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KISALTMALAR

BOS: Beyin omurilik sivisi

CiD: Coklu ilag direnci

HE: Hastane enfeksiyonu

HST: Hicre slispansiyon Tamponu

GN: Gram negatif

MRSA: Metisilin resistan Stafilococcus aureus

MLEE: Multilocus enzyme electrphoresis

MLST: Multilocus sequence typing

MDR: Multi drug resigan

OMP: Outer mebrane protein

PBP: Penisilin Baglayan Protein

PCR: Polimeraz polymerase chain reaction

PFGE: Pulsed field gdl el ectrophoresis

RFLP: Restriksiyon fragment Length Polimorfizm
SDS-PAGE: Sodium Dodesil Silfat poli akrilamid jel elektroforezi
TBE: Tris- Borik asit EDTA

UPGMA: Unweighted pair group mathematical averaging

VRE: Vankomisin resistan Enterecoc



OZET

K ARBAPENEM DIRENCLI ACINETOBACTER BAUMANNII
IZOLATLARINDA DIRENC GENLERININ POLIMERAZ ZINCIR
REAKSIYONU iLE ARASTIRILMASI VE PULSED FIELD GEL
ELECTROPHORESISYONTEMIiYLE GENOTIP TAYIiNi

Acinetobacter baumannii 6zellikle yogun bakim Unitelerinde nozokomiyal
infeksiyonlara ve salginlara yol agan 6nemli bir patojendir. Karbapenem grubu
antibiyotikler de dahil, coklu ilag direnci gbostermes bu patojenle olan
infeksiyonlarin tedavisnde ciddi problemlere sebep olmaktadir. Karbapenem
direnci skhikla OXA tipi karbapenemazlar ile olusmaktadir. OXA tipi enzimler 4
subgrupta (OXA-51, OXA-58 OXA-23, OXA-24) toplanir. Acinetobacter
izolatlarinda OXA-51 subgrubundaki enzimler intrinsik olarak bulunurken, mobil
elementler ile horizontal olarak kazanilan genlerle kodlanan OXA-58, OXA-23 ve
OXA-24 subgrup enzimlerde beraberinde bulunabilmektedir. Ayrica blaOXA-51
geninin upstream bolgesinde yerlesen 1SAba 1 segmenti de transkripsiyonel bir
promotor olarak p-laktamaz gen ekspresyonunu indiklemektedir.

Bu calisgmada hastanemizde hastane enfeksiyonlarndan izole edilen
karbapenem direncli A. baumannii izolatlarinda karbapenemaz enzimini kodlayan
blaOXA genlerinin subgruplarinin Multipleks PCR, 1 SAbal segmentinin tek tip
PCR vyontemi ile arastirnlmas  ve klonal iligskilerinin PFGE yontemi ile
belirlenmes amaclanmstir.

incelenen 55 izolatin tamaminda(%100) OXA 51 ve ISAbal geni tespit
edilmistir. Izolatlarin 4(%7.27)iinde OXA 58, OXA 51 ve ISAbal, 3(%5.45)iinde
OXA24, OXA51 ve ISAbal geni belirlenmisken OXA 23 geni hic bir izolatta
bulunamamustir. PFGE ile klonal iliskilerinin incelenmes sonucu, 55 izolatin
29(%52.72)" unun yakin iliskili oldugu ve aym klondan koken aldigi gortlmustir.

Anahtar sozcik: Acinetobacter baumannii, blaOXA21, blaOXA23, blaOXAb51,
blaOXA58, PFGE



ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF RESISTANCE GENES OF CARBAPENEM
RESISTANT ACINETOBACTER BAUMANNII ISOLATESWITH
POLIMERASE CHAIN REACTION AND GENOTYPING WITH PULSED
FIELD GEL ELECTROPHORESIS

Acinetobacter is a pathogen which can cause seriousnosocomial outbreaks
especially in intensive care units. Carbapenemases of OXA are the mostly cause of
carbapenem resistance OXA type enzymes divide into 4 subgroups. (OXA51,
OXA24, OXA58, OXA23) OXA 51 subgroup of genes are intrinsic in
Acinetobacter strains. Genes gained horizontally with mobile elements which codes
the subgroup enzymeslike OXA 58,23 and 24 can betogether with OXA 51 gene.

As being a transcriptional promotor ISAbal; which localized at the
upstream location of blaOXA 51 gene can induce beta-lactamase gene expression.

In this work we aimed to investigate the subgroups of blaOXA genes with
multiplex PCR, ISAbal segment with in-house PCR and clonal relations of isolates
with PFGE between carbapenem resistant A.baumanii strains isolated from
nosocomial infections in our hospital.OXA-51 and ISAbal genes identified from
whole (%100) of the 55 isolates. We identified OXA 58, OXA 51 and I SAbal genes
in 4 of the isolates, OXA 24, 51 and 1SAbal genesin 3 of isolates but OXA 23 gene
had been identified in none of the isolates. As a result of PFGE, 29 of 55 isolates
found to be closely related and also thought to bein the same clone.

Key Words: Acinetobacter baumannii, blaOXA21, blaOXA23, blaOXA51,
blaOXA58, PFGE

Xi



1.GIRIS

Dogada saprofit olarak yasayan Acinetobacter cinsi bakteriler, 1970 lerden
itibaren hastane kokenli enfeksiyonlardan sorumlu olarak izole edilmelerine ragmen,
disUk prevalanslart sebebi ile klinik dnemleri anlagilamamis ve uzun yillar ihmal
edilmislerdir. Ancak son vyillarda hastane enfeksiyonlarinda genis spektrumliu
antibiyotiklerin daha yaygin olarak kullamlmasina bagli olarak, MRSA,VRE ve
pseudomonaslar gibi  hastane kokenli bakteriler arasinda tirlerinin yam sira,
A.baumannii suglarinin da, coklu ilag direnci gelismesine yol agmistir. Ozellikle yogun
bakim Unitelerinde tedavi gbren ve immun sistemi baskilanmis hastalarda yiiksek
mortalite ile seyreden enfeksiyonlara sebep olan CID A.baumani suslarimin PCR, PCR-
RFLP, PFGE ve tam genom dizi analiz yontemleri kullanilarak yapilan klonal
diizeydeki tiplendirilmeleri, 6zellikle de karbepenem direncli bazi suslarin, bitin
dinyada hastanelere hakim olmaya bagsladiklarint gostermistir. Tedavi basarisizliklar:
sebebi ile yuksek oranda hasta kayiplarinin yasandigi karbepenem direncli A.baumanii
enfeksiyonlarinin kontrol altina alinmasinda yeni antibiyotiklerin yaratiimas: ve suslarin
hastane ici, hastaneler arasi, bolgesel, Ulke bazli ve uluslar arasi hareketlerinin takibi
blylk 6nem tasimaktadir. Bu baglamda daha 6nce kullammmi sinirli olan kolistin gibi
daha toksik antibiyotikler yiksek oranda direng gelisimi ile sonlanmistir. Muhtemelen
yeni yaratilacak antibiyotikler de yogun antibiyotik baskisi sebebi ile A.baumanii
suslarinda kisa siirede direng gelisimini provoke edecektir. Ozellikle direncli suslarin
molekuler epidemiyolojik metodlarla klonal dizeyde sirveyans: ise, yeni ve daha
etkinli kontrol tedbirlerinin gelistirilmesine 1s1k tutacak, mevcut kontrol tedbirlerinin de
gbzden gecirilerek revize edilmesine sebep olacaktir. Sonug olarak antibiyotik
baskisimin yanm sira A.baumanii suslarimin epidemiyolojik 6zelliklerinin tespiti ve
takibine dayali etkin kontrol politikalari gelistirilecektir. Yapilacak slrveyans
calismalarinda fenotipe dayal1 yontemler yerine klonal diizeyde tanimlama yapabilecek
molekuler yontemlerin kullamimas: sonuglarin guvenilirligi yoniinden son derce 6nemli
olacaktir. Bu amacla bakterinin housekeepin genlerinin analiz edildigi, MLEE veya
MLST gibi yontemler tam genom dizi analizi, PFGE ve diren¢ genlerinin tanimlanmasi



gibi yontemlerden bir veya bir kaginin kombine olarak kullamimasinin yararli olacagi
gosterilmistir.

Biz bu calismada Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Balcal1 Hastanesinde
hastane kokenli enfeksiyonlara sebep olan karbepenem direncli A.baumani suslarinin
epidemiyolojik ozelliklerini tespit amaci ile Ocak -Kasim 2009 tarihleri arasinda kalan
11 aylik sire igerisinde hastanenin farkli klinik ve yogun bakim Unitelerinden
gonderilen klinik materyallerden izole edilen karbapenem direngli A.baumannii
suslarimin klonal iliskileri ile direng genleri dagilimim pulsed-field gel elektroforezi ve
blaoxa gen polimorfizmi yontemlerini kullanarak tespit etmeyi amagladik. Bu
calismadan elde edilecek veriler, 6Gniimizdeki donemde devam ettirilecek calismalarla,
gerek C.U Tip Fakiiltes Balcal1 Hastanesi, gerekse bélge hastanelerinden izole edilecek
A.baumanii  suglar1 ile ilgili elde edilecek verilerle kiyaslanarak, progressiv

epidemiyolojik calismalara ve kontrol politikalarimin gelistirilmesine i1k tutacaktir.



2.GENEL BILGILER

Acinetobakter tdrleri hastane infeksiyonlarimin % 3-20'sinden sorumludur.
Hastane enfeksiyonlar: ile ilgili yapilan epidemiyolojik caligmalar  A.baumannii-
calcoaceticus kompleksi tdrlerin tim Klinik Acinetobacter izolatlarinin % 80’ini
olusturdugunu gostermistir. A.baumannii dis1 tirler daha ¢cok gidalardan izole edilirken,
aminopenisilinler, Ureidopenisilinler, dar ve genis spektrumlu sefalosporinler,
sefamisinler, aminoglikozidler, kloramfenikol ve tetrasiklin gibi hastanelerde yogun
olarak kullamilan antibiyotiklerin coguna kars: direng gosteren ve yeni antibiyotiklere
kars1 da hizla direng gelistirebilme potansiyeline sahip olan A.baumannii suslari,
ozellikle yogun bakim dnitelerinde, pnémoni, ventilatérle iliskili pnémoni, Griner
infeksiyon, kateter infeksiyonlari, kan dolasim yolu infeksiyonlari ve menenjitlerde yol

2,345

actiklar: tedavi basarisizliklar: ile yiksek mortalitenin sebebidir

2.1 Hastane Enfeksiyonu

Semmelweis 1847’ de puerperal sepsisden bir etkenin sorumlu olabilecegi ve el
yikama ile sepsisin azaldigim belirlemesi ve daha sonra Pasteur‘un 1862’'de bunu
destekleyen teoriler ortaya atmasi ile mikrobiyal aanlarin hastanelerde, hastalar
arasinda, kros kontaminasyonla yuksek morbidite hizina sahip enfeksiyonlar
olusturdugu fikri benimsenmistir. Daha sonra Lister’in (1867) cerrah ellerinin ve tibbi
enstrimanlarin fenolik sprey kullanarak dezenfeksiyonunun, cerrahi operasyonlarda
mikroorganizmalarin  bulas  riskini  dUsOrlcegini gostermesi  tarihte hastane
enfeksiyonlarinin kontroliine yonelik atilan ilk adimlar: olusturmustur. Ancak Florence
Nightingale'in hastane hijyeni kavramini bir hastane politikasi olarak yerlestirmes,
enfeksiyon kontrol calismalar: icin yeni bir dénemin baslangici olara kabul edilmistir®.
Enfeksiyon hastaliklarinin kontroltine yonelik en énemli kilometre tas1 antibiyotiklerin
kesfidir. A. Fleming'in 1928 de Penisilin’in kesfi ile baslayan antibiyotik cagi, G.
Domagk’in (1932) sulfonomid grubundan prontosilini, S.A.Waksman'in 1943'de
streptomisini bulmasi ve Tetrasiklin ve Kloromfenikol’tiin 1940'|1 yillarda kullamma

girmesi ile gok kisa siirede bir ¢cok antibiyotigin modern tibbin kullammina girmesi



stirmistiir®. Ancak ilk kullamma girdikleri yillarda bile bu antibiyotiklerden coguna
kars1 bazi bakteriler arasinda direncin gorilmesi antibiyotiklerden uzun sreli
faydalanmamin mimkin olamayacagina isaret olarak kabul edimlistir. Mesela bazi
stafilokok turleri arasinda 1942 yilinda penisilin 1961 yilinda metisilin direncinin % 1
oldugu kaydedilmistir. Bu ilk direncli sporadik bakteriler yogun antibiyotik baskisi ile
yaygin ve coklu ilag direncli hale gelmis, ©zellikle modern cerrahi girisimlerin
uygulandigi, immunsistemi baskilanmis hasta kabul eden biyik hastanelerde yiksek
mortalite ile seyreden hastane enfeksiyonlarinin gorilmesine yol agmustir.

Hastane enfeksiyonu veya nozokomiyal infeksiyonlar hastaneye yatistan 72 saat
sonra ve taburcu olduktan sonraki bir aylik dénemde ortaya gikan enfeksiyonlardir®. Tip
alanindaki teknolojik gelisimlere bagli olarak tan ve tedavi amagli invaziv islemlerdeki
artis, kateter ve sonda uygulamalari, uygunsuz antibiyotik kullanimi, bagisiklik
sisteminin zayifladigi durumlar HE riskini arttirmaktadirlar'®**. Hastane infeksiyonlar:
mortalite ve morbidite oranlarini, hastanede kalis stiresini ve tedavi maliyetini 6nemli
oranda arttirdig1 icin, dnemli bir saglik problemi olmaya devam etmektedir'®*>.

HE oranlart ginimizde verilen hizmet kalitesinin bir gosterges olarak
degerlendirilmektedir'®.  Hastane  infeksiyonlarinda  siklikla  izole  edilen
mikroorganizmalar antibiyotik ve tibbi uygulamalardaki degisikliklere bagli olarak
zaman icinde farkliliklar gostermektedir. Gunimizde uygunsuz ve genis spektrumiu
antibiyotik kullanimu ile invazif girisimlerin artmasi sonucu, P. aeruginosa, metisiline
direncli S. aureus, koagulaz negatif stafilokoklar, Enterobakter turleri, E. coli, K.
pneumoniae, Proteus tirleri, enterokoklar, kandida ve Asinetobakter turlerinde anlamli
artis goriilmektedir™.

Asinetobakter tlrleri, deri ve mukoza kolonizasyonlari sonrasinda yuksek
morbidite ve mortaliteye neden olarak HE iginde ayr:1 bir 6nem kazanmaktadir. Bu
bakterilerin hastane ortaminda kullanilan ekipmanlarda uzun siire canliligimi korumasi
A. baumannii ile gelisen infeksiyonlarda artisa neden olmaktadir. A.baumannii
hastanede salginlara neden olan, kan dolasimi ve solunum sistemi enfeksiyonlarina yol
acan onemli bir patojendir™®.



2.2. Taksonomi ve Tarihge

Gunumuizde Asinetobakter cinsinin Uyeleri olarak tammlanan bakteriler birgok
taksonomik degisiklige ugramistir. Ik kez 1911 yilinda Beijerinck tarafindan topraktan
izole edilen ve M. calcoaceticus olarak isimlendirilen bu bakteri ginimiize kadar en az
15 farkli isimle amlmustir. Bunlardan en iyi bilinenleri B. anitratum, Herellea
Vaginicola/Mima  polymorpha, = Achromobacter,  Alcaligenes,  Micrococcus
calcoaceticus, B5W, Moraxella glucidolytica ve Moraxella |woffii’dir. Taksonomik
calisgmalar sonucu Acinetobacter cinsi guniimiizde Moraxellacea ailesi icinde yer
almaktadir'"*®(Tablo1).

Tablo 1: Acinetobacter cinsinin taksonomis

Alem: Bacteria

Sube: Proteobacteria

Sinif: Gamma Proteobacteria
Takim: Pseudomonadales
Familya Moraxellaceae

Cins:. Acinetobacter

DNA benzerlikleri temel alinarak yapilan calismalarda, en son 32 genomik tir
tanmmlanmistir. Yedi genomik tire ©zel isimler verilirken diger genomik tdrler
isimlendirilmemistir. ~ Isimlendirilen  tirler; A.baumannii,  A.calcoaceticus,
A.haemolyticus, A. Junii, A.johnsoni, A.lwoffii, A. radioresistens.

Grup 1, 2, 3 ve 13TU olagan dis1 bir benzerlik gostermekte ve genellikle A.
calcoaceticus-A. baumannii kompleksi adi altinda incelenmektedir. Son yayinlanan
kitaplarda ise sakkarolitik ve asakkarolitik olarak iki farkli grupta yer alan asinetobakter

trlerinden siz edilmektedir®%,

|-Sakkarolitik Asinetobakter Turleri:
A. Hemolitik:
1. A. alcaligenes



2. A. anitratus

3. A. Haemolyticus

B. Non-hemolitik:

1. A. baumannii

2. A. calcoaceticus

3. A. anitratus

4. A. calcoaceticus subsp. Anitratus
[I-Asakkarolitik Asinetobakter Turleri:
Non-hemolitik:

1. A. calcoaceticus subsp. Iwoffi

2. A. johnsonii

3. A junii
4. A. Iwoffi

2.3. Mikrobiyolojik ve Metabolik Ozellikler

Asinetobakter cinsi bakteriler; 35-37°C’de Ureyebilen, nonfermentatif, oksidaz
negatif, katalaz pozitif, indol negatif, hareketsiz, nitratlar1 redikte etmeyen, aerop
Ureyen gram negatif mikroorganizmalardir™®. Uc sekerli demirli besiyeri (TSI) ve
oksidatif fermentatif besiyerinde asit olusturmazlar’?*?*#. Gram negatif kokobasil,
diplokok seklinde gorilebilirler. Uremenin logaritmik fazinda 1-1,5 x 1,5-1,5 pym
boyutlarinda basil, Greme disinda ise kok seklinde, daha ¢ok kokobasil, ikiserli, kime
halinde veya kisa basil olarak gorildiglinden Gram boyal1 preparatlarin incelenmesinde
Haemophylus ve Neisseria tiirleri ile karistirilabilir®®?’.

MacConkey agar besiyerinde enterobakterilerden daha kiiclk, opak, pigmentsiz,
S tipi koloniler olustururlar. Klinik orneklerden dretilebilmeleri igin segici-ayirici
besiyerleri gelistirilmis olup bu amagla en sik Herellea agar (Difco) ve Leeds
Acinetobacter Medium kullamimaktadir. Kontamine drneklerden (diski, toprak) izole
etmek amach icinde asetat ve amonyum tuzu bulunan sivi mineral besiyeri
kullarulabilir®#,

Rutin laboratuvar kosullarinda biyokimyasal reaksiyonlara ve Ureme
Ozelliklerine gbre Asinetobakter tir ayrimi yapilmaktadir. Glukozu oksitleyen ve



hemoliz yapmayan izolatlar genellikle A.baumannii’dir. A. baumannii 44°C’de
Ureyebilme vyetenegiyle de digerlerinden kolayca ayirt edilebilir. Glukozu
oksitleyemeyen, hemoliz yapmayan A. Iwoffii, hemoliz yapan A.haemolyticus olarak
adlandirilir. A. johnsonii diger tirlerden 37°C'de Ureyememesi nedeni ile ayirt
edilebilir®.

Geleneksel biyokimyasal metotlar turler arasinda ayrim yapmak igin yeterli
olmamaktadir. Bu amagla bir¢cok karbon kaynagimin asimilasyonu temeline dayanan
hazir ticari kitler kullanilmaktadir. Ticari sistemlerden; API 20 NE (bioMerieux,
Fransa) 5, Biolog GN2 Microplate (Biolog, Hayward ABD) 15 tir identifiye
edebilmektedir. Bu kitlerin en blytk dezavantaji bazi tirlerin tablolarda yer almamasi
nedeniyle tiim tiirleri tammlayamamasidir 2.

Salgint tammlamak ve kaynagi ortaya cikarmak igin c¢ok cesitli tipleme
yontemleri kullanilmistir. Serolojik reaksiyonlar, bakteriyofaj, bakteriyosin, protein
profiller, antibiyotik duyarlilik paternleri, “multilocus’ enzim elektroforez, polimeraz
zincir resksiyonu (PZR), “pulsed-field gel” elektroforez (PFGE) ve ribotiplendirme bu
amacla kullamlabilse de en uygun ve ideal metot bilinmemektedir.



Tablo 2: Acinetobacter tirlerinin treme 6zellikleri

3 |- |3
ko = 5
TEST s B
3 8 | 8
< I
i AN ™
Ureyebildigi 1s1
44 °C'de - + -
41 °C'de - + -
37°Cde + + +
Glukozdan asit + + D
Jelatin hidrolizi - -
Karbonhidrat
kullanim
dl-Laktat + + -
dl-4-aminobutirat | + + +
Trans-akonitat + + D
Sitrat + +
Glutarat + + -
Aspartat + + D
Azelat + + -
B-Alanin + + -
|-Histidin + + +
d-malat - + +
Malonat + + -
Histidin - - -
I-Fenilalanin + D -
Fenilasetat + D -

5- Ajohnsonii
6- A. lwoffii
7- A. radioresistens

4- A junii




2.4.Patogenez ve Virilans

Asinetobakter cinsi bakterilerin virtilans potansiyelleri distk oldugundan konak
savunma mekanizmasi normal olanlarda enfeksiyon olusturma riski disuktir ve
genellikle firsatci hastane enfeksiyonlarina neden olurlar™. Hiicre duvarinda bulunan
lipopolisakkaritin insan igin endotoksijenik potansiyeli tam bilinmemektedir. Kapsiil
icermesi, bakteriosin Uretimi, kuru ortamda uzun sire yasamasi gibi 0Ozellikler
Asinetobakterlerin yasam siresini artirabilen 6nemli faktorlerdir™*'.  Potansiyel
virtlanstan sorumlu olan faktorler sunlardir:

i) Polisakkarit kapsiil: L-ramnoz, D-glukoz, D-mannoz ve D-glukronik asitten olusur.

Bakteri ylzeyinin hidrofilik 6zelligini saglar ve fagositozdan korur ve selektif
kompleman eksikligi olan bireylerde enfeksiyona yatkinlik yaratabilir. Damar igci
kateter, trakeal kanul gibi ylzeylere tutunmay: kolaylastirir

ii) Fimbria ve/veya kapsiiler polisakkarit: Insan epitel hiicrelerine baglanmay: saglar.

iii) Lipopolisakkarit ve Lipid A: Dokulardaki lipidleri yikan enzimler Uretirler, hiicre
duvarinda bulunan lipid A potansiyel toksik etki gostererek patojeniteyi arttirir.
iv) Aerobaktin gibi siderofor ve demir tutucu dis membran reseptor proteinlerinin

uretimi ile bakteri Gremesi igin gerekli demir temin edilmektedir. Son zamanlarda
yapilan calismalarda antibiyotik direnci saglayan PER-1 geninin virilans: arttirchigi ve
klinik olarak mortalitess daha yiksek enfeksiyonlara neden  oldugu
gosterilmigtir®?33334,

2.5.Epidemiyoloji

Asinetobakter dinya c¢apinda salginlara neden olmaktadir firsat¢i patojendir
Ozellikle solunum yolu ve vyaralarda kolonize olmaktadir. Acinetobacter
infeksiyonlarinda kapi kolu, klavye, hasta carsafi, ventilator aeti gibi ekipmanlarl
salginin yayilmasina sebep olurlar®™. Asinetobakter cinsi bakteriler, yasamlarini
sirdirebilmek icin gereksinimlerinin az olmast ve cesitli karbon kaynaklarini
kullanabilme avantaji nedeniyle dogada toprak, su ve yiyeceklerde saprofit olarak
serbest yasayabilmektedirler.

Asinetobakterler diger mikroorganizmalara kiyasla, kuruluga dayanikli olmalari,
farkli 1s1 ve pH ortamlarinda canli kalabilmeleri nedeniyle, cansiz yiizeylerde giinlerce
canl1 kalabilmektedirler®. Pastérize siitlerden, donmus yiyeceklerden, dokiimhane ve



hastane havasindan, camdan, musluklardan, peritoneal diyaliz maddelerinden, anjiografi
kateterinden, ventilatorlerden, laringoskoplardan, kontamine eldivenlerden, pamuktan,
formikadan, kullanilmis enjektorlerden, hasta yastiklarindan, kuru filtrelerden izole
edilmis ve buralarda giinlerce canli kalabildigi gosterilmistir®233t,

Ozellikle koltuk alti, kasik gibi nemli bolgeler basta olmak tizere derinin normal
florasinda yer aabilmekte ve saglikli bireylerin yaklasik % 25'inin derilerinde
Asinetobakter tiirlerini tasicig diisiinilmektedir®®. Faringeal kolonizasyon %7 oraninda
gorilmektedir. Deri disinda agiz boslugu ve solunum yollarinda tastyicilik s6z konusu
olmaktadir. Hastaneye yatmayan bireylerde ise bu durum son derece nadir
gorulmektedir. Hastanede yatan hastalarda ise 6zellikle salgin donemlerinde tasiyicilik
hiz1 yilksek olup %7-18 bogaz tasiyicihigi gorilmektedir’®. Yogun bakim unitelerinde
yatmakta olan hasta diskilarinda ¢oklu ilaca direncli Asinetobakter tirlari izole edilmis

ve trakeostomili hastalarin % 45'inde kolonizasyon belirtilmistir??®

. Bir calismada en
sik kolonizasyon bdlgesi eller (%26), kasik bolgesi (%25), ayak parmak arasi (%24),
alin (%23) ve dis kulak yolu (%21) olarak tespit edilmistir*.

Cevresel ortamlar dikkate alindiginda, Asinetobakter tdrleri hastane havas,
buhar makinesi, musluk, periton diyalizat banyolari, yataklar, tansiyon aletleri,
anjiyografi kateteri ve ekipmani, solunum tedavisi soltisyonlar1 ve mekanik ventilasyon
cihazindan izole edilmistir. Y ogun bakim Unitelerinde 6zellikle ventilasyon uygulanan
hastalarda, solunum sisteminde tasiyiciligin yuksek oranda arttigi ve salginlara yol
actign gosterilmistir. Ulkemizde yogun bakim Unitelerinde yapilan cok merkezli bir
calismada Asinetobakter cinsi bakteriler gram negatif bakteriler arasinda tglinct sirada
(%18.2) oldugu belirlenmis ve antibiyotik direncinin arttigi  belirtilmistir®.
Asinetobakter tirleri kuru ortamlarda 21-30 giin canhiligim korumaktadir. Ozellikle
mekanik ventilasyon uygulanan hastalarda salginlar gozlenmesi, solunum yollarinda
yuksek tasiyiciliga sebep olmaktadir.

Deri tasiyiciligi oranlarimin yioksek olmasi hasta bakimi srasinda saglik
personelinin kontamine olmasina ve etkenin sirekli yayilmasina neden olmaktadir®.
Son yirmi yilda Asinetobakter enfeksiyonlari iliman iklimlerde giderek yayginlasan
ortak bir nozokomiyal sorun haline gelmistir **
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2.6.Acinetobacter Enfeksiyonlarimn Tedavis

Antibiyotige duyarli Asinetobakter tirlerinin neden oldugu enfeksiyonlar,
genelde genis spektrumlu sefalosporinler, beta-laktam-beta-laktamaz  inhibitor
kombinasyonlari ile aminoglikozitle kombinasyon halinde kullanilan karbapenemlerle
tedavi edilmektedir*. Tedavi siiresi, cogunlukla enfeksiyon bolgesine baglidir*.

Coklu ilaca direncli izolatlarin neden oldugu enfeksiyonlar igin antibiyotik
secenekleri oldukca sinirli olabilmekle birlikte, karbapenemler, sulbaktam ve kolistin en
etkili antibiyotikler olarak goriilmektedir*“®*’. Sefoperazon sulbaktam, sulbaktam
bunlara alternatif olarak kullanilmaktadir®®“®. En etkin in vitro gjan polimiksinler;
polimiksin B ve polimiksin E dir®®>!. Polimiksinlerin nefrotoksisite ve nérotoksisiteye
sebep oldugu bilindiginden 1960 ve 1970 yillarda kullanimi birakilmistir. Son yillarda
coklu ilaca direncli gram negatif basillerin artmasi sonucu polimiksin kullanimina tekrar
baslanil mustir>.

A.baumannii son yillarda hastane enfeksiyonlarinda ve 0Ozellikle ventilator
iliskili pndbmonide sik karsilasilan etkenlerden biri olan A.baumannii pnémonilerinde

54,45

mortalite oldukga yuksektir’™™. Cogul ilaca direngli A.baumannii’nin neden oldugu
ventilator iliskili pneumonide ampisilin-sulbaktam ile aminoglikozid kombinasyonu
veya tek basina kolitsin tedavisi in vitro duyarlilik sonuglarina gore tnerilen tedavi
seceneklerindendir™>*.

In vitro calismalar, coklu ilaca direngli Asinetobakter’e kars: polimiksinlerin
imipenem, rifampin veya azitromisin ile birlikte kullamlmas: sirasinda sinerjik etkiler
olustugunu ortaya koymustur. Motaouakkil ve arkadaslari, kolitsin ve rifampin
kombinasyonuyla birlikte, ventilatorle iligkili 16 pnémoniyi veya kan dolasim
enfeksiyonlarini basarili sekilde tedavi ettiklerini yayinlamiglardir>®

Asinetobakter enfeksiyonlarinda En sik kullamlan kombinasyon, distk direng
oranlart ve in vitro sinerji gostermesinden dolay:r imipenem ile amikasindir.
Karbapenemlere orta diizeyde direnci olan A.baumannii’ye karsi in vitro ¢alismalarda
rifampisin ile kolistin kombinasyonu sinerjik bulunmustur®”*®*°, Karbapeneme direncli
Asinetobakter enfeksiyonlari igin imipenem ile rifampinin klinik kullanimi basarili
bulunmustur.

Yapilan calismalarda yeni kullamima giren tigesiklinin genis spektrumlu beta-

laktamaz salgilayan gram negatif bakterilere ve ¢oklu ilaca direncli Asinetobakter cinsi
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bakterilere in vitro etkinliginin oldukca iyi oldugu gosterilmistir®™. Bununla birlikte

yakin zamanda tigesikline kars: direnc gelistigi bildirilmistir®.

2.7. Acinetobacter baumannii enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanmlan

antibiyotikler

Beta laktam antibiyotikler: Bu grup antibiyotikler ortak beta laktam halkasi ile
antibakteriyel etkilerini gosterirler. Baslica beta laktam antibiyotikler: Penisilinler,
sefalogporinler, karbapenemler ve monobaktamlardir. Bakteri hiicre duvarimn sentezini
bozarak bakterisidal bir etki olustururlar. En onemli etkileri bakteri duvarinda
peptidoglikan komponentlerin birlesmesini saglayan transpeptidasyon olayinin aktivator
enzimi transpeptidazin aktivitesini bloke etmesidir®.

2.7.1- Anti-psddomonal aktiviteile genis spektrum gosteren penisilinler

Karboksi ve ureidopenisilin yapisindaki bu antibiyotiklerin gram negatif basiller
Uzerine etkinligi aminopenisilinlerden daha fazladir. Tikarsilin ile karbenisilinin etkisi
benzerdir, fakat tikarsilinin etkin dozu daha dusUktir. Piperasilin ve azlosilin

pstdomonaslar ile gram negatif anaeroblara kars: yiiksek aktivite gosterirler®.

2.7.2- Peniglinlerle beta laktamaz inhibitorleri kombinasyonu

Beta laktamazlara duyarli beta laktamlarin hidrolizini engellemek icin
Onerilmektedir. Klavulanik asit ile amoksisilin ve tikarsilin kombinasyonlar: ile
ampisilin/sulbaktam kombinasyonu bulunmaktadir. Sulbaktam yar1 sentetik beta
laktamaz inhibitoriidiir®?.

2.7.3- Sefalosporinler

Cephalosporium turt mantarlardan elde edilen g aktif fermentasyon Urinin
biri olan sefalosporin-C tirevi ilaglardir. Birinci kusak sefalosporinler gram pozitif
koklara cok etkilidirler. ikinci kusak sefalosporinler gram negatif bakterilere, 6zellikle
proteus ve enterobakter (zerine biraz daha fazla etkilidirler. Ucglincli  kusak
sefalosporinler enterobakterilere ikinci kusaktan daha fazla etkilidirler. Organizmaya

dagilimlar: birinci ve ikinci kusak sefalosporinlerden iyidir®.
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2.7.4- Karbapenemler

Imipenem ve meropenem guniumizde kullanmmda olan iki karbapenem
derivesidir. Karbapenemler kimyasal olarak sentetik ya da yari1 sentetik beta laktam
turevi antibiyotiklerdir. Penisilinlerden farkli olarak, C1 atomuna bir kikirt atomu buna
dabir tiazolidin halkasi baglanmistir. C2 ve C3 atomlarinda doymamus baglar vardir. 6-
Transhidroksimetil grubunun varligi bircok beta laktamaz tlrine karsi molekiltn
direncini saglar. Karbapenemler, basta PBP2 olmak lizere PBP1A, PBP1B, PBP3, PBP4
ve PBP5’e baglanarak hiicre duvar sentezini engellerler®. imipenem, bir beta laktam
halkasi icerir, penisilin ve sefalosporinlerden farkli olarak o-halkasindaki stlfir
atomunda metilen vardir. Bu yap1 bakteri hiicresindeki hedef proteinlere baglanmasin
arttirir. Bunun sonucunda etki spektrumu genisler ve antibakteriyel guicl artar. Molekdl
agirhig: dusuktir, bakteri hiicre membranindan girisi kolay olur. Beta laktam halkasinda
bulunan hidroksimetil yan zinciri beta laktamazlara dayanikliligi saglar. Penem
halkasinda bulunan alkil tiyo yan zinciri ise molekilin P. aeruginosa’ya etkinligini
saglamaktadir. Meropenem, gram negatif mikroorganizmalara kars1 imipenemden daha
etkilidir®®. Karbapenemler tiim antibiyotikler icerisinde en genis spektrumlu gruptur.
Gram negatif comaklar ve koklar, gram pozitif koklar ve anaeroplar Uzerine etkilidirler.
Diger beta laktam antibiyotiklerde post-antibiyotik etki sadece gram pozitif bakteriler
de gorulirken, imipenemin hem gram pozitif hem de gram negatif bakteriler icin post-
antibiyotik etkisi tespit edilmistir. Bu farkin nedeni, imipenemin PBP2’ ye de baglanarak
bakterilerde sferoblast formasyonu olusturmasidir %.

2.7.5-Aminoglikozidler

Aminoglikozidler, Streptomyces ve Micromonospora cinsi mantarlardan elde
edilen dogal ya da yar1 sentetik bakterisidal etkili antibiyotiklerdir. Etkilerini, RNA’ daki
kodonlarin okunusunu azaltarak ve tRNA antikodonlarindaki bilginin ribozomlarda
yanlis okunmasi ile proteinlerin yanls kodlanmasina yol acarak gosterirler. Bunun
sonucunda bakteri protein sentezi sonlanir. Bu etkinin gergeklesebilmesiicgin
streptomisin ribozomal 30 S alt birimine baglamrken diger aminoglikozidler 30 S
ribozom Uzerinde birgok bolgeye ve aym zamanda ribozomun 50S alt Unitesine de
baglanirlar. Aminoglikozidler, bakterilerin dis membranlarindaki porin kanallarindan
periplazmik araliga difizyonla girer, ancak bakteri sitoplazmik membranini
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gecebilmeleri enerji ve oksijene bagimli aktif transport mekanizmasi ile olmaktadir. Bu
islem Energy-Dependent Phase 1 (EDP 1) ve Energy-Dependent Phase 2 (EDP 2)
olmak Uzere iki fazda gerceklesir. Diger protein sentezini inhibe eden antibiyotikler
bakteriyostatik etki gosterir gosterirken, aminoglikozidlerin  bakterisidal  etki
gbstermesinin transport esnasinda hticre membraninda delikler olusmasina ve sonucta
hiicre duvar gegirgenliginin bozulmasina bagl: oldugu diistintilmektedir®.
2.7.5-Kinolonlar: Kinolonlar, konsantrasyona bagimli bakterisidal etkiye sahip
antibiyotiklerdir. Bakterilerde DNA replikasyonu igin gerekli olan iki topoizomeraz
(DNA giraz ve topoizomeraz V) ile etkilesime girerek DNA sentezini
durdurmaktadirlar.

DNA giraz, iki GyrA ve iki GyrB alt birimlerinden olusan tetramerik bir enzim
olup gyrA ve gyrB genlerinden kodlamir. Topoizomeraz 1V de, ParC ve ParE alt
birimlerinden olugsmaktadir. Florokinolonlarin gram pozitif ve gram negatif
bakterilerdeki enzim hedefleri farklidur.

Gram negatif bakterilerde birincil hedef DNA giraz, gram pozitif bakterilerde ise
topoizomeraz V' tuir®.

2.7.6-Tetrasklinler

Tetrasiklinler naftasenkarboksamid tirevi bilesiklerdir. Yapilarinda dort halka
icerdiklerinden tetrasiklin adim almiglardir. Hepsinde karboksamid ortak yapisi vardir.
R, R1, R2 ve Rs pozisyonuna farkli kokenlerin gelmesiyle birbirlerinden ayrilirlar.
Bakteriyostatik  etkili maddelerdir. Bakteriyostatik etkisi  bakteri  hicresinde
ribozomlarin 30 S alt Unitelerine reverzibl bir sekilde baglanarak, protein sentezi
inhibisyonuyla meydana gelmektedir. Bu baglanma sonucu, tRNA-aminoasit
kompleksinin ribozom-mRna kompleksiyle birlesmesi engellenir. BOylece protein
sentezinde peptid zincirine yeni aminoasitlerin eklenmesi 6nlenmektedir. Minosiklin
vestibller sistemi bozarak sarhosluk benzeri bir duygu olusturabilmektedir. Gebe
kadinlarda karaciger Uzerine olumsuz etkisi daha fazla oldugundan kontrendikedir.
Doksisiklin nefrotoksisitesinin disik olmasi ve dokulara kolay dagilmasi nedeniyle
bobrek yetmezligi olanlarda ve prostatitte kullanilmaktadir. Minosiklin ve doksisiklin
yagda ¢ozinur bilesikler oldugundan kan beyin engelini kolayca gegebilirler, fakat yan
etkileri nedeniyle menenjit tedavisinde ilk tercih ilag olarak kullamlamamaktadirlar®.
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2.7.7-Sulfonamidler

Silfonamidler dihidropteroat enzimini inhibe ederek folik asit, dolayisiyla
folinik asit sentez reaksiyonunu inhibe ederler. Silfonamidlerin  yapisi para
aminobenzoik asit (PABA) yapisina benzediginden, bakterilerin biyimesinde gerekli
olan ve disaridan saglanan bu madde ile silfonamidler yalanci substrat gibi etkileserek
yarismaya girmektedir. Bakterilerden farkli olarak insan hiicrelerinde, besinlerle alinan
folik asit hiicre icine gegebildiginden siilfonamidler etkili olamamaktadir®.

2.8. Betalaktam antibiyotiklere kars1 direng mekanizmalari

b-laktam antibiyotiklere kars1 baslica 3 yolla direng gelisir: Bakteri hicre
duvarindaki temel peptidoglikan yapi, kovalent baglarla bagli, bakteriyi ag seklinde
kavrayan, saglam, bakterinin yapisim ve bitUnligint saglayan buyik bir hetero-
polimerdir. b-laktam antibiyotikler ise transpeptidaz ve karboksipeptidazlari inhibe
edip, bekterilerin hiicre duvarinda yer alan peptidoglikan tabakasinin sentezini bozarak
etki ederler. Hicre duvar yapisi bozulan bakteride ozmotik direng kaybi ve 6lum
meydana gelmektedir®®®’ . b-laktam antibiyotiklerin etki gosterebilmeleri icin penisilin
baglayan proteinlere (PBP) etkin konsantrasyonda baglanmas gereklidir. Bakteriler, bu
basamaklarin her birinde bir engel olusturarak direnc gelistirebilirler. Bakterilerde beta-
laktam antibiyotiklere karsi olusan direnc 3 yolla gelisebilmektedir:

2.8.1. Tlacin hedef bolgesindeki degisiklikler:
b-laktam antibiyotiklerin hedef bolgesi olan PBPlerdeki degisiklikler;
kromozomal mutasyonlar sonucu PBP nin betalaktam antibiyotige afinitesinin
azalmasi, PBP sayisinda azalma olmasi veya beta-laktam antibiyotiklere disuk afinite
gosteren yeni PBP'lerin sentezlenmesi sonucu  olusabilmektedir®®®

bakterilerde daha fazla gorulmektedir.

. Gram pozitif

2.8.2. Dis membran gecirgenliginin bozulmas

Gram negatif bakterilerde betalaktam antibiyotikler, dis membrandaki ‘outer
mebrane protein’ (OMP) adi verilen porlar yolu ile hicre igine girmektedir. b-laktam
antibiyotikler dis membrandan porin F ve porin C adi verilen baslica 2 kanal araciligi ile
gecerler. imipenem dis membrandan ayrica D2 proteini adi verilen 6zel bir porini
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kullanarak da gecger. Dolayisiyla bir GN bakteri porin F ve porin C proteinlerini
mutasyona ugratarak tim beta-laktamlara direng gelistirebilirken, imipeneme duyarl
kalir. Ote yandan, 6zellikle P.aeruginosa ve Enterobacter suslarinda dis membrandan

D2 proteinin kaybolmasi bakteriyi imipeneme direncli hale getirebilir® ™,

2.8.3 Beta L aktamazlar

Insanlarla mikroorganizmalar arasindaki savasta bakterilerin silahlarindan biri
gelisltirdikleri direng mekanizmalaridir. b-laktamazlar (BL), b-laktam antibiyotiklerin
b-laktam halkasindaki amid baglarim parcalayarak antibakteriyel etkisini ortadan
kaldiran enzimlerdir’”Bugiine kadar en az 350 ye yakin R-laktamaz enzimi
tanimlanmustir. b-laktamazlar biyokimyasal Ozellikleri substrat profilleri molekiler
yapilarina gore gesitli sekillerde siniflandiril mstir.

Bunlar arasinda en ¢ok Bush-Jacoby-Medeiros ve Ambler siniflandiriimalart
kullamimaktadir. 1980'de Ambler b-laktamazlar molekiler yapilarina gore 4 sinifa
ayrilmisdir:

Sinif A, Aktif bolgelerinde serin aminoasit tasiyan, penisilinleri hidroliz eden
beta-laktamazlardr.

Sinif B, Aktivite gosterebilmeleri icin cinkoya bagli tiyol gruplari gerektiren
metallobetalaktamazlardir.

Sinif C, Kromozomal AmpC geni tarafindan kodlanmasi nedeniyle AmpC
enzimler olarak da adlandirilan dncelikle sefalosporinazlardan olusan enzimlerdir.

Sinif D, Oksasilini hidroliz eden serin b-laktamazlardan olusur.

Bugun igin en gegerli kabul edilen beta laktamaz siniflandirmast 1995 yilinda
Bush, Jacoby ve Mederios tarafindan yapilmistir. Arastirmacilar  biyokimyasal
ozellikleri ve substrat profillerine gore b-laktamazlar: 4 gruba ayirmislardir .

Grup 1: Bunlarin birgogu kromozomal enzimlerdir ve indiklenebilme 6zelligine
sahiptirler. Molekiler siniflamada sinif C'de yer alirlar. Kromozomal AmpC enzimleri,
ayrica plazmid kontrolindeki FOX-1, LAT-1, MIR-1, BIL-1 b-laktamazlar1 da bu
grupta yer almaktadir. Sefaloridin ve sefalotini penisilinden daha hizl1 hidroliz ederler.
Klavulanik asit ve sulbaktamdan etkilenmezler, buna karsin aztreonam ve kloksasilin
tarafindan inhibe edilirler. Karbapeneme karsi da duyarlidirlar. Grup 1 enzimlerini
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kodlayan genler plazmidlerde de gorilebilmekte ve Enterobactericeaea arasinda
transmisyon yoluyla aktarilabilmektedir.

Salmonella diginda hemen tum GN bakterilerde kromozomal grup 1 b-
laktamazlar bulunur. Ancak sentez miktar: agisindan farkliliklar gostererek yiiksek veya
dustk dizeyde uUretilebilir. E.coli, P.mirabilis ve Shigella spp.’de ampisilin ve dar
spektrumlu  sefalogporinlere karst direng olusturmayacak kadar dusik dizeyde
sentezlenen yapisal enzimler vardir. Buna karsin E.coli izolatlarimn %2 sinde AmpC
enzimlerinin asir1 sentezi sonucu yuksek diizeyde direng olusabilmektedir. Enterobacter
spp., P.aeruginosa. C.freundii, Serratia spp., Morgenella morganii, Providencia stuartii
ve Providencia rettgeri’deki sentezlenen kromozomal beta-laktamazlar indiklenebilen
tirdendir ", Normalde bakteri tarafindan bu enzimler bir baskilayici mekanizma ile
dusik duzeyde sentezlenirken ortama bir penisilin ya da sefalosporin eklendiginde
enzim sentezinde birkag yiiz kat artis olabilmektedir’™ . Farkli b-laktam antibiyotikler
degisik oranlarda olmak Uzere Grup 1 beta-laktamazlar1 indikleyebilirler. Ancak,
indukleyici b-laktamin ortadan kalkmasiyla bakteri tekrar eski bazal beta-laktamaz
sentezine geri doner. Bu ylzden bu mekanizma ile klinikte kalici bir direng stz konusu
olmaz. Esas sorun bu enzimleri dogal olarak fazla miktarda sentezleyen mutant suslar
nedeniyle olusur. Indiklenebilir kromozomal b-laktamaz tasiyan bu GN bakterilerde
normalde 10°-10" arasinda bir siklikla baskilanmis mutantlar bulunur. Bu baskilanmis
mutantlarda beta-laktamaz enzimlerinin sentezi devamli ve yiksek diizeyde olmaktadr.
Boyle bakterilerle olusan infeksiyonlarin bir indikleyici antibiyotik ile tedavisi
srasinda duyarli bakterilerin ortadan kalkmasi, antibiyotik etkisine direncgli dogal
mutantlarin
ortam da ¢ogalmasi ile tedavi basarisizliklar1 olabilmektedir. Bunun yant sira direncli
bakterilerin hastane mikroflorasina yerlesmesine bagli olarak da hastane infeksiyonu
epidemileri ortaya cikabilmektedir ™.

Grup 2: En genis kategoriyi olusturan bu grup substrat profilindeki farklilik
nedeniyle birkag alt gruba ayrilmaktadir. TUmu molekiller simif olarak A ve D’de yer
almaktadir. Bu b-laktamazlar penisilinleri, sefalosporinleri, kloksasilini, karbenisilini,
karbapenemleri ve monobaktamlar: hidroliz etmelerine gore 6 at gruba ayrilirlar™. 2b,
2be ve 2br alt grubunda bulunan TEM ve SHV grubu enzimler, sik identifiye edilen
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tirlerde yaygin olmalar1 ve plazmidlerce tasinmalari nedeniyle klinik agcidan 6nem
tasimaktadirlar’” ™",

2a. Bu alt grupta penisilini hidrolize eden, klavulanik asite duyarli enzimler
bulunmaktadir.

S aureus'un enzimleri bu gruptadir. Ayrica B.cereus un kromozomal beta-
laktamazlari, citrobacter amalonaticus, Eikenella corrodens ve Fusobacterium
nucleatum’ da tammlanan enzimler de bu gruptadir .

2b: Hem penisilin hem sefalosporinleri hidrolize eden, klavulanik asit,
sulbaktam ve tazobaktam gibi b-laktamaz inhibitorlerine duyarli b-laktamazlari
igerirler”™,

Plazmid kontroltindeki “genis spektrumlu” TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 enzimleri
bu gruptadir. Bu enzimlere ampisilin, karbenisilin, tikarsilin, sefalotin gibi b-laktam
antibiyotiklere diren¢ olusturmalari nedeniyle genis spektrumlu denilmistir. TEM-1,
TEM- 2 ve SHV-1 b-laktamazlar1 Enterobacteriaceae ailesinde yaygin olarak bulunur.
Ayrica OHIO-1 ve H.influenza€ da saptanan ROB-1 enzimini de icermektedir. TEM-1
betalaktamaz: 6zellikle E.coli suslarinda ampisilin ve amoksisilin direncine neden olan
mekanizmalar arasinda en sk gordlenidir. Ayrica TEM-1 enzimi, diger
Enterobacteriaceae lyelerinde oldugu gibi Haemophilus, Vibrio ve Neisseria gibi diger
cinslerde de bulunur. SHV-1 6zellikle K.pneumoniae suslarinda bulunur”""®,

2be: Oksiimino b-laktamlar ve monobaktamlar gibi antibiyotiklerin yaygin
kullanimi sonucunda TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 gibi ana enzimlerden 1-4 aminoasit
degisikligi ile genislemis spektrumlu beta-laktamlara (seftazidim, seftriakson,
sefotaksim veya aztreonam) da etki eden yeni TEM- ve SHV- enzimleri gelismistir’”.
Bunlar grup 2be’ de yer almakta ve genislemis-spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) olarak
adlandiriimaktadir. Sefoksitin, sefotetan ve Kklavulanik asit gibi beta-laktamaz
inhibitorlerine duyarhdirlar. Ozellikle Klebsiella ve E.coli suslarinda yaygindir. Bu
grupta yer alan enzimlerden biri de PER-1 enzimidir. Bu enzim ilk kez Tirkiye den
izole edilen bakteriyel suslarda saptanmustir’®®.

2br: Klavulanik asitten etkilenmeyen, genis spektrumlu b-laktamazlar bu gruba
alinmistir. TEM-30 dan TEM-36'ya kadar olan TEM enzimleri ve TRC-1 enzimi bu
gruptadir.
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2c: Bu grup iginde karbenisilini hidroliz eden, klavulanik asite duyarli enzimler
yer almaktadir. PSE-1, PSE-3, PSE-4 beta-laktamazlari, Aeromonas hydrophilia’ nin
ER-lenzimi, M.catarrhalisin BRO-1 ve BRO-2 enzimleri, V.cholerag’ nin SAR-1
enzimi de bu gruptadir.

2d: Bu grup Carbapenem Hydrolysing Class D b- Lactamase(CHDLS) olarak
issmlendirlirler. Bu enzimler genellikle oksasilini hidrolize ederler. Oxacilinazlar
amoxicilin, methicilin, cephaloridine, cephalotini de hidrolize ederler. intrinsik olarak
karbapenemaz aktivitesi gosterebilirler. OXA enzimleri bu gruptadir, OXA enzimleri
temel olarak 4 ana gruba ayrilir bunlar: OXA23, OXA24, OXA58, OXAB51.
A.baumannii’de OXA tip enzimlerin karbapenem hidroliz aktivitesi ilk olarak
Iskogyanin baskenti olan Edinburgh’'da identifie edildi. Iskogya’da bu enzim
A.baumannii’ de plazmidden identifiye edilmis ve ARI-1 olarak isimlendirilmistir. Daha
sonra bu enzim OXA 23 olarak isimlendirilmistir. OXA 23 enzimi A.baumannii’ de
dunya capinda karbapenem direnci saglamaktadir. OXA 51 geni A.baumannii’de
kromozomda lokalize olan beta laktamazdir, ¢ok dusik seviyede oksasilinaz
Uretmektedir®. OXA 23'iin OXA 27 ve OXA 49 olarak subgruplar: bulunmaktadir.
Cin'de A.baumannii’de OXA 49 identifie edimistir. OXA24; OXA25, OXA 26, OXA
40 subgruplarini icermektedir. ispanyada karbapenem direncli A.baumannii’ de OX A24
ve OXA25 varyantlar1 bildirilmistir.OXA58 ilk olarak Fransada salgin sirasinda
identifie edildigi bildirilmistir. OXA58 Turkiye, ispanya, Romanya, Kuveyt, italya,
Arjantin, Avustrya, ingiltere gibi cesitli cografik bolgelerde yayillim gostermektedir.
A.junii’ de bulunan OX A58 ve IMP-4 beta laktamazlar: birlikte karbapenemaz aktivitesi
gostermektedir. OXA23 ve 0XA58 genleri genellikle plazmidden izole edilmektedir,
OXA24 ise kromozomda lokalize olmaktadir. P.aeruginosa da OXA 40 geni ¢cogunlukla
integronla tasinmaktadir™.

2e: Bu grupta yer alan b-laktamazlar sefalosporinaz olmalarina karsin, grup
1'dekilerden farkli olarak klavulanik asitle inhibe olmaktadirlar. B.fragilisin CepA
enzimi, B.uniformis ve B.wulgatus un kromozomal CblA ve CfxA, E.coli’den izole
edilen FEC-1 ile Smaltophilia'mn L2 ve Y.enterocolitica’'dan izole edilen Blal

enzimleri bu grupta yer almaktadir .
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2f: Bu grupta, E.cloacae' nin indiklenebilen IMI-1 enzimi, E.cloacae mn
kromozomal NMC-A enzimi ve Smarcescensin Sme-1 enzimi yer amaktadir.
Karbapenemleri hidroliz etmekte, klavulanik asit ile inhibe olmaktadirlar’.

Grup 3c. Bu grubun ozelligi diger beta laktam antibiyotiklere gore
karbapenemler Uzerine zayif etki gostermeleridir. Gugli sefalosporinaz aktiviteye
sahiptir. Bu enzim genis spektrumlu sefalosporinler ve sefamisinler de dahil
sefalogporinleri  ¢ok yuksek oranda hidroliz etmesiyle diger alt gruplardan
ayriimaktadir. Legionella gormanni metallo-beta-laktamaz enzimi bu gruptadir 3%,
Grup 4: Molekul sinifi hentiz belirlenmemis, yapilar: belirlenememis kavulanik asitle
inhibe olmayan penisilinazlar bu grubu olusturur. Biri disginda hepsi kromozomaldir.
Afaecalis, B.fragilis, C.jguni’den izole edilen enzimler, Clostridium butyricum’un
induklenebilen enzimi, E.coli'nin plazmid kontrolindeki SAR-2 beta-laktamazi ve
Pseudomonas cepacia’ daki b-laktamazlar da bu gruba dahildir. Bir bakteride birden ¢ok
beta-laktamaz tipi aym anda gortlebilir ve bu cok sik olan bir durumdur. Boylece
kromozomal ve plazmid kokenli beta-laktamazlar bazen ic ice gecerler. Grup 1’ deki
kromozomal b-laktamazlar, Grup 2'deki ESBLenzimler ve Grup 3'deki b-laktamazlar

hastane infeksiyonlarinda sorun olarak en sik karsmiza ¢ikan enzimlerdir.
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Tablo 3; b-laktamazlarin siniflandiriimasi

BETA MOLEKULER
LAKTAMAZ | ALT SINIF SUBSTRAT OZELLIKLER
GRUBU GRUP (AMBLER)

1 C Sefal osporinler Cogunlukla Gram-negatif
bakterilerdeki kromozomal
enzimler. Klavulanik asitle inhibe
olmaz

2 A,D Birgogu klavulanik asitle inhibe
olur

2a A Penisilinler Stafilokok ve enterokoklardaki
penisilinazlar
2b A Penisilinler Cogunlukla Gram-negatif
Sefal osporinler bakterilerdeki genis spektrumlu
betal aktamazlar
2be A Penisilinler, Oksiiminosefal osporin ve
dar ve genis monobaktamlara direng olusturan
spektrumiu genislemis spektrumlu
Sefal osporinler betal aktamazl ar
2br A Penisilinler Oksiiminosefal osporin ve
monobaktamlara direng olusturan
genislemis spektrumlu
betal aktamazlar
2c A Penisilinler Karbenisilini hidroliz  eden
enzimler
2d D Penisilin, Oksasilini hidroliz eden
oksasilin Klavulanik asit ile az inhibe
olurlar.
2e A Sefal osporinler Klavulanik asit ile inhibe olan
Sefal osporinazlar.
2f A Penisilin, Karbapenemleri  hidroliz  eden,
Sefal osporin, aktif bolgede serin iceren ve
karbapenemler klavulanik adt ile inhibe olan
enzimler
3 3a,3b,3c B Karbapenemler Metall o-beta-laktamazlar.
dahil bir cok
beta-laktam
4 ? Penisilinler Diger gruplara girmeyen enzimler

21




3.GEREC VE YONTEMLER

Bu calismada Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesi Merkez
labaratuarindan 12.01.2009 ile 09.11.2009 tarihleri arasindan farkli kliniklerden
gbnderilen 55 Acinetobacter baumannii susu, hastane enfeksiyonlari epidemiyolojisine
151k tutmak amaci ile degerlendirilmistir. Fenotipik yontemlerle tanmmlanan suslar
arasindaki muhtemel klonal iliski, direng genlerindeki ve PFGE kaliplarindaki
polimorfizm dikkate alinarak tammlanmaya calisilmistir.  A.baumannii  trd
identifikasyonu icin Vitek-2 otomatize sistemi kullamlmig ve antibiyotik direng
genlerinin belirlenmesinde PCR yontemi ile direngten sorumlu bilinen gen bolgelerini

hedef alan primerler kullanilmistur.

3.1.Tur tayini ve Karbapenem direncinin belirlenmes

Hasta 6rneklerinden kanli besi yerine ekimler yapilmis ve 37°C'de 24 saat
inktbasyona birakilmis, Ureme sonunda non-hemolitik, oksidaz negatif, katalaz pozitif
kolonilerden yayma preperat yapilmis, Gram negatif kokobasil seklinde goriinmus olan
kolonilerden saf kiltir elde edilmisir. Elde edilen saf kaltirler Vitek-2 otomatize
sistemi(BioMerieux, Durham, NorthCarolina, USA) ile tur dizeyinde antibiyotik
direnci tespit edilmistir. Vitek-2 otomatize sistemi icin ¢6zel olarak kullamlan deney
tupine (12x75 mm) 3ml steril tamponlanmis tuzlu su (%0.45-0.50 NaCl, ph 4.5-7.0)
konulmus, saf koloniler 6ze ile alinmis tUpe aktarilmis ve McFarland 0,5 bulanikligina
ayarlanmus bakteri slispansiyonlar: ayarlanmustir. Incelenen her ornek icin 2 tane tip
kullanilmustir. Birinci tlpe saf bakteri kolonilerinden hazirlanan siispansiyon eklenir,
ikinci tlp ise bos yerlestirilmistir. Kasetin igerisinde bulunan birinci tipin arka kismina
Gram negatif identifikasyon kart1 (Vitek-2 GN, BioMerieux SA-France) ve bos tipin
arka kismina Gram negatif antibiyotik duyarlilik karti(Vitek-2-AST-P534 BioMerieux-
SA-France) yerlestirilmis kullanim talimatina uygun yerlestirilmistir. 37°C’de 18-24
saat inkibasyon sonrast suslarin cins ve tur dizeyinde tammlamalart yapilmistir,
izolatlar antibiyotik duyarlilik yoniinden de degerlendirilmistir.
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Saf kiltdr seklinde dretilmis A.baumannii suslari PFGE ve PCR calismalarinda
kullamilmak Gzere %10 gliserol, %10 kan iceren Beyin kalp infizyon agar (BHIB)
besiyerinde -20°C’ de saklanmugtir.

Hastane enfeksiyonu ile iligkili 12.01.2009-09.11.2009 tarihleri arasinda cesitli
kliniklerden 55A.baumannii izole edilmistir. Bu orneklerin farkli kliniklerde yatan
hastlara ait oldugu bilinmektedir.

Tablo 4: Orneklerin izole edildigi servisler

Klinik Sus say1s Sus%
Reanimasyon 11 %20
Dahiliye yogun bakim 9 %16,3
Y anik 8 %14,5
Cocuk yogun bakim 7 %12,7
Beyin cerrahi yogun bakim 9 %16,3
Cocuk yeni dogan 2 %3,6
Cerrahi yogun bakim 2 %3,6
Beyin cerrahi klinik 1 %1,8
Genel gocuk Klinik 2 %3,6
GoOgus hastaliklar: klinik 2 %3,6
Dermatoloji klinik 1 %1,8
Noroloji yogun bakim 1 %1,8
Toplam 55

3.2Klonal iligki tespiti

Klinik meteryalden izole edilen A.baumannii suslar1 hastane kokenli salgin olup
olamdigint belirlemek amaciyla yiksek ayirim gictine sahip genotipik bir yontem olan
PFGE yontemi ile tiplendirilmistir ve direng genlerini belirlemek amaciyla PCR metodu
uygulanmstir. 'Y ontemlerin tekrarlanabilirligi ve stabilitesini belirlemek icin iki kere

tekrarlanmustir.
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3.2.1. PFGE
PFGE yontemi, Riza Durmaz ve arkadaslarinin (2009) yontemine uygun sekilde
yapildi ve elektroforez icin CHEF-DR 11 (Bio-Rad Laboratories, Nazareth, Belgium)
cihaz1 kullanildi.
3.2.1.1.0rneklerin hazirlanmas:
1- Tur dizeyinde tanimlanan bakterilerden kanli agar besiyerine tek koloni ekimi
yapildi.
2- Bir gece 37°C’de inkuibasyona birakildi ve kiilttrtin safligi kontrol edildi.
3- Besiyerindeki tek koloniden tekrar kanli agar besiyerine, tek koloni ekimine
uygun olacak sekilde, pasaj yapilarak 37°C’ de bir gece inklibasyona birakildi.
4- Saf kultir olarak Ureyen kolonilerden 1ml hiicre suspansiyon tamponu
(HST)icerinde stispanse edildi.
5- Bakteri yogunlugu yaklasik 5 McFarland olacak sekilde ayarlandi.
6- Bu bakteri soliisyonundan 1ml ependorfa aktarildh.
7- 12000g de 4°C’ de 3 dakika santriftij edildi.
8- Ependorf icerisindeki slipernatant kisim atilir ve pellet Gizerine 1ml HST eklenir.

3.2.1.2.0rneklerin agoraza gomilmesi
1- 25ml lik balon icerisine 9ml HST(100Mm Tris-HCL, 100Mm EDTA, Ph8.0)
konuldu ve icerisine %2 ik (0,2g) distk erime 1sil1 agaroz (BIO-RAD Low melting agar
161-3113EDU) eklendi. Balonun agzina aliminyum folyo kapatilarak mikrodalga
firinda 10 saniye tutuldu, cikarilarak hafifce karistirildi. Agaroz iyice ¢oziltinceye kadar
kisa streli mikrodalgada tutma islemi tekrarlandi. Agaroz ¢oztndikten sonra balon 45-
50°C'lik su banyosuna konuldu daha sonra icerisine %1 sodyum dodesil stilfat eklendi
ve stok solisyondan 1,5ml lik ependorflara 200ul dagitildi kuru 1s1 blogunda 45-
50°C’ de kullarima hazir bekletildi.
2- Her sus icin bir agoroz kalibr belirlenir buz kalibi Gizerinde bekletildi.
3-Bakteri slispansiyonundan 200 ul alinarak, 50°C'de icerisinde 200 pl distk erime
1silt agaroz bulunan tipe eklendi. Agarin homojen yayilmasi icin birkag defa pipetg)
yapildi.
4- Karisim bekletiimeden agaroz kalibina (10mm x 5mm x 1,5mm, Bio Rad
Laboratories) konuldu.
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5- Kaliplar +4 °C2de 20 dakika bekletildi. Bu kaliplarin +4 °C’de bekletilmesi daha
kaliteli DNA hazirlamak icin dnemlidir.

3.2.1.3. Orneklerin agaroz icinde parcalanmas

Hazirlanan lisiss 1(50 mMTris-HCL) soltsyonu 1-5ml lik steril kapakli tlplere
500 pl dagitildh.
1. +4°C' deki kaliplar lisis- soltisyonu icerisine yerlestirildi.
2. 37°C'de 1 saat calkalamali su banyosunda bakletildi.
3. 1 saatin sonunda su banyosunda ¢ikarilan tiplerin icindeki lisis-1 solisyonu dokaldr.
4. Lisis-2(0.5M EDTA , %1 sarkozil,400ug/ml proteinaz K) sollisyonu hazirlandi 500 pl
tuplere dagitild.
5. 55°C’ de 2 saat calkalamali su banyosunda bekletildi.

3.2.1.4. Lissislemlerinden sonra kahplarin yikanmas
1. Lisis asamalarinda sonra kaliplarin zarar gérmemesi  ve katilasmasi icin 15
dakika +4°C’ de bekletildi.
2. Daha kaliplar 6nce yaklasik 6ml 3defa ultrapir su ile ve 6ml TE tamponu ile 3
defa 15’ er dakika yikand.
Y ikama islemleri ile saflagsmis olan DNA kaliplar: restriksiyon enzimi(RE) ile kesime

hazir hale getirilmis oldu.

3.2.1.5. Agaroz kahplari icindeki DNA’min RE ile kesiimes

1- DNA iceren agaroz kalibi bir lam Gzerine alinarak bir bistiri yardimiyla 1/3
oraminda kesildi. Restriksiyon enzimi olarak Apal kullarildi. Parcalardan biri 100 ul B
buffer soliisyonu icerisine konularak oda sicakliginda bekletildi.

2- Daha sonra her kalip icin asagidaki karisim hazirlandi. Toplam hacim 100 pl
olacak sekilde 30 tnite Apal enzimi konuldu (Fermentase,|ot:00053654).

10 ul Apal buffer(10x)(Fermentase)

3 ul Apal enzim(10 Unite/ul)(Fermentase)

87ul steril distile su (Reagent Grade Type 1)
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3- Agaroz kalibinin igerisinde bulundugu buffer soliisyonu aspire edildi. Uzerine
yukarida hazirladigimiz gibi enzim soltsyonu eklendi ve 37°C'de calkalamali su
banyosunda 2 saat bekletildi.

4- Tupler buzdolabinda 15 dakika bekletildi ve kaliplar yiklemeye hazir hale
geldi.

3.2.1.6 - Elektroforezjelinin hazirlamas ve kahplarin jele yiklenmes
1- 100 ml 0.5x TBE iginde %1.1’lik agaroz (Pulsed-field certified agarose, Bio-
Rad Laboratories) hazirland.

1.1,1g “pulsed-field certified agarose” balona konuldu.
2-100ml 0,5x TBE tamponu balaona konuldu ve karistirildh.
3- Balonun agz1 aliminyum folyo ile kapatilarak 60 saniye mikrodalga firinda tutuldu,
karstirilip tekrar 15 saniye tutuldu iyice homojenize olmasi saglandh.
4- Agarozun dokulecegi aparat hazirland: diiz zemine yerlestirildi.
5- RE ile kesilmis olan agaroz kaliplar1 15 disli taragin u¢ kismina paralel olarak
yerlestirildi.
6- Kurutma kagich veya kagit havlu ile agaroz kaliplarimin etrafindaki sivimin fazlasi
alindu.
7- 45-50°C ye kadar soguyan agar kasetin Uizerine dokuld.
8- Oda sicakliginda 20 dakika katilasmast icin bekletilir, katilastiktan sonra tarak
cekildi.
9- Daha sonra agaroz kasetinin gergeveleri cikarilir iginde 1900mililire 0,5x TBE
tamponu bulunan PFGE tankina yerlestirildi.

3.2.1.7. Elektroforez
CHEFF-DR Il cihazinda (Bio-Rad Laboratories, Nazareth, Belgium)
elektroforez yapildi. Asagidaki elektroforez sartlarina gore yapildi.

BLOK
Baslangi¢ vurus siresi 5sn
Bitis vurus slresi 30sn
Akim 6V
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Sicaklik 14°C
Sire 20 saat

3.2.1.8. Sonucun gézlenmes

1- Elektroforezden sonra jel 5 ug/ml ethidium bromir iceren 400ml ultra pure
saf su iginde 20 dakika boyand:.

2- Sonra UV g1k altinda gorintilendi.

3- Gel logic 1500 imaging system (Kodak Company, NY, USA) kullarlarak
DNA bant goruntulerinin fotograf1 ¢ekildi. Resimler TIFF formatinda kayit edildi.

4- GelCompar Il yazilim sistemi (version 5.0; Applied Maths, Sint-Martens-
Latem, Belgium) kullanilarak bant profilleri analiz edildi. Oncelikle her resimde
bulunan ¢ adet standart goruntl yardimu ile resimler arasi normalizasyon yapildi.
UPGMA kullamilarak PFGE profillerinin dendogrami olusturuldu, kimelesma analizi
yapildi. Bantlara bagli “Dice” benzerlik katsayisina gore suslar arasindaki iliski
belirlendi. Benzerlik katsayisinin hesaplanmasinda bant ve profil toleransi, % 1,5 olarak
alindi. Bant profilleri %80 benzerlik gosteren izolatlar aym kime iginde degerlendirildi
ve biyuk harfle isimlendirildi. Aym kime igerisindeki subtipler ise rakamlar ile

goserildi.

3.2.1.9. PFGE yo6nteminde kullanilan soltisyonlar

3.2.1.9.1- TE buffer

TrisHCL 1,576gr

EDTA 0,0372gr

Ultra pure su ile 1 litreye tamamlandi. Karistm homojenize edildi NaOH ile pH
7.6"ya ayrlandh.

3.2.1.9.2. Hicre Sispansiyon Tamponu(HST)

TrisHCL(SIGMA T-3253) 15,76gr

EDTA (AMRESCO 0105-50) 37,22gr

Ultrapure suile 1 It. ye tamamlandi. Karisim homojenize edildi NaOH ile pH si

8.9'aayarland.
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3.2193. Liss1

TrisHCL (SIGMA T-3253) 7,88 or

EDTA (AMRESCO 0105-50) 18,61gr

Ultra pure su ile 1It ye tamamlanir. Karisim homojenize edilir NaOH ile pH
8,26’ ya ayarlanir.

3.2.19.4. Liss2

EDTA (AMRESCO 0105-50) 186,1 gr

N-lauryl Sarcosing(AMRESCO 0719-500) 10 gr
EDTA Ultra pure su ile 1lt ye tamamlanir ¢oziindikten sonra Uizerine sarkosine
eklenir. NaOH ile pH 8,22 ye ayarlanr.

3.2.1.9.5.0,5x TBE

Tris base (SIGMA T-1503) 5.3845 gr
Borik asit (MERCK 1.00165.0500) 2.75gr
EDTA (AMRESCO 0105-500) 0.3722 gr

Ultra pure su ile 1lt ye tamamlanir. Karisim homojenize edilir.

3.2.1.9.6. 20mg/ml proteinase K sollisyonu
Proteinaz K (Roche,Lot 11207200) 100 mg
Distile su 5ml

3.2.1.9.7. %10 sodium dodecyl sulfate soltisyonu

Sodium dodecy! sulfate (SIGMA L-5750) 10gr
Ultra pure saf su 100ml
3.22. PCR

3.2.2.1. Oxa genlerinin multipleks PCR ile belirlenmes
Jane F. Turton ve arkadaslarinin ¢alismasindan optimize edilen Multiplex PCR

yontemi ile asagidaki tablo.5'de belirtilen primerler kullanmildi elektroforez islemi
uyguland.
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Tablo 5: Multipleks PCR primerleri

OXAZ23like-F 5 -GATCGGATTGGAGAACCAGA-3
OXAZ23like-R 5 -ATTTCTGACCGCATTTCCAT-3
OXA24like-F 5 -GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA-3
OXA24like-R 5 -AGTTGAGCGAAAAGGGGATT-3
OXAbllike-F STAATGCTTTGATCGGCCTTG-3
OXA5llike-R S TGGATTGCACTTCATCTTGG-3
OXAS58like-F 5 -AAGTATTGGGGCTTGTGCTG-3
OXAS58like-R 5 -CCCCTCTGCGCTCTACATAC-3

3.2.2.1.1- Kultdr plaklarindan DNA ekstraksiyonu

1. Saf olarak elde edilen A.baumannii Ornekleri distile su ile Mc Farland 5
bulanikliginda siispanse edildi.

2. Hazirlanan bakteri slispansiyonundan 500ul ependorf tipe alinarak, 8000 xg
de 3 dakika oda 1sisinda santrifij (HERAEUS Biofuge Primo R) edildi.

3. Ust siv1 atilip ve pelletin Gizerine 500 pl TE buffer (10mM TrisHCI, 0.1 mM
EDTA, pH7.5) eklendi.

4. Daha sonra 100°C’'de, 10 dakika kuru 1s1 blogunda (BIOSAN Termoblock
TDB-120) tutuldu.

5. 500 pl bakteri stispansiyonuna 150 pl boncuk( SIGMA) konuldu ve Mickle
cihazinda (Mickle Tissue Disintegrator, Mickle Labratory Engineering Co. Ltd.)
maksimum hizda (10), 7 dakika mekanik lizise ugratildi.

6. 12.000 xg de 10 dakika santrifiij edildi.

7. 200 pl stipernatant alimp ve yeni bir ependorfa aktarildi. Spektrofotometrede
(CHEBIOS sr.l. Optimum-One UV-VIS Spectrophotometer) DNA kantitasyonu
yapilan drnekler PCR ile amplifikasyon isleminde kalip olarak kullanmlincaya kadar
20C de sakland:.

20°C’de saklanan ornelere OXA genlerinin belirlenmesi icin Multipleks PCR
yontemi uygulandh ve 1Sabal insersiyon sekansim belirlemek tzere PCR yontemi
uyguland.

29




3.2.21.2. OXA-23, OXA-24, OXA-51, OXA-58 primerleri ile multiplex PCR
amplifikasyonu
Ekstraktsiyon islemi yapilan A.baumannii 6rneklerinde elde edilen DNA
orneklerine OXA-23, OXA-24, OXA-51, OXA-58 primerleri kullamlarak Multipleks
PCR islemi uygulandi. Amplifikasyon 5ul PCR buffer, 2,5 ul MgCly, dNTP 1 pl, her bir
primerden 0,2 ul, Tag 0,3 ul ,4 ul DNA ve karisim distile su ile 50 pl’ye tamamland:.
Amplifikasyon asamalari1 termal dongl cihazinda (APPLIED BIOSYSTEMS 2720
Termal Cycler) asagidaki dongui sirasina goére tamamlandi:
94°C’de 5 dak. ilk denatlirasyon
94°C de 40 sn. denatlirasyon
47°C'de 60 sn. baglanma(anneling) 35siklus
72°C'de 60 sn. uzama (ekstensiyon)
72°C'de 10 dak. son uzama

3.2.2.1.3. Fragmentlerin agaroz gel elektroforezi ile belirlenmes
Amplifikasyon sonrasinda fragmentlerin varligint gosterebilmek amaci ile
amplikonlar elektrikli ortamda agaroz jel icerisine yuklendi ve elektroforez islmine tabi
tutuldu. isleme asagidaki gibi devam edildi :
1. Elektroforez matriksi olarak kullaniimak tizere % 2'lik agaroz jel 1xTBE soltisyonu
ile hazirland:.
2. Balonigerisine 2gr agaroz tartildi ve tizerinde 100ml 1x TBE eklendi.
a Baonun agzi alimintum folyo ile kapatildi, homojenize olana kadar
mikrodalga firinda homojenize olana kadar 1sitildh.
b. Agaroz sicakhigi 60°C'nin altina dismeyecek kadar oda sicakhiginda
bekletildi.
c. Agaoz icerisine 10mg/ml lik ethidium bromid stok sollisyonundan 5 pl.
eklendi, son konsantrasyon olarak %0,5mg/ml elde edildi.
d. %2 lik agaroz jel 6nceden hazirlanmis jel kalibina dikkatlice dokuldu.
e. Odasicakliginda 20 dakikajelin katilasmast icin bekletildi.
Jel katilastiktan sonra tarak dikkatlice cekildi, elektroforez tankina (OWL
Separation System Model Mini GEL Elektrophoresis System) yerlestirildi.
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3. Parafilm Uzerine %20 sikroz, %0,25 brom fenol mavisi ile hazirlanan 6x
yogunlugundaki yikleme tamponundan 3 pl konuldu, 15 ul 6rnek ile karistirildi.18
ul yogunlugundaki farkli orneklerden olan karisim ayri kuyucuklara yuklendi.
Kuyulardan bir tanesine marker (Fermentas O’Range Ruler,100bp Ladder, Lot:
0302) yuklendi.

4. Tankin gl kaynagi (LABNET International Power Station 300) c¢alistirilarak 120 V
akim verildi. Brom fenol mavisinin jeldeki migrasyonu takip edilerek, boya jelin
2/3'lik kismina ulastiginda elektroforez durduruldu.

3.2.2.1.4. Goruntuleme ve Bant Profillerinin Analizi
1. Elektroforezden sonra jel UV 1s1ga altinda goruntilendi. Gel logic 1500 imaging
system (Kodak Company, NY, USA) kullamilarak DNA bant goruntilerinin fotografi
cekildi. Resimler TIFF formatinda kayit edildi.
2. Aranan biyiklikteki bantlar belirlendi.

3.2.2.2. 1SAbal insersiyon sekansinin PCR ile belirlenmes

Turton JF (2006) ve arkadaslarinin ¢aligsmasina uygun olarak optimize edilerek
calisilmistir.Oxa direnc genlerinin genellikle upstream bdlgesine yerlesen 548bp lik
sekans PCR ile Dbelirlendi. 1Sabal-F(CACGAATGCAGAAGTTG), |Sabal-
R(CGACGAATACTATGACAC) primerleri  kullanillarak  insersiyon  sekansi
elektroforezi yapildi. 1Sabal sekansim belirlemek igin, OXA genlerinin PCR’1 igin
yapilan ekstraktlar kullanildi.

3.2.2.2.1. 1 Sabal sekansinin amplifikasyonu
Ekstraktsiyon islemi yapilan A.baumannii 6rneklerinde elde edilen DNA
orneklerine | Sabal primeri kullamlarak PCR islemi uyguland.
Amplifikasyon 5ul PCR buffer, 2 ul MgCl,, dNTP 1 pl, her bir primer 0,4 ul, Tag 0,5
ul, 4 ul DNA ve karigim distile su ile 50 pl’ye tamamlandi. Amplifikasyon asamalari
termal dongu cihazinda (APPLIED BIOSYSTEMS 2720 Termal Cycler) asagidaki
dongu sirasina gore tamamlandi:
95°C’de 5 dak. ilk denatlirasyon
94°C’de 60 sn. denatiirasyon
50°C’'de 60 sn. baglanma(anneling) 36 siklus
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72°C'de 90 sn. uzama (ekstensiyon)
72°C’de 6 dak. son uzama

3.2.2.2.2. Fragmentlerin agaroz gel elektroforezi ile belirlenmes
Amplifikasyon sonrasinda fragmentlerin varligint gosterebilmek amaci ile
amplikonlar elektrikli ortamda agaroz jel icerisine yuklendi ve elektroforez islmine tabi
tutuldu. isleme asagidaki gibi devam edildi:
1- Elektroforez matriksi olarak kullaniimak tizere % 2'lik agaroz jel 1xTBE soltisyonu
ile hazirlandh.
2- Balonigerisine 2gr agaroz tartildi ve tizerinde 100ml 1x TBE eklendi.
a Baonun agzi alimintum folyo ile kapatildi, homojenize olana kadar
mikrodalga firinda homojenize olana kadar 1sitildh.
b. Agaroz sicakhigi 60°C'nin altina dismeyecek kadar oda sicakhiginda
bekletildi.
c. Agaroz icerisine 10mg/ml lik ethidium bromid stok sollisyonundan 5 pl
eklendi, son konsantrasyon olarak %0,5mg/ml elde edildi.
d. %2 lik agaroz jel 6nceden hazirlanmis jel kalibina dikkatlice dokuldu.
e. Odasicakliginda 20 dakikajelin katilasmast icin bekletildi.
Jel katilastiktan sonra tarak dikkatlice cekildi, elektroforez tankina (OWL
Separation System Model Mini GEL Elektrophoresis System) yerlestirildi.
3- Parafilm Uzerine %20 sikroz, %0,25 brom fenol mavisi ile hazirlanan 6x
yogunlugundaki yikleme tamponundan 3 pl konuldu, 15 pl 6rnek ile karistirildi.18
ul yogunlugundaki farkli orneklerden olan karisim ayri1 kuyucuklara yuiklendi.
Kuyulardan bir tanesine marker (Fermentas O’ Range Ruler,100bp Ladder, Lot:
0302) yuklendi.
4- Tankin guc¢ kaynagi (LABNET International Power Station 300) calistirilarak 120
V akim verildi. Brom fenol mavisinin jeldeki migrasyonu takip edilerek, boya jelin
2/3'lik kismina ulastiginda elektroforez durduruldu.
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3.2.2.2.3. Goruntuleme ve Bant Profillerinin Analizi

1. Elektroforezden sonra jel UV 1siga altinda gorintilendi. Gel logic 1500
imaging system (Kodak Company, NY, USA) kullanilarak DNA bant goruntlerinin
fotograf1 gekildi. Resimler TIFF formatinda kayit edildi.
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4. BULGULAR

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesi Merkez labaratuarinda
Ocak-2009 ve Kasim-2010 tarihleri arasinda ¢esitli  kliniklerden izole edilen
A.baumannii izolatimn blaOXA direng genlerini ve epidemiyolojik o6zelliklerini
belirlemek amaciyla, PFGE ve PCR yontemleri kullanildigi bu ¢alismada, suslarin tur
ve karbapenemaz sentezleme durumu bakimindan identifikasyonu C.U.T.F.
Mikrobiyoloji Labaratuvarinda otomatize VITEK-2 cihaziyla yapildi. Bir yillik
donemde toplanan, 55 karbapenem direncli A.baumannii susu calismaya dahil edildi.
Bu suslarin ¢ogunlugu Reanimasyon Kkliniginde tedavi goren hastalardan alinan klinik
orneklerden ve bu klinik drneklerin cogunlugu ise reanimasyon servisinde ve en fazla
yara meteryalinden izole edildi .

Tablo 6: Orneklerin izole edildigi servisler

Klinik Sus say1s Sus%
Reanimasyon 11 %20
Dahiliye yogun bakim 9 %16,3
Y anik 8 %14,5
Cocuk yogun bakim 7 %12,7
Beyin cerrahi yogun bakim 9 %16,3
Cocuk yeni dogan 2 %3,6
Cerrahi yogun bakim 2 %3,6
Beyin cerrahi klinik 1 %1,8
Genel cocuk Klinik 2 %3,6
GoOgus hastaliklar: klinik 2 %3,6
Dermatoloji klinik 1 %1,8
Noroloji yogun bakim 1 %1,8
Toplam 55




Tablo.7 Orneklerin izole edildigi klinik mteryal

izole edilen klinik meteryal Sus say1s Sus%
Yara 13 %23,63
Bronko alveoler lava) 9 %16,36
Kan 12 2621,81
Tak 4 %7,27
Trakeal aspirasyon 6 %10,9
BOS 5 %9,09
Pl 1 %1,81
Idrar 2 %3,63
Dren 1 %1,81
Katater kan 2 %3,63
Toplam 55

C.U.T.F. Mikrobiyoloji Labaratuvarindan alinan ornekler  bolimimiiz
l[abaratuvarinda pasgjlanarak tek koloni elde edilmis ve stok besiyerine alinarak
kullanlana kadar -20°C de saklanmustir. Calismaya dahil edilen 55 test izolatinin
DNA’lar1 Mickle-glassmilk yontemi ile ekstrakte edildi. Elde edilen ekstraktlar DNA
kalibr olarak kullanilarak ©nce blaOXA genlerinin varligin tespit amaci ile spesifik
primerlerin kullamldig1 tek tip multipleks-PCR yontemi ile gogaltildi. Elde edilen
hedef oxa fragmentleri % 0.5 ethidiumbromide iceren %1.8'lik agaroz jelde yurttilerek
gorintllendi. Hedef oxa fragmenti tespit edilen 6rneklere ait DNA ekstraktlar: 1SAbal
dizisini tespit amaci ile spesifik primerler kullamlarak tek tip PCR yontemi ile
amplifiye edildi. Diger taraftan test suslart hem hastane enfeksiyonu yoninden
degerlendirilmek hem de oxa tiplerinin yayilimint gosterebilmek amaci ile Apal
enziminin kullanildigi PFGE yontemi ile degerlendirildi.

PCR sonuglarina gore izolatlarin tamaminda blaoxas: (%100) ve 1SAbal
(%2100) geni tespit edildi (Sekil 1 ve Sekil 2). Ayrica blaoxas: ve ISAbal segmentine
ilave olarak izolatlarin 4(%7.27) Unde blapxass ve 3(%5.45) Unde blagxa-24 geni
belirlendi (Sekil 1 ve Sekil 3). blaoxa-23 kodlayan gen higbir izolatta gérilmedi.
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Sekil 1. OXA 51 ve 58 genlerinin PCR jel gorintisii

SADa1-480p I

—
kel L] L TR p—

T

Sekil 2: ISAbal geni PCR jel gorintusi
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Oxa2d-248bp

Sekil 3: OXA51 ve 24 genlerinin PCR jel gorintiisi

Sekil 4: PFGE jel goruntisi
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Sekil 5: PFGE ile elde edilen dendrogram gorintisl
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Toplam 55 A.baumannii izolatimin PFGE ile incelenmesi sonucu 16 farkli PFGE
kumesi belirlendi. Bunlar arasinda en blyUk kiimeyi 29 tyeli “A” kiimesi olusturdu. Bu
kime icerisinde 20 subtip (A1-A20) tespit edildi. Beyin Cerrahi Yogun bakim ve
Dahiliye Yogun bakim kliniklerinde yatan hastalara ait klinik 6rneklerden izole edilen
(MRKADb 156 ve 175, PFGE tip A5) 2 sus %100 bant profil benzerligi gosterdi. Yine
Yanik, Cocuk yogun bakim ve Beyin cerrahi yogun bakimda izole edilen 4 sus
(MRKADb 141,143,145 ve 148, PFGE tip A10); Yanik , Beyin cerrahi ve reanimasyon
kliniklerinden izole edilen 3 sus(MRKAb 168,169 ve 170, PFGE tip Al4), Yanik ve
Cocuk yogun bakimdan izole edilen 2 sus (MRKAb162ve 165, PFGE tipA15) ve yanik,
reanimasyon ve dahiliye yogun bakim kliniginden izole edilen 3 sus (MRKAb221, 223
ve 225, PFGE tipA17)da %100 benzerlik gosterdi.

“A” kimesini takiben 4 Uyeli “J" kiimesi, 3 Uyeli “I” ve “N” kiumesi, 2 Uyeli
“C’, “D”, "O" ve “P’ kumeleri tespit edildi. Bunlardan “J kimesi icerisinde
degerlendirilen 4 susun Ggl (MRKAb 257, 260, 261, PFGE tip J1) %100 bant profil
benzerligi gosterdi. Ayricatek Uyeli 8 tip belirlendi.

PFGE tip B1(MRKAb 179), CL(MRKAb 173), EL(MRKADb 160) suslarinda blaoxaz4
direng geni belirlendi. PFGE tip O2(MRKAb 216), 2(MRKADb 254), G1(MRKADb 219),
A17(MRKADb 221) suslarinda blaoxass direng geni tespit edildi.Bu belirlenen direng
genlerinin PFGE paternleri farkli bulundu.
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5. TARTISMA

Acinetobacter baumannii  6zellikle yogun bakim Unitelerinde nozokomiyal
infeksiyonlara ve salginlara yol agan onemli bir patojendir. Son yillarda hastane
enfeksionlarinda genis spektrumlu antibiyotiklerin daha yaygin olarak kullanilmasina
bagl1 olarak, bu antibiyotiklere kars1 kisa siirede direng gelismistir. Asinetobakter cinsi
bakteriler hastane florasina yerleserek uzun siire yasamim sirdirmekte ve hastanede
yatan ve 0Ozellikle immunsistemi baskilanmis hastalarda sistemik enfeksiyonlara yol
acmaktadr.

Karbapenem grubu antibiyotikler de dahil, ¢oklu ilag direnci gostermesi bu
patojenle olan infeksiyonlarin tedavisinde ciddi problemlere sebep olmakta ve morbidite
ve mortalitede dnemli oranda artislara yol agcmaktadir. Karbepenem direncli suslarin
klonal yayilimla bitin dinyada hastanelere hakim olmaya basladiklar: cesitli
calisgmalarda gosterilmistir. Acinetobacter suslarimin hastane ici, hastaneler arasi,
bolgesel, ulusal ve uluslar arasi hareketlerinin takibi biyik ©6nem tasimaktadir.
Ozellikle direncli suslarla yapilan siirveyans calismalari mevecut kontrol énlemlerinin
degerlendirilmesine, yeni ve daha etkin kontrol sistemlerinin gelistirilmesine olanak
verecektir. Bu suslarin belirlenmesinde, suslar arasi iliskilerin tespit edilmesinde PFGE
altin standart yontemdir.

Biz bu calismada, C.U. Balcali Hastanesinde hastane kokenli enfeksiyonlara
sebep olan karbepenem direncli A.baumannii suslarimin epidemiyolojik 6zelliklerini
tespit amaci ile, Ocak 2009- Kasim 2009 tarihleri arasinda kalan 1laylik periyod
icerisinde hastanenin farkli klinik ve yogun bakim dnitelerinden gonderilen klinik
materyallerden izole edilen karbapenem direncli A.baumannii suslarinin karbapenem
direncine yol agcan OXA gen analizini yapmay: ve klonal iliskilerini pulsed-field jel
elektroforez yontemi kullanarak tespitini amagladik.

Bizim calismamizda Karbapenem direncli 55 A.baumannii izolatinin tamaminda
OXA-51 ve |SAbal genlerini tespit ettik. Sadece 4 izolatta OXA-58 ve 3 izolatta OXA-
24 kodlayan gen belirledik.
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Turton ve arkadaslarinin (2006) ingiltere’de yaptiklar: calismada, Multipleks
PCR yontemi ile A.baumannii izolatlarinda OXA-51, OXA-23 ve Class 1-integraz
kodlayan genler arastirilmus ve izolatlarin tamaminda OXA-51 kodlayan gen
belirlemislerdir. Bu bizim calismamizla uyumludur®.

Ayrica Pournaras ve arkadaslarimin  Yunanistan'da (2005) yaptiklari bir
calismada, Karbapenem direncli 17 A.baumannii izolatinin 15 inde OXA-51 ve 14’ inde
ise OXA-58 kodlayan gen tespit etmislerdir®.

Kore'de, Yang ve arkadaslarinin calismasinda (2006) ise 49 A.baumannii
izolatinin tamaminin OX A-51 ve OX A-23 tipi karbapenemaz tasichgi gosterilmistir®,

Ulkemizde yapilan calismalara baktigimizda, Deniz Gir ve arkadaslarinin 2008
yilinda yaptiklari Ankara ve istanbul’ da izole edilen 321 A.baumannii izolat ile
yaptiklar: calismada, 2006 yilinda izole edilen 75 susun 44 (%58.6) tUnde karbapenem
direnci tespit ettikleri, bu suslarn 26 (%59.1)sinin OXA-23, 18(%40.9)’inin OXA-58
kodlayan gen tasidiklar: gosterilmistir. Ankara da izole edilen 18 susun biri (OXA-23)
haric hepsinin OXA58-like tipi, Istanbul’ da izole edilen 26 susun 25'inin OXA-23 ve
birisinin OXA58-like tipi gen tasidiklari belirlenmistir. Buna gore OXA tipi
karbapenemazlarin dagiliminda bolgesel farkliliklarin olabilecegi gorilmektedir®.

OXA-51 kodlayan gen A.baumannii izolatlarinda intrinsik olarak bulunmaktadir
ve bu genin upstream bdlgesine yerlesmis 1SAbal’'in promoter olarak karbapenem
direnci ile iligkili oldugu bulunmustur. Bizim ¢alismamizda da karbapenem direncli
izolatlarimizin tamaminda ISAbal segmenti bulduk. Farkli calismalarda ISAbal’in
OXA-51 disindaki genlerin de upstreamine yerlesip karbapenemaz Uretimini
indukledigi gosterilmistir. ABD’de Higgins ve arkadaslarimin yaptiklar: (2009), bes
kitadan izole edilen 492 karbapenem direncli A.baumannii izolatinin karbapenemaz
genleri ve molekiler epidemiyolojisinin arastirildigi bir calismada, bitin izolatlarin
OXA-51 kodlayan gen tasidigi, 304 izolatin ayrica OXA-23, OXA-58 ve OXA-40
genlerinden birini tasidigi; 1ISAbal’in 193 izolatta OXA-51 geninin upstreaminde yer
aldig1 ancak 5 izolatta OXA-40, 3 inde OXA-23, 2'sinde OXA-58 kodlayan gen iceren
izolatlarda ve direng geni gosterilemeyen 183 izolat ve karbapenem duyarl: 7 izolatta da
bulundugu tespit edilmistir®.

Biz bu ¢alismada karbapenem direncli A.baumannii izolatlarimin klonal iligkisini
PFGE yontemi ile inceledik. incelenen 55 susun 16 farkli klonda toplandigim ve
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suslarin 29'unun “A” klonunda yer aldigim tespit ettik. Tim dinyada karbapenem
direncli A.baumannii suslari arasindaki klonal iliskiyi tespit etmek icin PFGE ile
yapilan molekiler calismalarda bolgesel ve ulusal farkli sonuclar elde edilmistir.

Yang ve arkadaslarimin Kore'de Karbapenem direngli 49 izolat ile yaptiklart
calismada, PFGE yontemi ile suslarin tamaminin klonal iliskili oldugu belirlenmistir®.

Buna karsin, Pournaras ve arkadaslarinin Y unanistan’ da yaptiklar: ¢alismada 17
Karbapenem direncli A.baumannii izolatimin PFGE ile incelenmesi sonucu 6 farkli klon
tespit etmislerdir®.

Ulkemizde ise Giir ve arkadaslarimn yaptigi1 calismada, Ankara da izole edilen
ve OXA-58 tipi karbapenemaz Ureten suslarin tamam PFGE yontemi ile es veya benzer
bant paterni vermistir. Istanbul’da izole edilen ve OXA-58 kodlayan gen igeren sus ise
Ankara daki suslardan farkli bant profili gostermistir. OXA-23 tip karbapenemaz Ureten
Istanbul (25) ve Ankara (1)'da izole edilen suslar ise PFGE ile klonal iliskili olarak
bulunmus ve bu klonun iki farkl: sehirde dagildig: dustintilmistiir®’.

Karbapenem direncli A.baumannii suslar1 arasindaki klonal iliskiyi tespit etmek
icin PFGE yontemini kullandigimiz bu calismada hastanemizde yerlesik bir klon
oldugunu ve bu klonun hastanemizin farkli kliniklerinde yerlestigini ve ¢esitli hastane
kokenli enfeksiyonlara sebep oldugunu tespit ettik.
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6. SONUC ve ONERILER

Hastane enfeksiyonlarindan izole edilen Karbapenem direncli 55 A.baumannii
izolatinin karbapenemaz enzimini kodlayan blapgxa genlerinin subgruplarinin multipleks
PCR, 1 SAbal segmentinin ise tek tip PCR yontemi ile arastirildig: ve elde edilen direng
kaliplar: ile bu suslara ait PFGE polimorfizminin muhtemel bir klonal yayilima 1gik
tutabilmek amaci ile karsilastirildigi  bu calismada,

1- Hastanemizdeki Karbapenem direngli 55 A.baumannii izolatimin tamaminin
blaoxa-s1 tipi karbapenemaz kodlayan gen tasidigi,

2- Ayrica bu suslarin hepsinin karbapenemaz kodlayan genlerin promoteri olan
| SAbal segmentini de bulundurdugu,

3- Ulkemizde o6zellikle Ankarada yaygin bulunan blaoxass tipi genlerin
bolgemizde daha az siklikta (%7.27) goruldigi, blaoxa-24 geninin ise %5.45 siklikta
gorildugi tespit edilmistir

4- Marmara bolgesi ile Istanbul’da daha cok gortldugt bildirilen blaoya-23
genlerinin bolgemiz izolatlarinda gorulmedigi

5- blapxas: tipi karbapenemaz kodlayan gen tasiyan Karbapenem direncli
A.baumannii izolatlarimin 16 PFGE kimesi icerisinde toplandiklar: ve en buyik kimeyi
izolatlarin %52.72' sini igeren A kiimesinin olusturdugu

6- Bu kime icerisinde ve diger kucik kimelerde hastanemizin farkl
kliniklerinden izole edilen suslarin yer almasimin hastanemizde yerlesik bir klon oldugu
ve bu klondaki izolatlarin hastane ortaminda yayilarak hastane enfeksiyonlarina yol
actig1, ayrica ozellikle A kiimesi igerisindeki subtip sayisinin fazla olmasindan dolay1
bu klonun uzun siiredir hastanemizde bulundugu sonucuna varilmis olup, sonug olarak;
mevcut epidemiyolojik veriler esas alinarak hastanede yerlesik oldugu gortlen
A.baumanii  susunun cevresel Orneklerden yapilacak izlem calismas: ile kaynak
tespitinin yapilmasi ve onleyici tedbirlerin alinmasinin ve benzer ¢alismalarla hastaneye
yeni giren klonlarinda izlenerek, hastane florasinda kalici yerlesime firsat verilmeden

kaynaktan yok edilmesinin gerektigi kannatine varilmstir.
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