 3.7. Ters Hibridizasyon islem basamaklar:

Diliisyonlar

Yikama tamponu solusyonu

1+19 deiyonize su ile

Kuyucuk basina0.05
ml+0.95 ml

Konjugat diliisyonu

1+100 diliie

solusyonu ile

yikama Kuyucuk basma 1ul

+ 100 pl

Test basamaklar

Denaturasyon

PCR reaksiyon tiriinii

95°C’de 10 dakika

Orneklerin diliisyonu

50 pl hibridizasyon solusyonuna 5 pl PCR

reaksiyon {riinii eklenir

Hibridizasyon

Kuyucuk bagina 50 pl

50°C =£1°C’de 30
dakika

Zorlu yikama

Kuyucuk basina 200 pl

3 kez

Yikama

Kuyucuk basima 200 pl

1 kez

Konjugat inkiibasyonu

Kuyucuk bagma 100 pl

Oda sicakliginda 30
dakika

Yikama

Kuyucuk bagina 200 pl

3 kez

Substrat inkiibasyonu

Kuyucuk bagina 100 pl

Oda sicakliginda 15
dakika

Durdurma

Kuyucuk basina 100 pl stop solusyonu ile

Fotometrik 6l¢tim

450/620nm
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen 80 izolatin, 46 (%57.5)’s1 erkek, 34 (%42.5)’i kadin
hastalara aitti. Hastalarin ortalama yasi 46.44 + 28.79, yas araligi 0-94 olarak
hesaplandi. izolatlarin 32 (%40)’si trakeal aspirat, 21 (%26.25)’i kan, 11 (%13.75)’i
yara siriintiisii, 10 (%12.5)’u kateter siiriintiisii, 5 (%6.25)’i idrar ve 1 (%1.25)’1 dren
stvisindan izole edildi. Izolatlarin klinik materyallere gére dagilimi Tablo 4.1.°de

gosterilmistir.

Tablo 4.1. A. baumannii izolatlarimin klinik materyallere gore dagilimi

Klinik Trakeal Kan | Yara | Katater | idrar Dren Toplam
materyal aspirat

Say1 (n) 32 21 11 10 5 1 80
Oran (%) |40 26.25 | 13.75 | 125 6.25 1.25 100

Izolatlarin elde edildigi hastalarin tamami yogun bakimda yatan hastalardi.
Dahiliye, noroloji, gogiis hastaliklari, genel cerrahi ve kardiyoloji yogun bakim
tinitelerinden sirasiyla 13, 12, 11, 6 ve 4; cocuk hastaliklari, yenidogan ve ¢ocuk
cerrahisi yogun bakim iinitelerinden ise sirasiyla 6, 3 ve 2 hastadan elde edilen A.
baumannii izolat1 ¢alismamizda kullanildi. Yanik {initesi, norosiriirji, plastik cerrahi,
ortopedi yogun bakimlarindan sirasiyla 4, 3, 2, 2; {iroloji, enfeksiyon hastaliklari,
kardiyovaskiiler cerrahi, ve kadin dogum kliniklerinin yogun bakimlarindan ise 1’er
hastanin izolat1 ¢aligildi. izolatlarm elde edildigi hastalarin Kliniklere gére dagilimi

Tablo 4.2°de 6zetlenmistir
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Tablo 4.2. A. baumannii izolatlarimin kliniklere gore dagilim

Klinik Say1 (n) Oran (%)
Dahiliye YBU 13 16.25
Néroloji YBU 12 15.00
Gogiis Hastaliklar1 YBU 11 13.75
Genel Cerrahi YBU 6 7.50
Cocuk Hastaliklar1 YBU 6 7.50
Anestezi YBU 5 6.25
Kardiyoloji YBU 4 5.00
Yanik Unitesi YBU 4 5.00
Nérosiriirji YBU 3 3.75
Yenidogan YBU 3 3.75
Nefroloji YBU 3 3.75
Ortopedi YBU 2 2.50
Plastik Cerrahi YBU 2 2.50
Cocuk Cerrahisi YBU 2 2.50
Enfeksiyon Hastaliklar1 YBU 1 1.25
Kardiyovaskiiler Cerrahi YBU 1 1.25
Kadin Hastaliklar1 YBU 1 1.25
Uroloji YBU 1 1.25
Toplam 80 100

Y.B.U: Yogun bakim iinitesi
Hastane enfeksiyonunu (HE), hastanin hastaneye basvurdugu anda veya

hastaneye yattiginda heniiz enkiibasyon déneminde olmayan, hastaneden alinan

mikroorganizmalara bagli olarak daha sonra gelisen enfeksiyonlar olarak tanimlanir
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ve hastanin yatisindan en az 48-72 saat sonra gelisir. Saglikli insanda deri

kolonizasyonu kisa siireli ve geciciyken hastanede yatan hastalarda kolonizasyon

%40°1 gecebilir. Saglikli insanda farengeal kolonizasyon %7 olarak saptanmisken

trakeostomili hastalarda %45’lere ¢ikabilir. Calismaya dahil edilen hastalarin

hastaneye yatiglari ile 6rnek alinma zamanlari, hastaneye yattiktan ne kadar sonra

Acinetobacter baumannii’ye bagli enfeksiyon gelistigi tabloda 4.3’de gosterilmistir.

Tablo 4.3. izolatlarin elde edildigi tiim hastalarin hastaneye yatis ve 6rnek

alinma tarihleri ile yatis tarihinden 6rnek alinmasina kadar gegen siireler

No | Hastaneye yatis | Ornek alinma | Yatis tarihinden 6rnek alinmasina
tarihi tarihi kadar gecen siire (giin)

1 02.10.2012 16.10.2012 12

2 30.09.2012 11.10.2012 11

3 29.08.2012 16.10.2012 49

4 02.10.2012 10.10.2012 8

5 20.10.2012 28.10.2012 8

6 21.10.2012 01.11.2012 11

7 13.09.2012 11.02.2012 161

8 29.09.2012 22.10.2012 23

9 16.10.2012 20.10.2012 4

10 |02.11.2012 06.11.2012 4

11 | 02.11.2012 09.11.2012 7

12 | 31.10.2012 05.11.2012 5

13 | 30.10.2012 12.11.2012 13

14 | 31.10.2012 05.11.2012 5

15 | 15.11.2012 19.11.2012 4

16 | 22.10.2012 19.11.2012 28

17 | 17.11.2012 23.11.2012 6
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Tablo 4.3. (devam) izolatlarin elde edildigi tiim hastalarin hastaneye yatis ve

ornek alinma tarihleri ile yatis tarihinden 6rnek alinmasina kadar gegen siireler

No | Hastaneye yatis | Ornek alinma | Yatis tarihinden 6rnek alinmasina
tarihi tarihi kadar gecen siire (giin)
18 | 08.11.2012 21.11.2012 13
19 |17.11.2012 22.11.2012 S)
20 |18.11.2012 25.11.2012 7
21 | 19.10.2012 26.11.2012 38
22 | 21.11.2012 26.11.2012 5
23 | 15.11.2012 24.11.2012 9
24 | 19.11.2012 27.11.2012 8
25 |01.10.2012 03.12.2012 63
26 | 15.11.2012 06.12.2012 21
27 | 13.11.2012 06.12.2012 23
28 | 22.11.2012 27.11.2012 )
29 |18.11.2012 05.12.2012 27
30 |24.11.2012 11.12.2012 17
31 | 04.12.2012 03.01.2013 33
32 | 07.12.2012 24.12.2012 17
33 | 07.02.2012 01.03.2013 20
34 | 22.10.2012 20.12.2012 59
35 |21.12.2012 25.12.2012 4
36 |23.12.2012 13.01.2013 21
37 | 27.12.2012 13.01.2013 25
38 | 05.01.2013 18.02.2013 44
39 |10.12.2012 09.01.2013 30
40 | 04.01.2013 09.01.2013 36
41 | 05.01.2013 17.01.2013 12
42 | 31.12.2012 15.01.2013 15
43 | 04.01.2013 18.01.2013 14
44 | 14.01.2013 18.01.2013 4
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Tablo 4.3. (devamu) izolatlarin elde edildigi tiim hastalarin hastaneye yatis ve

ornek alinma tarihleri ile yatis tarihinden 6rnek alinmasina kadar gegen siireler

No | Hastaneye yatis | Ornek alinma | Yatis tarihinden 6rnek alinmasina
tarihi tarihi kadar gecen siire (giin)
45 | 16.01.2013 14.02.2013 29
46 | 21.01.2013 26.01.2013 5
47 | 15.01.2013 25.01.2013 10
48 | 03.01.2013 24.01.2013 21
49 | 11.01.2013 24.01.2013 13
50 |21.01.2013 27.01.2013 6
51 | 21.01.2013 26.01.2013 5
52 | 17.01.2013 27.01.2013 10
53 | 04.01.2013 30.01.2013 26
54 | 29.01.2013 14.02.2013 16
55 |29.01.2013 04.02.2013 6
56 | 01.02.2013 10.02.2013 8
57 |30.01.2013 07.02.2013 8
58 |21.02.2013 25.02.2013 4
59 ]01.03.2013 06.03.2013 5
60 | 02.03.2013 06.03.2013 4
61 | 15.02.2013 14.03.2013 27
62 | 01.03.2013 13.03.2013 10
63 |10.02.2013 20.03.2013 38
64 | 08.03.2013 20.03.2013 40
65 |07.03.2013 19.03.2013 12
66 | 16.03.2013 25.03.2013 9
67 | 12.03.2013 25.03.2013 13
68 | 14.03.2013 26.03.2013 12
69 |11.03.2013 28.03.2013 48
70 |16.03.2013 20.03.2013 4
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Tablo 4.3. (devamu) izolatlarin elde edildigi tiim hastalarin hastaneye yatis ve

ornek alinma tarihleri ile yatis tarihinden 6rnek alinmasina kadar gecen siireler

No | Hastaneye yatis | Ornek alinma | Yatis tarihinden 6rnek alinmasina
tarihi tarihi kadar gecen siire (giin)
71 | 24.03.2013 30.03.2013 7
72 | 13.03.2013 19.03.2013 6
73 | 10.04.2013 18.04.2013 8
74 | 10.04.2013 15.04.2013 5
75 | 11.04.2013 17.05.2013 37
76 | 03.05.2013 15.05.2013 12
77 | 10.05.2013 16.05.2013 6
78 ] 05.06.2013 25.06.2013 26
79 | 15.05.2013 21.05.2013 37
80 |16.05.2013 27.05.2013 42

Hastalarin tiimii enfeksiyon etkeni i¢in 6rnek alindig sirada hastanede 3 giin
(72 saat) ve daha fazla siireyle yatmaktaydi. Hastaneye yatis ile enfeksiyon etkeni
icin Ornek alinma zaman aralifi 4- 161 giin arasinda olup, ortalama siire 18.76
+21.36 giin olarak hesaplandi. 45 hastada, hastaneye yatis ile etken igin Ornek

alinmasina kadar gegen siire 10 giinden uzun olarak saptandi.

Izolatlarin antimikrobiyal duyarliliklart NMIC/ID-55 panellerinin
kullanildigi BD Phoenix™ sistemi ve Kirby Bauer disk diflizyon yontemi ile test
edildi (86,87). A. baumannii izolatlarinin otomatize sistemle yapilan antimikrobiyal
duyarlilik testinde izolatlarin tamaminin kolistine duyarli oldugu goriildii.
Kolistinden sonra en duyarli antibiyotik olarak saptanan amikasine duyarli izolat
sayist 13 (%16.25), direngli izolat sayisi ise 67 (% 83.75) olarak belirlendi.
Izolatlarin 10 (%12.50)u trimetoprim-sulfametoksazole duyarli, 70 (%87.5)’i
direngliydi. Gentamisine 7 (%8.75) izolat duyarli, 5 (%6.25) izolat orta duyarl, 68
(%85) izolat ise direncli olarak saptandi. Izolatlarin sadece 2 (%2.5)’si

levofloksasine orta duyarliyken geri kalan 78 (%97.5) izolat direngliydi. Izolatlarin
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tamami test edilen diger antibiyotiklere (ampisilin-sulbaktam, piperasilin-
tazobaktam, seftazidim, sefepim, sefotaksim, seftriakson imipenem, meropenem,
siprofloksasin) direngliydi. izolatlarin otomatize sistemle saptanan duyarlilik paterni

Tablo 4.4.’de gosterildi.

Tablo 4.4. A. baumannii izolatlarinin otomatize sistem ile saptanan

antimikrobiyal duyarhhk paterni [n (%)]

Antibiyotik Duyarh Orta duyarh | Direncli

[n (%)] [n (%)] [n (%)]
Kolistin 80 (100) - -
Amikasin 13 (16.25) - 67 (83.75)
Trimetoprim-sulfametoksazol 10 (12.50) - 70 (87.50)
Gentamisin 7 (8.75) 5 (6.25) 68 (85)
Levofloksasin - 2 (2.50) 78 (97.50)
Ampisilin-sulbaktam - - 80 (100)
Piperasilin-tazobaktam - - 80 (100)
Seftazidim - - 80 (100)
Sefepim - - 80 (100)
Sefotaksim - - 80 (100)
Seftriakson - - 80 (100)
Imipenem - - 80 (100)
Meropenem - - 80 (100)
Siprofloksazin - - 80 (100)
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Otomatize sistemde calisilan antibiyotiklere ek olarak netilmisin,
sefaperazon-sulbaktam ve tigesiklin antibiyotik diskleriyle Kirby-Bauer Disk
Diflizyon testiyle antimikrobiyal duyarlilik c¢alisildi. Kolistin i¢in disk difiizyon
calisiimadi. Duyarlilik testlerinin sonuglar1 Klinik ve Laboratuar Standartlari
Enstitiisii (Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI) kriterlerine gore
duyarl, orta duyarli ve direngli olarak kategorize edildi (95). Tigesiklinin disk
difiizyon  duyarlilik zon ¢aplart CLSI’da  bulunmadigindan, FDA’in
Enterobacteriaceae tiirleri i¢in 6nerdigi degerler ile, Jones ve arkadaslarinin 2005
yilinda Acinetobacter tiirlerinin disk diflizyon sonuglarinin yorumlanmasinda
Onerdigi degerler esas alinarak iki ayri degerlendirme yapildi (96, 97). Jones
kriterleri esas alindiginda 22 izolat (%27.5) duyarli, 49 izolat (%61.25) orta duyarls,
9 izolat (%11.25) da direngli olarak saptandi. FDA kriterlerine gore yorumlandiginda
izolatlarin hicbiri duyarl olarak degerlendirilmedi, 42’si (9%52.5) orta duyarl, 38’
(%47.5) direngli olarak belirtildi. Tigesiklin diski ile A. baumannii izolatlarinda
saptanan zon caplarmin iki ayr1 kritere gore degerlendirilmesi Tablo 4.5.°de

ozetlendi.

Tablo 4.5. Tigesiklin diski ile A. baumannii izolatlarinda saptanan zon

caplarimin iki kritere gore degerlendirilmesi [n (%)]

Kriter Duyarh [n (%0)] Orta duyarh [n (%)] | Direngli [n (%0)]
) - 42 (52.50) 38 (47.50)
FDA
- 22 (27.50) 49 (61.25) 9 (11.25)
Jones

Netilmisin i¢cin EUCAST 1n Acinetobacter tiirleri i¢in belirledigi zon caplari
esas alinarak degerlendirme yapildi (93). Acinetobacter tiirlerinde sefoperazon-
sulbaktam disk diflizyon zon ¢aplar1 belirtilmediginden CLSI’da sefoperazonun P.

aeruginosa igin belirtilen zon ¢aplart baz alindi (94).
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Izolatlarn 18 (%22.5)’i netilmisine duyarli, 62 (%77.5) ‘si direngliydi.
Trimetoprim-siilfametoksazole disk difiizyonla 9 (%11.5) izolat duyarli, 2 (%2.5)
izolat orta duyarli olarak saptandi. Amikasine, disk diflizyon yontemiyle 14 (%17.5)
izolat duyarli, 1 izolat orta duyarli olarak saptandi. Gentamisine duyarli ve orta
duyarli izolat sayisi sirastyla 8 (%10) ve 4 (%5) olarak bulundu. Disk difiizyon ile 4
izolat levofloksasin igin orta duyarlilik gosteriyordu. Sefaperazon-sulbaktama
duyarli izolat sayist 4 (%5) iken, direncli izolat sayis1 76 (%95) idi. Otomatize
sistemde ampisilin-sulbaktam kombinasyonuna tiim izolatlar direngliyken disk
difizyon yontemi ile 79 izolat direngli, 1 izolat duyarli saptandi. Disk difiizyon
uygulanan izolatlarin tamami, test edilen diger antibiyotiklere (piperasilin-
tazobaktam, seftazidim, sefepim, sefotaksim, seftriakson imipenem, meropenem,
siprofloksasin) direncliydi. Izolatlarin disk difiizyon metoduyla saptanan

antimikrobiyal duyarliliklar1 Tablo 4.6.’da gosterildi.

Calismamiza dahil edilen A. baumannii izolatlarinin antimikrobiyal duyarlilik
tespitinde tiim izolatlarin kolistine duyarli, kolistin disindaki antimikrobiyallere ise
yiiksek oranda direngli olduklar1 saptandi. Tigesiklin ve netilmisin %27.5 ve
%22.5’lik duyarlilik oranlariyla A. baumannii izolatlarinin kolistinden sonra en
duyarli oldugu antimikrobiyaller olarak belirlendi. Trimetoprim-sulfametoksazole
duyarl izolat sayis1 otomatize sistemde 10 (12.5) olarak tespit edilirken disk
difiizyon yontemiyle 9 (%11.5) izolat duyarli, 2 (%2.5) izolat orta duyarli olarak
saptand1. Otomatize sistemle 13 (%16.5) izolat amikasine duyarliyken, disk difiizyon
yontemiyle 14 (%17.5) izolat duyarli, 1 (%]1.25) izolat orta duyarl olarak belirlendi.
Gentamisine duyarli ve orta duyarli izolat sayis1 otomatize sistemde 7 (%8.75) ve 5
(%6.25), disk diflizyon yonteminde ise sirasiyla 8 (%10) ve 4 (%5) olarak saptandi.
Otomatize sistemde 2 (%2.5), disk difiizyon ile 4 (%5) izolat levofloksasine orta
duyarlilik gosterdi. Ampisilin sulbaktama otomatize sistemde tiim izolatlar
direngliyken disk difiizyon ile 1 (%1.25) izolat orta duyarh olarak saptandi. ‘Orta
duyarli” izolatlar “‘direngli’ kabul edildiginde; trimetoprim-sulfametoksazol,
amikasin, gentamisin, levofloksazin ve amipisilin-sulbaktam duyarliligi agisindan
otomatize sistem ve disk difiizyon yontemi arasinda istatistiki olarak anlamli fark
saptanmadi (p>0.05). Her iki sistemle ¢alisilan antimikrobiyal duyarlilik paterni
Tablo 4.7.’de gosterildi.
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Tablo 4.6. A. baumannii izolatlarinin Kirby-Bauer Disk Difiizyon yontemiyle

saptanan antimikrobiyal duyarhhk paterni [n (%)]

Antibiyotik Duyarh Orta duyarh | Direncli
Netilmisin 18 (22.50) - 62 (77.5)
Amikasin 14 (17.5) 1 (1.25) 65 (81.25)
Trimetoprim-sulfametoksazol 7 (8.75) 2 (2.50) 71 (88.75)
Gentamisin 8 (10) 4 (5) 68 (85)
Sefaperazon-sulbaktam 4 (5) - 76 (95)
Levofloksasin - 4 (5) 76 (95)
Ampisilin-sulbaktam - 1(1.25) 79 (98.75)
Piperasilin-tazobaktam - - 80 (100)
Seftazidim - - 80 (100)
Sefepim - - 80 (100)
Sefotaksim - - 80 (100)
Seftriakson - - 80 (100)
Imipenem - - 80 (100)
Meropenem - - 80 (100)
Siprofloksazin - - 80 (100)
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Tablo 4.7. A.baumannii izolatlarmin iki ayr1 yontemle cahsilan antimikrobiyal

duyarhlik paterni [n (%0) ]

Otomatize sistem ile

Disk difiizyon ile

AB S | R S | R

CL 80 (100) - Calisilmadi

AN 13(16.25) | - 67 (83.75) | 14 (17.5)| 1(1.25)| 65 (81.25)
SXT | 10(1250) | - 70 (87.50) | 7(8.75)| 2(2.50) | 71 (88.75)
GN 7(8.75) | 5(6.25) | 68 (85) 8 (10) 4 (5) 68 (85)
LVX - 2 (2.50) | 78(97.50) - 4 (5) 76 (95)
SAM - - 80 (100) - 1(1.25) | 79 (98.75)
TZP - - 80 (100) - - 80 (100)
CAZ - - 80 (100) - - 80 (100)
FEP - - 80 (100) - - 80 (100)
CTX - - 80 (100) - - 80 (100)
CRO - - 80 (100) - - 80 (100)
IMP - - 80 (100) - - 80 (100)
MEM - - 80 (100) - - 80 (100)
CIP - - 80 (100) - - 80 (100)

AB:Antibiyotik, S:Duyarli, I:Orta duyarli, R: Direngli, CL:Colistin, AN:Amikasin,
GN:Gentamisin SXT:Trimetoprim-sulfametoksazol, LV X:Levofloksazin,
SAM:Ampisilin-sulbaktam, TZP:Piperasilin-tazobaktam, CAZ:Seftazidim,
FEP:Sefepim, CTX:Sefotaksim, CRO:Seftriakson, IMP:Imipenem,
MEM:Meropenem, CIP:Siprofloksazin
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Otomatize sistem ve disk difiizyon yontemiyle karbapenem direnci saptanan
A. baumannii izolatlarinda multiplex PZR ile A. baumannii’ye spesifik yapisal bir
gen grubu olan blapxa-si-ike ile literatiirde karbapenem direncinden sorumlu oldugu
belirtilen blaoxa-23-iike: Dlaoxa-ss-like V& blaoxa-40-iike gen gruplarmin varligr arastirildi.

Ornek materyal olarak bakteri kolonileri ¢alisildi.

A. baumannii’ye 6zgii yapisal bir gen grubu olan blapxa-si-like g€N grubu
izolatlarin 77(% 96.25)’sinde saptandi. Izolatlarin 48 (%60)’inde saptanan blagxa.23-
like gen grubu, blapxa-si-ike gen grubundan sonra en sik rastlanan gen grubuydu.
Izolatlarm 12 (%15)’sinde blaoxassiike » 8 (%10)inde blaoxa4o1ike gen grubu
pozitifligi saptands. ki izolatta (%2.5) hi¢bir gen grubu saptanamazken, 11 (%13.75)
izolatta sadece blapxasiqike pozitifligi mevcuttu. Bir (%1.25) izolatin dort gen
grubunu bir arada tasidigi saptandi. izolatlarin 65 (%81.25)’inde blaoxa-23-iike,

blapxa-ss-like VEYa blapxa-40-ike genlerinden en az birisi pozitif bulundu.

Kirk yedi (%58.75) izolatin blapgxasi-ike Ve blaoxa-2siike genlerini, 10
(9%12.5) izolatin blapxa-si-iike V& blaoxa-ss-ike genlerini, 7 (%8.75) izolatin da blapxa-
51-like V€ Dlaoxa-40-ike genlerini bir arada tasidig1 saptandi. izolatlarin multiplex PZR
ile saptanan blaoxa-si-ikes Dlaoxa-23-ikes Dlaoxassiike V€ blaoxa-ao-ike geNlerinin

dagilimi tablo 4.8”de gosterildi.

Tablo 4.8. Tiim izolatlarin multiplex PZR ile saptanan blapxa gen dagilimi

No | blaoxa-si-tike blaoxa-23-iike blaoxa.-ss-iike blaoxa-4o-iike
1 + + - -
2 + + - -
3 + + - -
4 + - - +
5 + + - -
6 + + - -
7 + + - -
8 + + - -
9 + + - -
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Tablo 4.8.(devami) Tiim

izolatlarin multiplex PZR ile saptanan blaOXA gen

dagilim

No | blaoxa-si-tike blaoxa-23-iike blaoxa-ss-iike blaoxa-4o-like
10 |+ - - -
11 + + - -
12 + + - -
13 |+ ¥ i i
4 |+ ¥ . -
15 |+ n - -
16 + - - +
17 + - " ;
18 |+ i i :
19 + - - +
20 |+ ¥ i i
21 + - + -
22 + - + -
23 + - - _
24 + + - -
25 |+ ¥ i i
26 |+ ¥ i i
27 + + - -
28 |+ - - -
29 + + - -
30 |+ i i :
31 + + - -
32 + - - -
33 |+ i i :
34 + + - -
35 - - - -
36 |+ ¥ i -
37 |+ ¥ i i

59




Tablo 4.8. (devam) Tiim izolatlarin multiplex PZR ile saptanan blaOXA gen

dagilim

No | blaoxa-si-tike blaoxa-23-ike blaoxa-ss-ike blaoxa-4o-tike
38 |+ i i i
39 |- i i i
40 |+ - - -
a1 |+ ¥ i i
2 |+ ¥ i i
43 |+ + - -
a4 |+ ¥ i i
45 |+ ¥ i i
46 |+ + - -
a7 |+ ¥ - i
48 |+ ¥ - i
49 |+ + - -
50 |+ ¥ i i
51 |+ ¥ i i
52 |+ ¥ - -
53 |+ ¥ i i
54 |+ - ¥ i
55 |+ n i :
56 |+ - - i
57 + - I :
58 | + i ¥ i
59 |+ - - i
60 |- - - i
61 |+ + - -
62 |+ ¥ i i
63 + - + -
64 |+ + - -
65 |+ i n i
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Tablo 4.8.(devami) Tiim

izolatlarin multiplex PZR ile

saptanan blaOXA gen

dagilim

No | blaoxasiike blaoxa-23-ike blaoxa-ss-tike blaoxa-so-ike
66 |+ i i i
67 |+ + - -
68 |+ : ¥ :
69 |+ n i i
0 |+ i i n
71 |+ + + +
2 |+ ¥ i i
73 |+ i i "
74 + - - +
e ¥ i i
L i ¥ i
7 |+ " i i
78 |+ i ¥ i
79 |+ n i i
80 |+ : : ¥

Dort gen grubunu bir arada tasidifi saptanan izolat Dahiliye YBU’de
yatmakta olan 88 yasinda septisemi tanili bir hastanin kan kiiltiriinden izole edildi.
Dahiliye YBU’nden izole edilen diger izolatlarin 9’unda blapxasi-like V& blaoxa2s-like,

1’inde b|aOXA51_|ike ve b|ao)(A40_|ike‘ 2 izolatta ise sadece b|ao)(A51_|ike saptandl.

Noéroloji YBU’nde yatan hastalardan izole edilen 12 drnekten 1’inde higbir
gen grubuna rastlanmazken, 8 izolatta blapxasi-ike V& blaoxazs-iike 3 izolatta da
blaoxasi-iike Ve blaoxass.iike saptandi. Gogiis Hastaliklar1 YBU’nden gelen 11 izolatin

4’Unde tek baslna blao)(A51_|ike, 7’sinde ise blapxasi-like V€ b|ao)(A23_|ike genleri
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mevcuttu. Anestezi YBU’ndeki hastalardan izole edilen 5 izolatin 1’inde sadece

blaoxasi-iike » 3’Uinde blagxasi-iike Ve blaoxado-iike, 1’inde ise blagxasi-iike Ve blaoxa2s-like

genleri saptandi. OXA beta-laktamaz genlerinin kliniklere gére dagilimi Tablo

4.9°da gosterilmistir.

Tablo 4.9. OXA beta-laktamaz genlerinin kliniklere gore dagilim

Klinik blaoxasi-iike | blaoxazz-ike | blaoxass-iike | Blaoxaso-tike
Dahiliye YBU 13 10 1 2
Néroloji YBU 11 8 3 -
Gogiis Hastaliklar1 YBU 11 7 - -
Genel Cerrahi YBU 5 3 1 -
Cocuk Hastaliklar1 YBU 6 4 - 2
Anestezi YBU 5 1 - 3
Kardiyoloji YBU 4 3 - -
Yanik Unitesi YBU 3 1 2 -
Nérosiriirji YBU 3 2 1 -
Yenidogan YBU 3 1 1 1
Nefroloji YBU 3 2 - -
Ortopedi YBU 2 2 - -
Plastik Cerrahi YBU 2 - 2 -
Cocuk Cerrahisi YBU 2 1 - -
Enfeksiyon Hst. YBU 1 1 - -
KVC. YBU 1 - 1 -
Kadin Hastaliklar1 YBU 1 1 - -
Uroloji YBU 1 1 - -
Toplam 77 48 12 8
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5. TARTISMA

A.baumannii tiiriine etkili antibiyotikler; ampisilin-sulbaktam, amoksisilin—
klavulanat, tikarsilin-klavulanat, piperasilin-tazobaktam, seftazidim, sefepim,
meropenem, imipenem, Kkinolonlar, kloramfenikol, rifampisin, aminoglikozidler,
trimetoprim-siilfametoksazol, doksisiklin ve kolistindir (2,7). Ancak 0zellikle
hastane enfeksiyonlarindan izole edilen ve ¢oklu ilag direnci gosteren A. baumannii
enfeksiyonlarinin tedavisi giderek zorlagsmistir. Coklu ilag direnci gosteren A.
baumanni enfeksiyonlarinin tedavisinde karbapenemler, sulbaktam-sefaperazon,
kolistin ve tigesiklinler kullanilmakla birlikte giliniimiizde birgok A. baumannii

izolat1 bu antibiyotiklere direngli hale gelmistir (7, 39).

Dicle Universitesi'nde 2006 yilinda sirastyla %24 ve %25 direng oranlartyla
imipenem ve meropenem A. baumannii suslarina en etkili antibiyotikler olarak
saptanmigtir  (98). 2007 yilinda diren¢ oranlart artmis, imipenem igin %56,
meropenem i¢in ise %39’a ¢ikmustir (99). Karbapenem direncindeki artis 2008 ve
2009 yillarinda %70’lerin, 2010 yilinda ise %80’lerin iizerine ¢ikmistir (100). Dicle
Universitesi Hastanesi’nde A. baumannii izolatlarinin karbapenem direncinin yillara

gore dagilimi tablo 5.1°de 6zetlenmistir.

Tablo 5.1. Dicle Universitesi Hastaneleri’nde yillara gore karbapenem direnci
(%)

2004 ® 12006 ® | 2007 ® | 2008 " | 2009 ** | 2010 ***

Imipenem calisiimamus | 24 56 77 78 80

Meropenem 7 25 39 71 75 88

Cok merkezli bir caligmada 2008-2011 yillar1 arasinda Tirkiye’nin farkli
bolgelerinden izole edilen A. baumannii izolatlarinda saptanan ilag direng oranlari
amoksisilin-klavulanat i¢in %96.8, siprofloksasin igin %86.8, gentamisin igin
%74.7, amikasin i¢in %71.7, sefaperazon-sulbaktam igin %73.5, imipenem igin

%72.1 ve meropenem i¢in %73 olarak belirtilmistir (101).
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Iraz ve arkadaslarinin Ekim 2011- Mart 2012 tarihleri arasinda bir tiniversite
hastanesinde izole ettikleri 143 Acinetobacter izolatinda imipenem ve meropenem
direnci %92 olarak belirtilmis (102).

Bizim c¢alismamizdaki izolatlarin tamami karbepenemlere direngliyken,
tigesiklin, netilmisin ve sefaperazon-sulbaktam duyarliliklari sirasiyla %27.5, %22.5
ve %S5 olarak saptandi. Calismamiz verileri dikkate alindiginda hastanemizde ¢oklu
antibiyotik direnci gosteren A.baumanni enfeksiyonlarinin tedavisinin 6nemli bir
sorun oldugu ortaya c¢ikmaktadir. Literatiirde yapilan diger caligmalarla uyumlu
olarak (101- 104), kolistinin karbapenem diren¢li A.baumannii izolatlar1 igin halen
etkili bir antibiyotik oldugu gézlenmektedir.

A. baumannii izolatlariin antibiyotik direncinde Ambler B ve D sinifi
karbapenemazlarin roliinii arastiran calismalar 1990larin sonu ile 2000l yillarin
basinda yapilmaya basglanmistir (77, 78, 79). Bu calismalarda, B smifi metallo
enzimler goreceli olarak daha nadir, karbapenemleri hidrolize eden D sinifi enzimler
birden ¢ok kitada yaygin olarak saptanmigtir (105, 111, 112). Ambler D sinifi
oksasilinazlar, amoxicilin, methicilin, cephaloridine ve cephalotini hidrolize eden
beta-laktamazlar olup, bu enzimler blapgxazs, blaoxazs, blaoxass ve blapxasi olarak 4
temel gruba ayrilir (75). A. baumannii izolatlarindaki oksasilinaz tiplerinin dagilimi
iilkeden tilkeye degisiklik gostermektedir.

Ingiltere’de 2006 yilinda yapilan bir ¢aligmada, Turton ve arkadaslar1 A.
baumannii olarak tanimlanan 141 izolatin tiimiinde blapxa-si-ike g€Nini saptarken,
diger Acinetobacter tiirleri olarak tanimlanan 22 izolatin hig¢birinde blapxa-si-iike
genini saptayamadiklarini belirtmislerdir (78).

Hirvatistan’da 2009-2010 yillar1 arasinda izole edilen 185 ¢oklu ilag direnci
gosteren Acinetobacter baumannii izolatinin dahil edildigi bir ¢alismada,
karbapenem direngli izolatlarin hepsinde ISAbal’in diizenleyici oldugu intrinsic
blapxasi-ike geninin over ekspresyonu gozlenmis ve bu izolatlarin %69’unun
kazanilmig OXA-tip beta laktamaz iirettigi gosterilmistir. Bu ¢aligmada karbapenem
direngli izolatlarda sirasiyla blapxa-ss-iikes Dlaoxa-24/40-like; V€ blaoxa-23-iike genlerinin
orant %33, %27 ve %9 olarak bildirilmis (105).

Hasan B. ve arkadaslarmmin Pakistan’da yaptigi bir c¢alismada ise 90

A.baumannii izolatindan 59°u karbapeneme direncli olarak tespit edilmis. Izolatlarin
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tamaminda blaoxasiiike mevcutmus ve 14 izolatta blapxa-2z-ike ile  birlikte
bulunmaktaymis. Bu ¢alismada blaoxa-24-ike and blaoxa-ss-like genlerine ise

rastlanmamis (106).

Cin’de yapilan bir galismada da 57 karbapenem direngli A.baumannii

izolatinin tiimiinde ISAbal-blapxa-si-iike geni saptanmis (107).

Cin’de yapilan bir baska calismada 2009 yilinda toplanan 174 A.baumannii
izolatindan, timiiniin blapxa-s1-like genini tasidigi, 74 izolatin karbapenemaz tirettigi
ve bunlardan 71 izolatin blapxa-23-iike geni bulundurdugu bildirilmis (108). Ayrica
2012 yilinda Taiwan’da yapilan bir ¢alisma ile 142 imipenem direngli A.baumannii

izolatinin tiimiinde blapgxa-si-iike ve 30’ unda blapxa-23-iike genleri saptanmig (109).

Nowak ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada ise Polonya’da bir hastanenin
yogun bakim ve yanik {nitelerinden izole edilen 104 karbapenem direngli
A.baumannii izolatindan 46’sinin blapxa-si-ike V€ blaoxa-23-ike genlerini; 48’inin
blaoxasi-ike V& blaoxa-a0-ike genlerini tasidigi bildirilmis. Ayni ¢alismada biitiin
izolatlarda blaoxa.siiike Ve beraberinde ISAbal bulundugu saptanmis. Ug izolatta
blaoxa-s1-like, Dlaoxa-23-like Ve blaoxa-ao-iike Dirlikte bulunurken 7 izolatta blapxa-s1-like

haricindeki oksasilinazlara rastlanmamais (110).

Hindistan’da da blapxas: ‘in  A.baumannii izolatlarinin karbapenem

direncinden sorumlu oldugu saptanmig (111).

Iran’da yapilan bir ¢calismada coklu ilag direnci gdsteren ve hastanede yatan
hastalardan izole edilen 100 A.baumannii kokeninden hepsinin blapxa-s1-iike geNinin
bulundurdugu, 62 imipenem sirengli izolatin %88.7’sinin blapxa-23-like, %01.6’1n1N
blaoxa4o-ikes V€& %3.2’sinin blaoxassiike genlerini tasidigi belirtilmis. Izolatlarin
%90’1 ISAbal elementi igerdigi ve bunun % 74.2° imipenem direngli izolatlar
oldugu bildirilmis (112).

[ran’da 2009 Mart-2010 Kasim ay1 arasinda yiiriitiilen bir g¢aligmada,
Karmostaj ve arkadaslari, yogun bakim iinitelerinden izole edilen 91 Acinetobacter

baumannii izolatinin 84’tinde (%92.30) blapxa-s1-ike geni saptamis (113).
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Ulkemizde 2006 yilinda, 6 farkli merkezden gonderilen seftazidim direngli
Klinik izolatlarin dahil edildigi ¢alismada Vahapoglu ve arkadaslari 72 izolatin
56’sinda (%77.8) blaoxasiiike geni saptayarak bunlarin kromozomal yerlesimli
oldugunu belirtmisler. Blaoxa-ss-ike geninin ise plazmid kaynakli oldugu ve 10
(%13.8) izolatta saptandigi, bu izolatlarin blapgxa-si-iike genini de tasidigi bildirilmis.
Blaoxa-s1-like V& blaoxa-ss-ike gen birlikteliginin tiim ilaglara direngli suslarla iligkili

olabilecegi belirtilmis (114).

Tiirk SENTRY antimikrobiyal slirveyans programi kapsaminda 2006 yilinda
Istanbul ve Ankara’daki mezkezlerden toplanan 76 A. baumannii izolatmin
imipenem, meropenem ve seftazidime direngli olan 44 (58.6)’linde karbapenemaz
varligr arastirilmis. Karbapeneme direncli izolatlarin tiimiinde oksasilinazlar
kodlayan gen gruplarina (blapxa 23-24 veya -s8) rastlanmis. 44 izolatin 26 (%60)’s1
blaoxa23 like genini tasiyormus ve bu izolatlarn 25°i Istanbul’dan génderilen
orneklermis. Blapxa-ss-iike genini tasiyan 18 (%40.9)izolatin ise 17°si Ankara’dan

gonderilmis (115).

Izmir’de 2013 yilinda yapilan bir ¢calismada; bir hastanede 20 hastada blaoxa-
2440 Ureten A.baumannii’ye bagli bir salgin bildirilmis. Bu ¢aligmada bildirilen

spesifik enzim blapxa.72 olarak belirlenmis (116).

Tiirkiye’nin Karadeniz Bolgesi’nde yapilan baska bir ¢aligmada 101
A.baumannii kékeninden hepsinde blapxa -51 , 79’ unda blagxa 23 ve 1’inde blagxa -40
bulunmus. Bu ¢alismada 79 koken blapxa-s1 Ve blapoxa -23°1 birlikte ihtiva ediyormus

(117).

Ankara’da yapilan bir ¢alismada 2004-2010 yillarinda kan kiiltiirlerinden
izole edilen A.baumannii izolatlarinin %31’inde blagxa-23.ike V€ %23’linde blapgxa.
se-like genler tespit edilmis. Blaoxa-ss-ike genlerini tagiyan izolatlarin 2004 ve 2009
yillar1 arasinda arttigi, 2010°da distiigii bildirilmis. Buna karsin blapgxa-23-like tasiyan

izolat sayilariin 2008-2010 yillar1 arasinda artig gosterdigi saptanmis (104).

Cifteci ve arkadaslarimin yiiriittiigii cok merkezli g¢alismada izolatlarin

tamaminin blapxa-s1-iike geNini; karbapenem direncli izolatlarin %74.4’{inlin blapxa-
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23-likes %017.3’Uiniin de blapxa-ss-like geNini tasidigi saptanmig. Caligsma siiresince
blaoxa-ss-ike geninin azaldigi, blapxa-23-like geni ile birlikte karbapenem direncinin
arttigr gozlenmis. 2008 yili izolatlariyla karsilastirildiginda 2011 yili izolatlarinda
blapxa-23-like geni 3 kat yiiksek oranda gozlenmis (101).

N. Sarica, 2010 yilinda,*’Hastane kaynakli Acinetobacter suslarinda
karbapenem direncinin molekiiler analizi ve suslar arast klonal iliskinin

>

gosterilmesi**  konulu tez c¢alismasinda, Acinetobacter baumannii’ye 6zgii olan
blapxa-si-like genini suslarm % 99’unda saptamis, karbapenem direngli suslarda
blaoxa-23-ike oranmni % 75, blapgxa-ss oranmi ise % 23 olarak tespit etmistir.
Calismada ayrica, suslarin %90’1inda blapgxa-23-iike Ya da blaoxa-ss genlerinin en az bir
tanesinin bulundugu, 1 sus hari¢ blaoxa-23-iike ,Plaoxass-ike genleri tasiyan suslarin

hepsinde karbapenemlerin en az birine karst azalmis duyarlilik veya direng oldugu

belirtilmistir (118).

“’Karbapenemlere direngli Acinetobacter baumannii izolatlarinda molekiiler
tiplendirme ve karbapenemazlarin arastirilmasi® konulu tez calismasinda N. Ozbey;
multipleks PZR ile oksasilinaz enzim genlerinden blaoxa-23 blaoxa-24, blaoxa-s1, ve
blaoxa-ss gen bolgeleri ile metallobetalaktamaz enzimlerinden IMP, VIM, SIM ve
SPM enzim genlerini arastirmis. Tiim izolatlarda blapxa-2z Ve blapxa-s1 pozitifligi
saptanan calismada blaoxa-24, blaoxa-ss, IMP, VIM, SIM ve SPM enzimleri negatif
olarak bulundugu i¢in karbapenemaz direncinin; blapgxas: tip dogal oksasilinazin
asir1 liretimi sonucu ve blapxa-2sz enzim geninden kaynaklanabilecegi belirtilmistir
(119).

Bizim  c¢alismamizda izolatlarin  %96.25’inde  blaoxasiiike  geni
bulunmaktaydi. Izolatlarimizin %60’ inda blaoxazziike , %15’inde blaoxass.iike
%10 unda ise blaoxa-so-ike gen pozitifligi saptandi. On bir izolatta (%13.75) sadece
blaoxa-s1-ike BUlunurken, 65 (%81.25) izolatta blapxa-23-iike, Dlaoxa-ss-like VEYa blapxa-

40-like genlerinden en az birisinin pozitifligi saptandi.

Yurt diginda ve iilkemizde yapilan 4. baumannii’de karbapenem direnciyle
ilgili ¢aligmalara paralel olarak biz de ¢alismamizda blapxa-23 blapgxa-s1 Ve blapxa-ss

enzimlerinin varliginin ya da bu enzimlerin beraber bulunmasinin karbapenem
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direncine veya ilag duyarliliginin azalmasina neden oldugu sonucuna vardik. Bunlara

ek olarak karbapenemlere karst azalan duyarliligin penisilin baglayic1 protein ve

porinlerin modifikasyonuyla veya AdeABC efluks sisteminin artmasi gibi sekonder

diren¢ mekanizmalariyla baglantili olabilecegi ve degisik mekanizmalarin karsilikli

etkilesimlerinin A.baumanii’de ylksek seviyede karbapenem direncine sebep

olabilecegi dikkate alinmalidir. A. baumannii’de karbapenem direnci mekanizmalari

Tablo 5.2.’de 6zetlenmistir.

Tablo 5.2. A. baumannii’de karbapenem diren¢ mekanizmalari

Direng
mekanizmasi

blaoxa-s1-like

blaoxa-23-like

blaoxa-24/40-like

blaoxa-ss-like

IMP-1,-2,-4,-5,-6 -
11, VIM-2, SIM-1

Diger

Ozellik

A. baumannii’de yapisal olarak bulunur.
Kromozomal kaynaklidir. ISAba-1 elementi
varliginda karbapenem direnci saglar

IS elementleri ile ¢evrili kromozomal veya
plazmid kaynakli genler

Kromozomal veya plazmid kaynakli genler

IS elementleri ile ¢evrili plazmid veya
kromozomal kaynakli genler

B sinifi metallo beta-laktamazlar

PBP veya porin modifikasyonu, AdeABC eflux
pompa regulasyonu

Referanslar

8, 17,76, 78,
105-114

8, 17, 78-80,
104-112

8,116

17, 101-
105,114, 115,
118-120

8, 17,122, 123
8, 17,122,123
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamiz, hastanemizde karbapenem direngli A.baumannii izolatlarinda
blaoxa-s1-ike gen grubundan sonra blapxa-2z-ike gen grubunun en yaygin bulunan
oksasilinaz geni oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Calismamizda ayrica blapxa-ss-like V€

blapxa-40-like grubu oksasilinaz genleri de saptanmustir.

Acinetobacter tiirleri iginde klinik ag¢idan en Gnemli tiir A. baumannii’dir.
Dolayisiyla bu tiirii diger Acinetobacter tiirlerinden ayirarak tanimlayabilmek 6nem
arzeder. Gerek literatiirdeki ¢aligmalarda, gerekse bizim ¢alismamizda yiiksek oranda
saptadigimiz blapxa-si-ike geNiNin A. baumannii’de yapisal olarak bulundugu kabul
edilmektedir. A. baumannii’nin hastane enfeksiyon etkeni olarak Onemi
diisiniildiiglinde, diger Acinetobacter tiirleriyle ayriminda, biyokimyasal
parametrelere dayanan tanimlama yontemleri yerine daha hizli ve giivenilir olan
blaoxasi-ike geninin  saptanmasmin pratik kullanimda yer almasi gbéz ardi

edilmemelidir
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