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1. GIRIS VE AMAC

Acinetobacter tiirleri toprakta, suda ve g¢evrede bol miktarda bulunan aerobik,
Gram negatif, hareketsiz, fermantasyon yapmayan bakterilerdir. Acinetobacter’ler basta
yogun bakim {initeleri olmak {izere, hastanelerin c¢esitli birimlerinde ciddi hastane
infeksiyonlarindan sorumlu oOnemli firsatgr patojenlerdir. Endotrakeal tiip ya da
trakeostomilerle iligkili pndmoni, endokardit, menenjit, deri ve yara infeksiyonlari,
peritonit ve liriner yol infeksiyonlar1 gibi ¢esitli infeksiyonlara neden olabilmektedirler.

Konjunktivit, osteomiyelit ve sinovit gibi sporadik vakalar1 da bildirilmistir (1-5).

Hastanede yatan hastalarin kolonizasyon ve infeksiyonunda Acinetobacter
tiirlerinin 6nemli bir rol oynadig1 bilinmektedir. Travma, mekanik ventilasyon ve cerrahi
islemler bu mikroorganizma i¢in nozokomiyal infeksiyonlarla ilgili Onemli risk

faktorleridir (4,6).

A. baumannii hastane kaynakli infeksiyonlardan en sik sorumlu tutulan tiirdiir
(5,7,8). A. johnsonii, A. Iwoffii ve A. radioresistens gibi diger tlirler insan derisinin dogal
tiyesidir ve ayni zamanda orofarinks ve vajinada kommensal olarak bulunabilir. Diger

Acinetobacter tiirlerine gore A. Iwoffii menenjitlerle daha c¢ok iliskilendirilmektedir (9).

Firsatc1 patojen olarak ¢oklu ilaca direncli 4. baumannii infeksiyonlarinin sayisi
kiiresel olarak son bes yilda artmistir. Nozokomiyal gram negatif patojenler icerisinde
kontrol ve tedavisi en giic olanlardan biri haline gelmistir (10,11). A.baumannii ile
infekte hastalar siklikla immiin yetmezliklidirler ya da hastalik durumlar1 agir olup,
mortaliteyle iligkilidir (3,4). A.baumannii salginlarinin pek ¢ogu hasta yataklari, klimalar
ve mekanik ventilasyon ekipmanlar1 gibi ¢evresel kaynakhidir (5). Acinetobacter spp.
kuru cansiz yiizeylerde 3 giin—5 ay arasinda canli kalabilir (7-9). Bu da salginlarin
olusmasina katki saglamaktadir. Hospitalize hastalarda ve ¢esitli salginlarda cilt, bogaz,
solunum sistemi ve sindirim sisteminde yiiksek diizeyde kolonizasyon gosteren olgular
yayinlanmistir. Yogun bakim iinitelerinde mekanik ventilasyon uygulanan hastalarda bu
cihazlarin kontaminasyonu nedeniyle solunum yollarinda kolonizasyon ¢ok yiiksektir.

Yine bu hastalarda cilt kontaminasyonu da siktir. Buradan saglik personelinin ellerine



bulagmakta ve yayilmaktadir. Ayrica yogun bakima yatan hastalarda Acinetobacter'lerin
orofaringeal ve sindirim yolu kolonizasyonu salginlar i¢in énemli bir rezervuardir (18—

20).

A.baumannii infeksiyonlarmin artmasi1 infeksiyon kontrol uygulamalarindaki
hatalara baghdir. Hastalarin bir kisminin A.baumannii ile infekte ya da kolinize oldugu
durumlarda; hastalar arasindaki ¢apraz gegisler kolinizasyon ve/veya salgin olusumunu
artirir (5). Salginlarin 6nlenmesinde klasik epidemiyolojik bilgiler yaninda, etken
mikroorganizmanin kaynak ve bulas yollar1 hakkinda belirleyici bilgiler saglayan sus
tiplendirme yontemlerinin de katkis1 fazladir. Sus tiplendirilmesi mikroorganizmalarin
izole edildigi farkli kaynaklar arasindaki iliskiyi ortaya koymaktadir. Tiplendirme
yontemleri, epidemik suslarda kaynagm ve yayillimin tanimlanmasi i¢in Snemlidir.
Patojenler klinik epidemiyolojik verilerle desteklenen molekiiler tiplendirme metodlar
kullanilarak tanimlanmis salgin ile iliskilendirilir. Ardindan bulasin sekli (rezervuar ve
vektor) ve alinan spesifik kontrol dnlemlerini de igeren infeksiyonun epidemiyolojisi
hakkinda neden-sonug iliskisine dayanan bir hipotez iiretilir. Infeksiyon kontrol
onlemlerinin ve tedavi rejiminin etkinligini degerlendirmek i¢in siirekli siirveyans sarttir

(21-30).

Gegmiste farkli kaynaklardan izole edilmis nozokomiyal patojenlerin arasindaki
epidemiyolojik iliskinin belirlenmesi biyotip, serotip, bakteriyofaj ya da bakteriyosin
tipleri ve antimikrobiyal duyarlilik profilleri gibi fenotipik karakteristiklerinin
karsilastirilmasina dayandiriliyordu. Bu yaklasim DNA temelli yeni teknolojilerde ya da
molekiiler analiz uygulamalarindaki gelismelerle birlikte son 20 yildir degismeye
basladi. DNA-temelli molekiiler tiplendirmeler; Pulsed Field Gel Electrophoresis
(PFGE) ve diger restriksiyon bazli metodlar, plazmid analizi ve polimeraz zincir

reaksiyon (PZR) bazli tiplendirme metodlarindan olusmaktadir (22,23,27).

Son yillarda Acinetobacter tiirleri arasinda aminoglikozidlere direncin artma
egiliminde oldugu diisiiniilmektedir. Yine nozokomiyal salginlarda karbapenem direncli
Acinetobacter tirlerini de igeren ¢oklu ilaca direngli suslarda bir artis goriilmektedir

(31,32). Pek cok sus acisindan genis antibiyotik direng oranlar1 (genis spektrumlu B-



laktamlar, aminoglikozidler ve florokinolonlar) nedeniyle tedavinin giiclesmis olmasi,

Acinetobacter infeksiyonlarinda kontroliin dnemini daha da artirmistir (33,34).

Bu ¢alismada; hastanemizin c¢esitli servislerindeki yatan hastalardan izole edilen
Acinetobacter spp. suslarinin antibiyotiklere diren¢ oraninin saptanmasi, yillar iginde
gelisen direng artisinin izlenmesi, suslar arasinda klonal iligkinin olup olmadiginin
PFGE yontemi ile belirlenmesi, hastalarin epidemiyolojik ve klinik verileri
degerlendirilerek infeksiyon olusumu ve yayilmasinda etkili olabilecek faktorlerin

ortaya konulmasi amaglanmustir.



2. GENEL BiLGILER
2.1. Acinetobacter Cinsi

Acinetobacter cinsi Moraxellaceae familyas1 i¢inde siniflandirilmakta ve
hareketsiz, oksidaz negatif, Gram negatif kokobasil bakterilerden olusmaktadir (35).
1986’ da Bouvet ve Grimont Acinetobacter genusunu DNA-DNA hibridizasyonu ve
beslenme 6zelliklerine gore 12 farkli gruba ayiran yeni bir siniflandirma yapmuslar (36).
1989°’da Tjernberg ve Ursing (37) 13-15 arasinda kodlanan 3 ilave DNA grubu
tanimlamiglar. Bunu takiben Bouvet ve Jeanjean(38) proteolitik Acinetobacter
tirlerinden olusan ve 13-17 arasinda numaralandirilan 5 DNA grubu daha
bildirmislerdir. Ancak Tjernberg ve Ursing’ in tanimladigi 2 DNA grubu Bouvet ve
Jeanjean’ in tanimladigi DNA gruplarindan fenotipik olarak farkliydi. Bunun sonucunda
farkli DNA gruplar1 ayni sayiyla ifade edilmis oldu. Su anda Acinetobacter genusu

icinde en azindan 25 genomik tiir tantmlanmustir (1).

Acinetobacter’lerin de icinde yer aldigi nonfermenter Gram negatif basiller en
azindan 15 familya icinde siniflandirilir. Bunlar, Alcaligenaceae (Alcaligenes,
Achromobacter, Bordotella, Oligella), Alteromonadaceae (Alishewanella, Shewanella),
Brucellaceae  (Ochrobactrum),  Burkholderiaceae  (Burkholderia, — Cupriavidus,
Pandoroea, Ralstonia), Caulobacteraceae (Brevundimonas), Comamonadaceae
(Comamonas, Acidovorax, Delftia), Flavobacteriaceae (Flavobacterium, Bergeyella,
Chryseobacterium, Empedobacter, ~Myroides, Weeksella), Methylobacteriaceae
(Methylobacteium,  Roseomonas),  Moraxellaceae ~ (Moraxella,  Acinetobacter,
Psychrobacter), Oceanospirillaceae (Balneatrix), Pseudomonadaceae (Pseudomonas),
Rhizobiaceae (Rhizobium, Agrobacterium), Sphingobacteriaceae (Sphingobacterium
Pedobacter), Sphinmonadaceae (Sphingomonas), ve Xanthomonadaceae
(Stenotrophomonas) (35). Bunlara ilave olarak heniiz bir familya igerisinde
gosterilmemis ve taksonomik pozisyonlari hala belirsiz olan bir grup klinik agidan
onemli nonfermenter daha vardir. Bir baska yaklasima gore de nonfermenterler hareketli
ya da hareketsiz oluslar1 ve hareketliyse flagellanin tipine gore de gruplandirilabilir. Bu

yaklasima gore tibbi olarak 6nemli nonfermenterler tablo 1’°de verilmistir.



Tablo 1. Nonfermenter Gram negatif bakterilerin simiflandirilmasi

Hareketli Polar Flagella
Family Pseudomonadaceae
(rRNA group I)

Genus Pseudomonas

Family Burkholderiaceae
(rRNA group II)

Genus Burkholderia

Genus Cupriavidus

Genus Lautropia

Genus Pandoraea

Genus Ralstonia

Family Comamonadaceae
(rRNA group III)

Genus Comamonas

Genus Acidovorax

Genus Delftia

Family Caulobacteraceae
(rRNA Group 1V)

Genus Brevundimonas
Family Xanthomonadaceae
(rRNA Group V)

Genus Stenotrophomonas
Family Sphingomonadaceae
Genus Sphingomonas

Family Oceanospirillaceae
Genus Balneatrix

Family Alteromonadaceae
Genus Alishewanella

Genus Shewanella

Family Oxalobacteraceae
Genus Herbaspirillum

Genus Massilia

Family Methylobacteriaceae
Genus Methylobacterium
Genus Roseomonas
Toksonomik Pozisyonu Bilinmeyen
CDC Groups Ic, 0-1, 0-2, 0-3, Vb-3

Hareketli Peritrichous Flagella

Family Alcaligenaceae

Genus Achromobacter

Genus Alcaligenes

Genus Bordetella (B. avium, B. bronchiseptica,
B. hinzii, B. trematum)

Genus Kerstersia

Genus Oligella (O. ureolytica)
Family Rhizobiaceae

Genus Rhizobium

Family Brucellaceae

Genus Ochrobactrum

Family Halomonadaceae
Genus Halomonas
Hareketsiz Oksidaz Pozitif
Family Flavobacteriaceae
Genus Flavobacterium

Genus Bergeyeila

Genus Chryseobacterium
Genus Empedobacter

Genus Myroides

Genus Weeksella

Family Sphingobacteriaceae
Genus Sphingobacterium
Genus Pedobacter

Family Moraxellaceae
Genus Moraxella

Genus Psychrobacter

Family Neisseriaceae

Genus Neisseria

Family Alcaligenaceae
Genus Oligella (O. urethralis)
Family Rhodobacteraceae
Genus Paracoccus (EO-2)
Toksonomik Pozisyonu Bilinmeyen
CDC groups EO-3, EO—4, EF-4b
CDC group s llc, Ile, lig, ITh, I1i,
Gilardi rod group 1

Hareketsiz, Oksidaz-Negatif

Family Moraxellaceae
Genus Acinetobacter

Family Alcaligenaceae

Genus Bordetella (B. pertussis,
parapertussis,

B. trematum)

Toksonomik Pozisyonu Bilinmeyen
CDC group NO-1

CDC group EO-5

B.




2.2. Nonfermenter, Hareketsiz Ve Oksidaz Negatif Bakteriler
2.2.1. CDC Grup No-1

CDC Grup No-1 olarak gosterilen nazl iireyen, nonoksidatif, Gram negatif basil
goriinlimiinde isimlendirilmemis bir tiir primer olarak kdpek ya da kedi 1sirigindan
kaynaklanan insan yaralarindan izole edilmistir(39). Bu organizma hareketsiz, oksidaz
negatif ve asakkarolitiktir. Koyun kanli agarda kiiclik koloniler olusturan bu
organizmalar orta biiyliklikkte Gram negatif kokoid basil goriiniimiindedir. Fenotipik
olarak Acinetobacter tiirlerine benzer, fakat pozitif nitrat rediiksiyon testi ile
Acinetobacter’ lerden kolaylikla ayrilabilir. Bu grubun Acinetobacter tiirlerinden
ayriminda hiicresel yag asidi ve ubiquinone analizinden de yararlanilabilir (39). Diger
fenotipik Ozellikleri Tablo 2’ de verilmistir. Bunlar aminoglikozidler, B-laktam
antibiyotikleri, tetrasiklinler, kinolonlar ve sulfonamidleri de iceren bir¢ok
antimikrobiyal ajana duyarlidir. Izolatlarin %50’si trimetoprime direngli olarak rapor

edilmistir (39).
2.2.2. CDC Grup No-2 (Bordetella holmesii)

B. holmesii eskiden CDC Grup No-2 olarak siiflandiriliyordu ve Gram negatif,
kiigiik kokoid ve kisa basil olarak tanimlanmaktadir. Asakkarolitik, oksidaz negatif,
hareketsiz, nazli tireyen ve kahverengi, suda ¢oziinebilir pigment {ireten bir bakteridir. B.
pertussis, B. bronchiseptica ve B. avium’ dan oksidaz aktivitesindeki eksiklik ve
kahverengi, ¢cozilinebilir pigment {iretimi ile ayrilabilir. B. parapertussis’ den ise lireaz
aktivitesindeki eksiklik ile ayrilabilir. Negatif nitrat reaksiyonu ile CDC Grup No—1’ den
ayrilirken; Acinetobacter tiirlerinden kahverengi, ¢0zlinebilir pigment {iretimiyle
ayrilir(40).

2.2.3. CDC Grup EO-5

A. baumannii’ye benzer bir biyokimyasal profil gosteren bu grup glukozu
oksitleyen Gram negatif basillerden olusmustur. Hareketsiz ve oksidaz negatif olup,

Acinetobacter tiirlerinden farkli olarak MacConkey agarda tireyemezler. Bazi suslar sari,

suda ¢Ozilinebilir bir pigment {iretir. Hiicresel yag asidi analizi Acinetobacter’den



ayriminda yardimcidir. Diger dzellikleri Tablo 2°de verilmistir. Izolatlar kan, periton
s1visl, transtrakeal aspirat, safra kesesi ve bir kol yarasindan elde edilmistir. Antibiyotik

duyarlilik verileri mevcut degildir (1).
2.2.4. Acinetobacter

Nonfermenter bir izolatin Acinetobacter genusuna ait olabilecegine dair ilk ipucu
Gram boyama morfolojisidir. Siklikla diplokok olarak goriilebilen Gram negatif
kokobasillerdir. Klinik orneklerin direkt preparatlarinda ve pozitif kan kiltiir
siselerinden hazirlanan preparatlarda Acinetobacter tiirlerinin baslangicta Gram pozitif
kok olarak goriinebilecegi unutulmamalidir. Kanli agardaki inkiibasyonun 24. saatinden
sonra koloniler 0,5-2 mm c¢apinda, yar1 saydam-opak, disbiikey ve biitiin olarak
goriinmektedir. Cogu sus MacConkey agarda iyi iirer ve zayif bir pembe renk tonu
olusturur. Bazi glukozu oksitleyen Acinetobacter’ ler ise glukoz eklenmis tirozinli kalp
infuzyon agar ya da kanli agarin rengini esmerlestirebilir (41). Kontamine 6rneklerden

Acinetobacter spp. izolasyonu i¢in ayirici ve segici besiyerleri tantmlanmistir (42).

Acinetobacter  tiirlerinin  muhtemel identifikasyonu; sitokrom oksidaz
aktivitesinin olmamasi, hareketsizlik ve penisiline diren¢ temeline dayanilarak

yapilabilir (Tablo 2).

A. baumannii sakkarolitiktir ve ¢ogu OF karbohidratlarini asidifiye eder;
ozellikle kesin identifikasyonu laktozdan hizli asit tiretimi tespiti ile yapilir (%1 ve %10
konsantrasyonlar1). Aksine A. [woffii ise asakkarolitiktir. Genomik tiir 7, yani A.
Jjohnsonii de asakkarolitiktir fakat 37 °C’de treyememe Ozelligiyle diger tim

Acinetobacter tiirlerinden ayrilabilir.

A. baumannii klinik 6rneklerden en sik izole edilen Acinetobacter tiiriidiir. Diger
izole edilen tiirler ise 4. Iwolffii, A. haemolyticus, A. johnsonii, genomik tiir 3 ve genomik
tiir 6 dir. A. johnsonii, A. Iwoffii ve A. radioresistens insan derisinin dogal elemani1 olan

nonsakkarolitik Acinetobacter tiirleridir(1).

Genomik tiir 1, A. calcoaceticus olarak adlandirilir ve 6zellikle topraktan izole

edilir. Genomik tir 2, A. baumannii olarak adlandirilir ve 6nceden A. calcoaceticus var.



anitratus olarak adlandirilirdi. Genomik tir 4, A. haemolyticusolarak adlandirilir.

Genomik tir 5, 4. junii, genomik tiir 7, A. johnsonii, genomik tiir 8, A. Iwoffii ve

genomik tiir 12, A. radioresistens olarak adlandirilmaktadir. Kalan genomik tiirlerin

¢ogu isimlendirilmemistir. Fenotipik testlerin kullanildigi DNA gruplar 1, 2, 3 ve 13’¢

ait sakkarolitik suslarin aymriminda bazi problemler bulundugundan dolay1 bazi

laboratuvarlar bu grubun {yelerini

“Acinetobacter calcoaceticus-A. baumannii

kompleks” ya da “sakkarolitik Acinetobacter” olarak rapor etmeyi tercih etmektedir.

Benzer sekilde laboratuvarlar bu genusun nonsakkarolitik iiyelerini “nonsakkarolitik

Acinetobacter” olarak rapor edebilir (Tablo 2) (1).

Tablo 2. Acinetobacter, CDC grub bakterilerin biyokimyasal 6zellikleri

] ) CDC CDC
Acinetobacter | Acinetobacter Bordetella Bordetella
TEST group group
baumannn Iwoffn holmesu (No-2) | parapertussis
No-1 Eo-5
Oksidaz - - - - - -
Hareket - - - - - -
MacConkey
+ + V(20) + + -
agarda lireme
42 °C de
+ - V(15) - V(18) -
ureme
Glikoz
+ - - - - +
kullanimi1
NO3
- - + - - -
indirgeme
Jelatin A" \% - - - -
Ure A% A% - - - -
Pigmentasyon - - - Kahverengi Kahverengi | San

+, %90 ve lizeri pozitif; -, %90 ve lizeri negatif; V, %11-89 pozitif. Parantez i¢indeki numaralar

pozitiflik yiizdeleri




2.3. Acinetobacterler ve Diger Nonfermenterlerin Izolasyon ve

Identifikasyonuna Yaklasim

Nonfermenterlerin hangi tiirlerinin identifiye edilecegi laboratuvarlarin amaglari
ve biytikliiklerine bagli olarak degismektedir. Referans laboratuvarlarimin veya
Ogrencilerin egitim gordiigii lniversite ve kliniklerin; klinik ag¢idan O6nemli tiim
nonfermenterleri tiir diizeyinde identifiye edilmesi gerekir. Oncelikli olarak topluma
tibbi hizmet veren laboratuvarlar sadece daha sikca karsilasilan tiirleri identifiye etmeli

ve nadir izolatlar1 bir referans laboratuvarina géndermelidir (1).

Nonfermentatif Gram negatif basiller enerji kaynagi olarak, fermentasyon

disindaki metabolik yollarda karbonhidratlar1 kullanmayan aerobik, sporsuz basillerdir.

Kemoorganotrof bakteriler organik bilesiklerden enerji elde ederler. Klinikte
karsilagilan bakterilerin ¢ogu metabolik yollarinda karbonhidratlar1 kullanarak enerji
elde ederler. infeksiyon hastalilar1 etkeni olabilen bakterilerin identifikasyonu icin gesitli
metabolik iirtinlerin tespit edilmesi ve dl¢limii sarttir. Moraxella genusu iiyeleri gibi bazi
bakteriler karbonhidratlar1 metabolize edemez, daha ziyade aminoasit, alkol ve organik
asitler gibi diger organik bilesikleri pargalayarak enerji elde ederler. Nitrojeni kullanan
ya da da siilfiir veya demiri oksitleme yeteneginde olan, serbest-yasayan bakteriler basit
inorganik kimyasallardan enerji elde edebilirler. Kemolitotrof olarak adlandirilan bu

bakteriler insanda nadiren hastalik yapar.
2.4. Acinetobacter’lerin identifikasyonunda Kullanilan Testler (1)
2.4.1. MacConkey Agarda Urememe Ozelligi

Enterobacteriaceae {iyelerinin tiimii MacConkey agarda {irerken, bazi
nonfermenterler lireyememektedir. Bu ylizden Gram negatif bir basil kanli agarda
tiriyor, MacConkeyde zayif iiriiyor ya da hi¢ {iremiyorsa nonfermenterlerden
stiphelenilebilir. Ancak bu kani her zaman dogru olmayabilir, ¢linkii bazi nazik Gram
negatif basiller de MacConkeyde iireyemez. Bakterinin Mac Conkeyde iireyebilme
yetenegini incelemek i¢in, agar plaklarin ylizeyine ekim yapilir ve 24-48 saat inkiibe

edilir. Organizmalar 3mm capinda ya da daha biiylik koloniler olusturacak ve gérmek



kolaylasacaktir. Zayif iireyen suslar ise ya genis bir alana dagilmis, zayif, tespit edilmesi

zor koloniler olusturur ya da hig liremez.
2.4.2. Glukoz Kullanimi

Enterobacteriaceae gibi fermentatif bakterilerin asit liretimini tespit etmek icin
kullanilan ¢ogu klasik kiiltiir ortamlar1 nonfermentatif basiller i¢in uygun degildir. Bu
kiiltlir ortamlar1 c¢ogu suslarin gelisimi i¢in uygun olmayip, asit lretimi de pH
indikatoriinii  degistiremeyecek kadar zayiftir. Nonfermentatif basillerin metabolik

ozelliklerine uygun olan OF ortam1 ilk Hugh ve Leifson tarafindan tasarlanmas.

Hugh-Leifson OF ortami1 %0,2 pepton ve %1,0 karbohidrat icermektedir ki bu da
pepton/karbonhidrat oranmin 1/5 oldugu anlamina gelmektedir. Aksine karbonhidrat
fermentasyonu i¢in kullanilan ortamlarda bu oran 2/1°dir. Pepton oranindaki azalma ile
aminoasitlerden ortamin pH’ sin1 ylikseltebilecek ve nonfermentatif basiller tarafindan
uretilen zayif asitleri notralize edebilecek Ozellikteki oksidatif iiriinlerin olusumu
minimize edilmistir. Bir baska agidan, karbohidrat konsantrasyonunun attirilmasi ile
mikroorganizmalarin asit liretimi de arttirtlmis olacaktir. Agarin yari-kat1 yogunlugu, pH
indikatorii olarak bromtimol mavisi kullanimi ve az bir miktar difosfat tamponu igerigi

hep asit tespitini arttiracak sekilde tasarlanmistir.

Test i¢in her bir karbonhidrat ortamindan 2 tiipe ihtiya¢ duyulur. 1. tiip aerob
ortamda tutulurken, diger tliplin ylizeyi steril mineral yag veya eritilmis parafin ile
kapatilir. Oksidatif mmikroorganizmalar sadece atmosferik oksijene maruz birakilan
tiipte asit iiretirken, fermentatif organizmalar her iki tiipte asit liretir ve nonsakkarolitik
bakteriler bu ortamda etkisiz kalmakta ve inkiibasyonun ardindan alkali bir pH

olusmaktadir (43).

OF testinin bazi sinirlamalar1 vardir. Yavas tireyen nonfermentatif basiller birkag
giin i¢in renk degisimi yapamayabilir ve aminoasitlerden amid iireten tiirler, zamanla
tersine donmekle beraber, zayif asit reaksiyonlari olusturabilir ki bu da yanls

yorumlamaya neden olabilmektedir.
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2.4.3. Pozitif Sitokrom Oksidaz Reaksiyonu

Kanli agar ya da diger temel izolasyon ortaminda iiretilen herhangi bir Gram
negatif basil kolonisinin sitokrom oksidaz testi pozitif ise non-fermentatif olma ihtimali
diisiiniilmelidir. Bununla birlikte biitiin oksidaz pozitif, Gram negatif basiller non-
fermenter degildir. Bu yilizden TSI ya da KIA ile glukoz kullanimi test edilmeli.
Pasteurella, Aeromonas, Plesiomonas, Vibrio gibi oksidaz pozitif fermenterlerin
kiiltiirleri non-fermenter olarak hatali tanimlanabilir ki bu da identifikasyonu daha da
zorlastirir. Nonfermenterlerin oksidaz aktivitesini test etmede CDC’nin 6nerisi; %0,5
tetramethyl-p-phenylenediamine hydrochloride soliisyonu kullanilmasidir. Bu soliisyon
buzdolabinda + 4 - 10°C’de koyu renkli bir sisede bir hafta siireyle muhafaza edilebilir.
Bakteri kolonilerinin iiredigi agar besiyerinin yiizeyine bu soliisyondan birka¢ damla
damlatilabilir. Birka¢ saniye i¢inde mavi bir renk olusumu pozitif olarak kabul edilir.
Negatif reaksiyon, daha duyarli olan Kovac’s yontemiyle dogrulanabilir. Bu yontemde
bir parca filtre kagidi iizerine damlatilmis reagent ile saf oldugu bilinen plaktan birkag
koloni alinarak karistirilir. 10 saniye icinde koyu mavi bir renk olusumu pozitif bir

reaksiyonun gostergesidir (1).
2.4.4. Hareket

Fermentatif organizmalarin hareketini incelemede kullanilan yari-kat1 bir agar
ortami agarin sadece ylizeyinde iireyen nonfermentatif tiirler i¢in uygun olmayabilir.
Yari-kat1 bir agar ortami nonfermentatif organizmalar i¢in kullanilirsa; ortamin sadece 4
mm altina kadar batirilarak inokiile edilir ve 4-6 saat i¢inde ilk okuma yapilir.
Nonfermentatif basillerin ¢ogu hareketli suslari, ilk etapta agarin yiizeyine yakin bolgede
zayif bir bulaniklik gosterir ve uzamis inkiibasyonla bu bulaniklik kaybolur. Okumalar
yavag ireyen suslarin hareketini saptamak i¢in 24 ve 48. saatlerde tekrar yapilmali.
25°C’deki inkiibasyon bazi suslarin hareketini arttirmaktadir. Nonfermentatif basillerin
hareket tespiti icin tetrazolium’lu Motility B Medium (Remel, Lenexa, KS) iyi sonug

vermektedir.

Nonfermentatif basillerin ¢ogu tiirlerinin hareket tespitinde asili-damla yontemi

daha net sonug verebilmektedir. Bu yontemde, 25°C’de 6-24 saatlik bir sivi kiiltiirde
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tireyen bakterilerden bir 6ze dolusu alinarak lam {izerine yayilir ve iizerine lamel
kapatilir. Daha cok tercih edilen ve daha pratik bir yaklasimda da 18-24 saatlik bir kanl
agar ylizeyinde iiremis kolonilerden kii¢iik bir miktar alinir ve kuru bir lam merkezine
birakilir. Lam merkezindeki inokiiliim iizerine bir damla SF damlatilir ve iizerine lamel
kapatilir. Her iki yontemde de 40X’lik biiylitmede, zayif 151k ile organizmalarin hareketi
mikroskobik olarak incelenir. Dogru hareket tespiti icin; brownian hareketten ya da
lamel altindaki sivi akisindan farkli yonlerde gergeklesen hareketin gosterilmesi
gerekmektedir. Hareketli bakteriler yonsel hareket gosterir ve birbirlerine gore
pozisyonlar1 degisir. Brownian hareket ise sivinin hareketi nedeniyledir ve bakteriler

birbirlerine gore ayn1 pozisyonda kalirlar(1,44).
2.4.5. Pigment Uretimi

Nonfermenterler birgok pigment iiretir ve bunlardan bazilar1 6zel bir
identifikasyon yapmada yardimei olur. Suda ¢oziinmeyen pigmentler; karotenoidler
(sar1-portakal rengi), violacein (menekse rengi ya da mor) ve fenazinler (kirmizi, kestane
rengi, sar1) olup, bunlar kolonilere ayirict renkler verir. Suda ¢oziinen pigmentler
fluorescein (piyoverdin), piyosiyanin, piyorubin, melanin ve gesitli pigmentler ise kiiltiir
ortamimin rengini degistirmektedir. “Tech” ve “Flo” besiyerleri suda ¢dziinen
pigmentlerden piyosiyanin ve piyoverdin olusumunu saptamak amaciyla gelistirilmistir
(45). Bu besiyerleri pigment iiretimini saptamak amaciyla 6zel peptonlar igerir ve
magnezyum ve siilfat iyonu konsantrasyonlari arttirilmistir. King ve arkadaslar1 temel
besiyerinde kullanilan pepton ¢esidinin pigment iiretimini 6nemli derecede etkiledigini
bulmuslar. Bacto pepton piyosiyanin iiretimi i¢in son derece uygunken fluorescein igin
inhibitor etkiye sahiptir. Aksine proteoz pepton 3 ise fluorescein iiretimini arttirirken
piyosiyanin olusumunu inhibe etmektedir. Fosfat konsantrasyonundaki bir artis da yine
fluorescein tiiretimini arttirirken, piyosiyanin iiretimini azaltmaktadir. Pigment iiretimi
ayn1 zamanda organizmalarin jelatin, patates ya da siit iceren ortamlarda, 25-30 °C de
inkiibe edilmesi ile de arttirilabilir. Piyoverdin “Flo” agarda UV 15181 altinda floresan
renk gozlenerek ya da goriilebilir 1sikta besiyerindeki sar1 pigment olusumu gézlenerek

tespit edilebilir(1).
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2.4.6. Nitrat Rediiksiyonu

Nitratin nitrite rediiksiyonu bazi mikroorganizmalarin oksidatif metabolizmanin
bitis noktasindaki son hidrojen alicist olan oksijeni serbest birakmak i¢in kullandig:
biyokimyasal bir yolun yalnizca ilk basamagini olusturur. Nonfermenterler igin nitrat
rediiksiyon testi diger organizmalara benzer bir bi¢cimde yapilir. Nitrat icerikli
besiyerinde gecelik inkiibasyona birakilmig kiiltiire sulfanilik asit ve o-naftilamin
ilavesiyle kirmizi bir renk olusumu ile test degerlendirilir. Eger kirmizi bir renk
olusmazsa ya nitrat rediiklenmemis demektir ya da rediiksiyon nitrit basamagindan daha
ileriye devam etmis ve baska bilesenlere veya nitrojen gazina doniismiis demektir. Az
miktarda ¢inko tozu ilavesiyle kirmizi renk olusumu nitrat kalintilarmin varligini
gosterir ki bu da negatif bir test sonucu demektir. Renk degisiminin olmamasi nitratin
nitrit digindaki bilesenlere rediiklendigini gosterir ve bu da testin pozitif oldugu

anlamina gelir (1).
2.4.7. Nitrat ve Nitritin Denitrifikasyonu

Bazi nonfermenterler nitratt ya da nitriti veya her ikisini de nitrojen gazina
rediikleyebilir. Ters ¢evrilmis bir Durham tiipii ile nitrat-nitrit broth veya agar ylizeyi
egimli bir tip kullanilabilir. Besiyeri karbonhidrat icermediginden pozitif
denitrifikasyon testini gdsteren nitrat ya da nitritli bir gaz olusmaz ki bu pozitif bir
denitrifikasyon testini gostermektedir. Broth testini yorumlamak daha kolaydir ¢iinkii
ters ¢evrilmis Durham tiipiinde toplanan gaz kolaylikla gozlenebilir. Egimli agarda gaz
kabarciklar1 genelde tiipiin dip kisminda toplanir ve testin pozitif oldugunu gosterir.
Denitrifikasyonda kullanilan besiyerlerinin ¢ogu nitrat ve nitriti birlikte igerir. Floresan-
denitrifikasyon ya da floresan-laktoz-denitrifikasyon seklindeki kombine besiyerleri
mevcuttur. Bu kombine besiyerleri ¢esidine gore reaksiyonlar degisiklik gosterse de

CDC tarafindan onerilmektedir (1).
2.4.8. indol Uretimi

Bazi zayif tepkime veren nonfermenterler i¢in indol iiretimi tespitinde kullanilan

yontemde kiigiik modifikasyonlara ihtiya¢ duyulur. Zenginlestirilmis triptofan igerikli
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bir besiyerine ihtiya¢ duyulur. Bazi nonfermenterlerce sadece az miktarda indol
tiretildigi icin, kiiltiir ortaminin yiizeyini az bir miktar ksilen ya da kloroform ile
kaplamak yararli olacaktir. Ksilen ya da kloroformu ¢ok az miktarda eklemeye dikkat
edilmeli, ¢linkii minimal dilusyon dahi indol konsantrasyonunu daha da diislirecek ve
Ehrlich ya da Kovac’s ayiract ile indol tespitinin duyarliligi diisecektir. Ayiracin
eklenmesiyle birlikte besiyeri ylizeyinde, fusya rengi olusumu indol olusumunu
gostermekte ve bu da pozitif test sonucuna karsilik gelmektedir. Delftia acidovorans
triptofandan indol yerine anthranilic asit denen bir madde olusturmakta ve bunun

sonucunda da balkabag turuncusu rengi ortaya ¢ikmaktadir.
2.4.9. Dekarboksilasyon

Bir aminoasidin dekarboksilasyonunu tespit etmede kullanilan Moller Yontemi
pH degisikligi temeline dayanir. Test edilecek organizmanin besiyerine inokiilasyonu ve
35°C’de 24-48 saatlik inkiibasyonunu takiben test ortaminda alkali bir mor renk
olusumu pozitif test sonucunu gdstermektedir. Cogu nonfermenter zayif dekarboksilaz
aktivitesi gostermekte ve pH indikatoér sistemini degistirecek yeterlilikte amin
olusturamayabilir. Yontemdeki bu eksiklik az miktarda (1/2ml) substrat kullanimi ve
yliksek oranda enzim konsantrasyonuna sahip lac fazindaki organizmalarin yogun
sekilde inokiilasyonu ile giderilebilir. Ayrica kiiltiir ortaminin yiizeyinin 4mm civarinda
vazelin ile kaplanmasiyla da duyarlilik arttirilabilir. Inokiilasyonun yapilmadig,
aminoasit icermeyen substrat kontroliiniin (negatif kontrol) kullanimi1 renk degisimini
karsilastirmada sarttir. Besiyerinde bulunan az miktardaki glukozdan asit olusumuna
bagl olarak ilk etapta meydana gelen sar1 renk nonfermenterlerde goriilmez, bunlarda
daha ziyade reaksiyon sonundaki kuvvetli alkali mor renk olusumu ile kontrol tiiplerdeki
daha agik mavi-yesil renk karsilastirilarak degerlendirme yapilir. Reaksiyonlar1 negatif
olarak degerlendirmeden Once tiipler 5 giine kadar 35 °C’de inkiibe edilmeli. Bir
indikator olarak Ninhidrin’in kullanildig1 diger sistemler dekarboksilaz aktivitesini tespit
etmede daha duyarl olabilir, ¢iinkii direkt olarak aminlerle reaksiyona girerek mor renk

olusturur (1).
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2.4.10. Acinetobacter ve Diger Nonfermenter Bakterilerin Identifikasyonda

Kullanilan Ticari Kit Sistemleri

Ticari kit sistemleri; zayif, gec lireyen ve biyokimyasal aktivetileri ge¢ ortaya

c¢ikan non fermenter bakterilerde yanlis sonuglar verebilir (1).
Oxi/Ferm Tube(Becton Dickinson Microbiology Systems, Cockeysville MD)
API 20E (BioMerieux, Hazelwood MO)
API 20NE(BioMerieux)
Remel Uni-N/F System(Remel, Lenexa, KS)
Crystal Enteric/Nonfementer System (Becton Dickinson Microbiology Systems)
RapID NF Plus (Remel)
Biolog System (Biolog, Hayward CA)
The Vitek Legacy System(BioMerieux)
The Vitek 2 System

The Microscan Walkaway—96, Walkaway—40, and Autosscan—4 System(Dade
Behring, West Sacramento CA)

The Sensititre AP80 System(TREK Diagnostic System, Cleveland, OH)
The Phoenix System(Becton Dickinson Microbiology Systems)
2.5. Acinetobacter’lerin Viriilans Faktorleri

Acinetobacter'ler patojenitesi diisiik bakterilerdir. Polisakkarit yapisindaki
kapsiilii L-rharnmoz, d-glukoz, D-glukuronik asit, D-mannoz'dan olusmaktadir.
Polisakkarit kapsiiliin bakterinin yiizeyini daha hidrofilik yapmasi, fimbrialarin epitel
ylizeyine adezyon yetenegi, doku lipitlerini pacalayan enzimlerin iretilmesi, hiicre
duvarindaki lipit A ve lipopolisakkaritlerin toksik etkileri bakterinin viriilansini arttirir.
Septisemi sirasinda olusan semptomlardan endotoksinler sorumludur. Viriilanstan
sorumlu onemli bir faktor de slime olusturmalaridir. Acinetobacter’lerin yaklasik %14

slime olusturmaktadir. Slime notrofillere karsi sitotoksisite ve peritoneal eksudaya
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nétrofil migrasyonunun inhibisyonunda &nemli rol oynar (18,46). Uremesi igin gerekli

demiri insan viicudundan saglamasi diger bir viriilans 6zelligidir (47).
2.6. Acinetobacter’lerin Sebep Oldugu Infeksiyonlar

Acinetobacter ~ baumannii, yogun bakim initesinde siddetli hastane

infeksiyonlarindan sorumlu, 6nemli bir firsat¢i patojendir (4).

Acinetobacter tiirleri pnémoni (en sik endotrakeal tiip ya da trakeostomilerle
iligkili), endokardit, menenjit, deri ve yara infeksiyonlari, peritonit ve iriner yol
infeksiyonlar1 gibi ¢esitli infeksiyonlara neden olabilmektedir. Konjunktivit,
osteomiyelit ve sinovit gibi sporadik vakalar1 da bildirilmistir (1-3). Ozellikle hastane
yogun bakim iinitelerinde yatan hastalardaki ventilator-iligkili pndmoni basta olmak
tizere nozokomiyal pnomoni ajani olarak da baskin role sahiptir (4,5). A. ursingii
hastanede yatan hastalarda kan yolu infeksiyonlar1 etkeni olarak gdsterilmistir (48). 4.
junii Ozellikle pediatrik hastalarda okiiler infeksiyon ve bakteriyemilerin nadir bir
etkenidir (49). HIV (+) bir hastada toplum kaynakli bir 4. radioresistens bakteriyemisi
rapor edilmistir (50).

2.7. Acinetobacter’lerde Antibiyotik Direnci

Acinetobacter tiirleri birgok antibiyotige diren¢ gosterme egilimindedir. Ancak
A. Iwoffii diger tlirlerden daha duyarlidir. Penisilin, ampisilin ve sefalotine hemen hemen
tiim grup tyelerinde direng gozlenmekte olup, suslarin ¢cogu kloramfenikole direnglidir
(51). lkinci ve iiciincii kusak sefalosporinlere ve trimetoprim/sulfametoksazole
duyarliliklarinin degisken oldugu rapor edilmistir. Son yillarda Acinetobacter tiirleri
arasinda aminoglikozidlere direncin artma egiliminde oldugu disiiniilmektedir. Yine
nozokomiyal salginlarda karbapenem direncgli Acinetobacter tiirlerini de igeren g¢oklu

ilag direnci gdsteren suslarda bir artis goriilmektedir (31,32).

Acinetobacter  tirleri icin  antimikrobiyal duyarliik testi  problem
yaratabilmektedir. CDC’ de Swenson ve ark. Kullandiklar1 standardize mikrobroth
dilusyon testi sonuglarinin bazi antibiyotikler i¢in standardize disk difuzyon yontemi

sonuglartyla uyusmadigini gérmiigler. Mikrobroth dilusyon yontemiyle B-laktam ve B -
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laktam inhibitér kombinasyonu antibiyotiklere tipik olarak daha fazla direng goriilmesi

gibi major hatalar siktir (52).

Bir aminoglikozid ve tikarsilin ya da piperasilin ile kombine tedavi sinerjistik
etki gosterir ve ciddi infeksiyonlarda etkili olabilir. Baz1 calismalar ¢oklu direng
gosteren Acinetobacter infeksiyonlar1 i¢in ampisilin veya sefoperazon ile sulbaktam
kombinasyonunun klinik yararim1 kanitlamistir (53-55). Coklu direngli Acinetobacter’

lere kars1 aktif oldugu gosterilen tek antibakteriyel ajan kolistindir (56).
2.7.1. Antibiyotiklere Direncin Biyokimyasal ve Genetik Mekanizmalar1

Acinetobacter’lerde tiirler arasinda antibiyotik diren¢ genlerinin transferinde

konjugasyon mekanizmasi 6nemli rol oynar (18.57)

Plazmidler ve transpozonlar ¢ogu prokaryot organizmalar ve Acinetobacter
tiirlerinin biyolojisinde onemli rol oynarlar. Acinetobacter'lerin %80 oraninda farkl
biiytikliiklerde ¢ok sayida plazmid tasidiklar1 bildirilmektedir. Sadece birkag ¢alismada;
diren¢ genlerinin plazmid araciligi ile transferi gosterilmektedir. Ayrica kromozomda
lokalize transpozonlar araciligiyla cogul antibiyotik diren¢ geninin tasindigi rapor

edilmistir (18).
2.7.1.1. Beta Laktam Antibiyotiklere Diren¢ Mekanizmalar:

- 1lk olarak ESBL 1980’lerin ortasinda tanimlandi. Bir veya daha fazla aminoasit
yerine gegen TEM ve SHV plazmid aracili penisilinazlar ¢ok 6nceki mutant

orneklerdi.

*  Mutasyonlar oksimino gruplarinin sapmasina neden olan ve § laktam halkasina

saldiran aktif bolgeleri arttirmaktadir.

>200 den c¢ok mutant tiim oksimino-sefalosporinlere saldirmakta fakat alfa
metoksi sefalosporinlere ( sefamisin) veya karbepenemlere etki edememektedir

(58).

Bakterilerin sitoplazmik membranlar1 {izerinde bulunan ve bakteri hiicre

duvarinda peptoglikan sentezinden sorumlu olan penisilin baglayici protein adi
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verilen hedef proteinlere baglanarak etkilerini gostermektedir. Beta-laktam
antibiyotiklerin hedeflerine baglanmalar1 ve etkinlik gostermeleri i¢in gram
negatif bakterilerde porin adi verilen i¢i su dolu protein kanalciklardan
gecmeleri, sitoplazmik membranla dis membran arasindaki periplazmik boslukta

yer alan beta-laktamazlardan etkilenmemesi gerekmektedir (59,60).

* Verilerin sirasina gore B laktamazlar 4 smifa ayrilirlar, her biri genellikle

plazmid aracili veya kromozomal tipi igerir.
*1970’lere kadar ¢ogu izolat antibiyotiklerin ¢coguna duyarliydilar.

* Daha sonra A.baumannii her antibiyotik sinifina direng gelistirebilecek bir

meyile sahip oldugu gosterilmistir (61).

+ Klasik penisilinazlar yaygindir. Ve bir ka¢ izolatta ESBL ve VEB-1 enzimli bir
kopya kuzey dogu Fransa’da bulunmustur. 2003-2004 (62).

* 1990’larin son donemlerinde karbapenemler Acinetobacter infeksiyonlarinda
kullanilan tek ajandi. Son yillarda karbapenem direnci artmaktadir. Uzak doguda
baz1 salginlarda IMP ve VIM metallo B-laktamazli klonlar1 vardi. Non (-

laktamazli izolat direnci de rapor edilmistir (63).

« Biitlin 4. baumannii izolatlar1 6zel bir D smifi karbapenemazi olan OXA-51
benzeri enzimine sahiptir. Acinetobacter’e karst karbapenem aktivitesinin
erozyonu verilen alternatif ajanlarin yetersizligini ortaya koymakta Tedavi
intravendz polimiksinlere bagli olmaya basladi. Yeni bir tetrasiklin tiirevi olan
tigesiklinin  alternatif olup olmadigi ve pnomonilerde polimiksinlerin
eklenmesinin degerli olup olmadig1 yiliksek konsantrasyonlarda verilmesi

tartisma konusudur (58).

2.7.1.2. Aminoglikozitlere Diren¢c Mekanizmalari

Acinetobacter  infeksiyonlannin  tedavisinde aminoglikozitlerin  siklikla

kullanilmasi sonucunda bu antibiyotiklere direng gelisimi artmaktadir. Acinetobacter
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suslarinda  aminoglikozit  modifiye  edici  enzimlerinden  asetiltransferaz,
nukleotidiltransferaz ve fosfotransferaz enzimleri ile aminoglikozitlere direng
gelismektedir. Aminoglikozit direng genleri plazmid ve transpozon kaynaklidir (18,64).
Ancak bu enzimlerin sikliklar tilkelere gore degismektedir. Bazi suslar ise birden fazla
tipte aminoglikozit direng geni igerebilmektedirler. Ayrica sadece A. haemolyticus 'un
icerdigi AAC(6')-Ig geni amikasin direncinden sorumludur ve bu tiirlin

identifikasyonunda kullanilabilir (18).
2.7.1.3. Kinolonlara Diren¢ Mekanizmalari

Mekanizma tam bilinmemesine ragmen Acinetobaeter’ lerde 4-kinolanlara
kolaylikla direng gelismektedir (18). Diger organizmalardaki 4-kinolanlara direngten
ozellikle gyr4 mutasyonlari ile olusan DNA giraz subunitindeki yapisal degisiklikler
sorumlu tutulmaktadir. Bu gen bolgesinde Gly—81,Ser—83, Ala—84 ve GIn-106'nin yerine
degisik aminoasitler gegmesi ile direng gelismektedir. Nadir goriilen yiiksek diizey
directen ise subunit B'deki degisikliklerin sebebi sonucu olusan gry B mutasyonlari

sorumludur (18,65).

Baska bir direng mekanizmasi ise Acinetobacter hiicre duvarlarinin
antibiyotiklere kars1 az gegirgen olmasidir. 4-kinolanlara kars1 direngte dis membrandaki

degisiklikler sonucu igeriye alinmanin azalmasi sorumlu tutulmaktadir (18).
2.7.1.4. Diger Antibiotiklere Diren¢c Mekanizmalari

Yiiksek diizey trimetoprim direnci (MIC>1000 mg/L) konjugatif plazmitte
bulunan transpozonlardaki ¢oklu diren¢ genleri ile iligkilidir. Benzer olarak

kloramfenikol asetiltransferaz I (CATI) geni kromozom ve plazmid DNA's1 ile iligkilidir
(18).
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Tablo 3. Acinetobacter'lerde bulunan antibiyotik diren¢ mekanizmalari

ANTIBIYOTIK MEKANIZMA

B-LAKTAMLAR Penetrasyonun azalmasi

Hedef molekiilde degisiklik

B-laktamaz (plazmid ve kromozomal), GSBL (PER-I)
IMIPENEM Imipenemaz
FLOROKINOLONLAR Hedef molekiilde degisiklik

Penetrasyonun azalmasi Aktif disar1 atma
AMINOGLIKOZITLER Enzim ile modifikasyon

Iceri alinmanin azalmasi

2.8. Acinetobacter'in Epidemiyolojisi

Acinetobacter'ler viicudun koltuk alti, kasiklar, parmak aralar1 gibi nemli
bolgelerinin florasinda yer alirlar. Hospitalize hastalarda ve cesitli salginlarda cilt,
bogaz, solunum sistemi ve sindirim sisteminde yliksek diizeyde kolonizasyon gosteren
olgular yaymlanmistir. Yogun bakim iinitelerinde mekanik ventilasyon uygulanan
hastalarda bu cihazlarin kontaminasyonu nedeniyle solunum yollarinda kolonizasyon
cok ytiksektir. Buradan saglik personelinin ellerine bulasmakta ve yayilmaktadir. Ayrica
yogun bakima yatan hastalarda Acinetobacter 'lerin orofaringeal ve sindirim yolu

kolonizasyonu salginlar i¢in dnemli bir rezervuardir (18-20).

Nozokomiyal Acinetobacter infeksiyonlari her bolgeyi tutabilir. Ancak ozellikle
solunum sistemi, cilt ve yaralarda yaygindir. Cilt ve solunum yollarindan izole
edilenlerin biiyiik kism1 kolonizasyon olarak degerlendirilir. Izolasyon orani son yillarda
artmaktadir. Gelecekte hastane infeksiyonu salginlarinda oOnemli yer tutacagi

bildirilmektedir (18,66).
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Salginlarin ~ O6nlenmesi  klasik  epidemiyolojik  bilgiler yaninda, etken
mikroorganizmanin kaynak ve bulas yollar1 hakkinda belirleyici bilgiler saglayan sus
tiplendirme yontemlerinin de katkisi fazladir. Sus tiplendirilmesi mikroorganizmalarin

izole edildigi farkl kaynaklar arasindaki iligkiyi ortaya koymaktadir.
2.9. Acinetobacter’lerin tiplendirmesinde kullanilan yontemler

Nozokomiyal infeksiyonlarin epidemiyolojisinin ve patojen kontrol metodlarinin
belirlenmesinde patojenlerin yayilimim ve iliskililigini bilmek gerekir. Patojen
tiplendirmenin rolii epidemiyolojik olarak iliskili izolatlarin ayn1 zamanda genetik olarak
da iliskiligini saptamaktir. Gegmiste nozokomiyal patojenlerin bu tip bir analizi biyotip,
serotip, bakteriyofaj ya da bakteriyosin tipleri ve antimikrobiyal duyarlilik profilleri gibi
fenotipik karakteristiklerinin karsilastirilmasina dayandiriliyordu. Bu yaklasim DNA
temelli yeni teknolojilerde ya da molekiiler analiz uygulamalarindaki geligsmelerle
birlikte son 20 yildir degismeye basladi. Bu DNA-temelli molekiiler metodlar; PFGE ve
diger restriksiyon bazli metodlar, plazmid analizi ve PZR bazli tipleme metodlarindan
olusmaktadir. Nozokomiyal patojenlerin tiplemesinde kullanilan molekiiler metodlarin
isbirligi, suslarin akrabaligina iliskin daha temel bir degerlendirme elde etme c¢abalarina
yardim eder. Patojenlerin klonal iligkisini saptamanin amaci; organizmanin kaynaginin
tanimlanmasi, infeksiyoz suslari, noninfeksiyozlardan ayirmak ve infeksiyonun relaps
m1 yoksa reinfeksiyon mu oldugunu anlamaktir. Hastane kaynakli infeksiyon etkeni olan
tirlerin ¢ogu ayni zamanda yaygin kommensal organizmalardan olusmakta ve bu
ylizden ‘“hastadan elde edilen izolat infeksiyona neden olan patojenik bir sus mudur?
Yoksa infeksiyon kaynagi olmayan kommensal bir kontaminant midir?” karar
verebilmek dnemli. Yine ayni sekilde, “ilk infeksiyon etkeninden farkl bir sugla yeni bir
infeksiyon mu? Gelismis (reinfeksiyon) yoksa orijinal infeksiyonun muhtemel bir relapsi
mi1 s6z konusu?” ayrimini yapmak oldukc¢a onemlidir. Eger relaps s6z konusu ise ilk
tedavi rejiminin etkili olmadig1 ve altenatif tedavi rejimine ihtiya¢ duyuldugu anlamina

gelmektedir (21-30).

Patojenler klinik epidemiyolojik verilerle desteklenen molekiiler tipleme

metodlart kullanilarak tanimlanmis salgin ile iliskilendirilir. Ardindan bulasin sekli
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(rezervuar ve vektdr) ve alinan spesifik kontrol onlemlerini de igeren infeksiyonun
epidemiyolojisi hakkinda neden-sonug iligkisine iliskin bir hipotez iiretilir. Infeksiyon
kontrol 6nlemlerinin etkililigi ve tedavi rejiminin etkinligini degerlendirmek igin siirekli

surveyans sarttir.
2.9.1. Fenotipik yontemler

Organizmalarin identifikasyon ve tiplemesinde kullanilan ilk metotlar fenotipik
ozelliklerine dayaniyordu. En yaygin kullanilan tekniklerden biri biyotipleme ya da
biyokimyasal reaksiyonlari, morfolojileri ve ¢evresel toleranslarindaki farkliliklar gibi
ozelliklerine bagl olarak suslarin ayrimidir. Biyotipleme siklikla mikroorganizmalarin
farkli biliyiime ortamlarindaki bilesenleri kullanma ve bazi kimyasal reaksiyonlari
gerceklestirme yeteneklerine bagli olarak saptanmalart i¢in kullanilir, fakat ayni
zamanda organizmalar arsindaki biyokimyasal farklilik ile iliskili olarak belli bir tiiriin
tiyelerini ayirmada da yardime1 olabilir. Biyotipleme su anda da tiirlerin identifikasyonu
icin dizayn edilmis otomatize sistemler araciligiyla laboratuvarlarda rutin olarak

kullanilmaktadir (21).

Antimikrobiyal duyarlilik testi klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda yaygin olarak
yapilan bir testtir. Antimikrobiyal duyarlilik testi otomatize broth mikrodilusyon ya da
disk difiizyon yontemleri kullanilarak yapilir. Hem disk difiizyon hem de broth diliisyon
dikkatlice standardize edilmektedir ve bdylece laboratuvarlar i¢i ve arasinda
tekrarlanabilirligi yiiksektir. Genetik ve epidemiyolojik olarak iligkili olmayan izolatlar
ayn1 duyarlilik paternini verebileceginden dolay1r cogu epidemiyolojik caligmada
antibiyogram sinirlt degere sahiptir. Aslinda c¢ogu kez hastae ortamindaki bu
antimikrobiyal diren¢ fenotiplerinin dagilimimi ¢aligmak i¢in farkli genotipleme

metotlar1 kullanilir (67,68).

Serotiplendirme bir dizi antikor kullanilarak bakterilerin ylizeyindeki antijenlerin
tespit edilmesi yoluyla antijenik c¢esitliligin gdsterilmesidir. Serotipleme metotlar1 bazi
bakteriyel patojen tiirlerin taksonomik simiflandirilmasinda 10 yildir kullanilmaktadir.
Serotipleme ayn1 zamanda Klebsiella ve Pseudomonas gibi nozokomiyal patojenlerin tiir

ici sus ayriminda epidemiyolojik deger tasimaktadir. Bikag farkli yolla serotipleme
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yapilabilir. En ¢ok bir bakteriyel hiicre siispansiyonunun antikor paneli ile karistirildig:
direkt antijen-antikor agliitinasyon yontemi kullanilir. Agliitinasyon profillerine gore

serolojik tipe karar verilir (21,69-71).

Bakteriyofaj ve bakteriyosin tiplendirmesi epidemiyolojik olarak bakterilerle
smirhdir. Bakteriyofaj tiplemesi belli bir takim faja direngli ya da duyarlilik paternine
dayanarak bakterilerin simiflandirilmasidir. Bakteriyofajlar bazi bakterilerin hiicre
duvarlarina tutunarak igeri girip ¢ogalabilen ve ¢cogu kez hiicrenin lizizine neden olan
virlislerdir. Bu olay hiicre ylizeyindeki fajin baglanacagi reseptoriin uygunluguna
baghdir. Siklikla patojenlerin farkli suslart farkli reseptor kohortlarina sahip olup, bu da
farkli lizis profillerine yol agar. Bakteriyofaj tiplemesi biyolojik olarak aktif fajlarin
yaygin olarak bulunamamasindan ve ydntemin teknik zorlugundan dolay:1 kolaylikla
yapilamamaktadir. Buna ilaveten suglar diger bakteriler tarafindan iiretilen genellikle
proteinlerden olusan bir dizi heterojen maddeye karsi duyarliliklarina gore de
tiplendirilebilir. Bu inhibitér maddeler ya da bakteriyosinler ¢ogunlukla yakin iliskili
tiirlein gelisimini smirlar. Bakteriyosin tipleme faj tiplemesindeki eksiklikler benzer

nedenlerden dolay1 sinirl kullanima sahiptir.

Fenotipik metotlarin dezavantajlari: Nozokomiyal patojenlerin karakterizasyonu
icin fenotipik metotlarin kullanimi bununla birlikte bu metotlar mikroorganizmlarin
tiplendirilmesinde baz1 eksikliklere sahiptir. Serotiplemenin kisitlayiciligl; belli
antiserumlarin elde edilebilme zorlugu ve farkli yontemlerin standardizasyonu ile ilgili
problemler. Biyotiplemede; mikroorganizmalarin biyolojik ozelliklerini degistirebilen
gen ekspresyonu ve rastgele mutasyonlardaki varyasyonlardan dolayi ayirim giicii
diistikligii. Biyotipleme enterokoklar gibi nadir biyokimyasal ¢esitlilige sahip sulari
ayiramamakta ve bu ylizden epidemiyolojik c¢alismalarda yetersizdir. Bakteriyofaj
tiplemesi ¢ok emek gerektiren zahmetli bir yontemdir ve ¢ogunlukla tekrarlanabilirlik ve
standardizasyonu zayiftir. P. aeruginosa ve Candida tirleri gibi kolaylikla
tiplendirilemeyen organizmalar i¢in diger fenotipik metodlar basarisiz olursa
bakteriyosin tiplemesi yararli olabilir. Bu smirlandirmalara ragmen fenotipik

karakterizasyon infeksiyon hastalikarinin yonetiminde dnemli bir rol oynamaya devam
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etmektedir. Ornegin, rutin antimikrobiyal duyarlilk testi klinik mikrobiyoloji
laboratuvart i¢in essiz bir antimikrobiyal direng paterni saglamakta ki bu da siklikla
hastalar arasinda potansiyel hastalik problemlerinin erken bir gostergesi olarak gorev

yapmaktadir (21,72—74).
2.9.2. Genotiplendirme metotlari

Hastane kaynakli infeksiyonlarin kontrolii ve calisilmasina genotipik metotlar:
uygulamadaki amag; nozokomiyal bir salgin sirasinda toplanan epidemiyolojik olarak
iligkili izolatlar arasinda bir bag kurabilmektir. Baska bir deyisle, nozokomiyal bir salgin
izolatlar1 genetik olarak iliskilidir ve bu yiizden de ayni sustan koken alirlar. Boylece,

infeksiyon kontroliinde sus tiplemenin kullanimi bazi ilkelere baglidir;

1. Salgnla iligkili izolatlar tek bir (ortak) prekiirsor ya da klonun yakin

soyundan olmali,
2. Buizolatlar ayni1 genotipe sahip olmali
3. Epidemiyolojik olarak iliskisiz izolatlar farkli genotiplere sahip olmali

Bu kurallarm bazi istisnalar1 var. Ornegin, eger bir tiir ya da subtipin igindeki
genetik cesitlilik smirlt ise ya da eger genotipleme ydntemi nonklonal izolatlar
ayirmada yeterli degilse; epidemiyolojik olarak iliskisiz izolatlar benzer ya da ayirt
edilemez genotiplere sahip olabilir. Bazen de salgin sirasinda mutasyon, plazmid
aktarimi gibi genetik olaylar olabilir, boylece suslarin benzer olup olmadigini bilmek
yeterli olmayabilir fakat daha ziyade izolatlarin nasil iligkili ya da iliskisiz oldugunu

bilmek sart olabilir (21).
2.9.2.1. PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis)

Kromozom hiicrenin kimligini belirleyen en 6nemli bilesendir ve bu yilizden
suglar arasi iligkililigi tespit etmede ayricalikli bir 6l¢iim sunar. Kromozomal DNA’nin
restriksiyon enzimleri ile kesimi sonucu farkli boyutlarda bir dizi fragment olusur ve
agaroz jel elektroforezi ile analiz edildiginde bu fragmentler farkli paternler olusturur.
Enzimler ¢ogunlukla bakteriyel kromozomdaki sayisiz taninmis bolgelerdeki DNA’y1

kesmek i¢in kullanilir ve ardindan ¢ok sayidaki bant fragmentini yeterli ve dogru olarak
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karsilastirmak igin konvensiyonel agaroz jel elektroforezi yapilir. Son zamanlarda analiz
icin DNA’y1 daha az siklikta kesen restriksiyon enzimleri kullanilmaktadir. Olusan DNA
fragmentleri konvensiyonel agaroz jel elektroforezi ile ayristirilamayacak kadar
biiyiiktiir. Genellikle PFGE olarak siniflandirilan birkag alternatif metod bu biiyiik DNA
fragmentlerini ayirabilmektedir (75—-79). Konvensiyonel agaroz jel elektroforezinde 40—
50 kb tizerindeki DNA fragmentlerinin yeterli oranda yiiriimesi miimkiin degildir.
PFGE’de DNA’nin ayristirildig: elektriksel alanin yonii peryodik olarak degistirilerek
cogunlukla megabaz-boyutlu DNA olarak adlandirilan 1,000 kb’dan daha uzun DNA
molekiillerinin ayristirilmast miimkiin kilinmaktadir. PFGE metotlarinda, farkli acilarda
ve belirli araliklarda yonu degistirilen elektrik akimiyla DNA pargalarinin
biiytikliiklerine gore ayristirilmasi saglanir. En yaygin kullanilan iki sekli vardir; CHEF
(contour-clamped homogenous electric field) ve “field inversion” (alan degistirme) jel
elektroforezi. “Field inversion” jel elektroforezinde peryodik olarak 180° tersine
cevrilen elektriksel alanin oryantasyonunun saglandigi konvensiyonel bir elektroforez
tank1 kullanilir. CHEF’de ayristirma igin son derece yeterli elektrik alan kosullarinin
saglayan c¢oklu elektrotlara sahip daha kompleks bir elektroforez tanki kullanilir. Tipik
olarak elektroforez cihazi 120° agilarla elektrik akiminin yoniinii degistirerek DNA
molekiillerine yon verir. CHEF cesitli antimikrobiyal-direngli bakterilerin yayilimin
degerlendirmede kullamilir. izolatlarin es ya da iliskili diye adlandirilan restriksiyon

endoniikleaz patern bulgulari tek bir sustan yayilimi gostermektedir.

PFGE ile olusturulan DNA fragment paternlerinin yorumlanmasi ve
nozokomiyal patojenlerin tiplemesinde epidemiyolojik olarak kullanigli bilgi haline
cevrilmesi i¢in klinik mikrobiyologlar PFGE paternlerinin nasil karsilastirilacagini ve
rastgele genetik olaylarin bu paternleri nasil degistirdigini anlamas1 gerekir. Ideal olarak,
PFGE izolatlar1 birbirleriyle ayn1 ve epidemiyolojik olarak iliskisiz suslardan tamamen
farkli olan bir salgin susunu temsil eder. Alternatif olarak, bir salgin sirasinda
restriksiyon profilini degistirebilen nokta mutasyonu ya da DNA’nin insersiyon ve
delesyonlar1 gibi rastgele genetik olaylar gerceklesebilir. Yorumlayict kriterin amaci
suslardaki gercek farkliliklari, bir nozokomiyal salgin sirasinda olabilecek rastgele

genetiksel polimorfizmlerden ayirabilecek bir klavuz olusturmaktir. Uygun yorumlayici
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kriter varsayilan salgin susu ve biribirinden farkli izolatlar arasindaki restriksiyon patern
degisikliklerini iliskilendirmek ve izolatin salgma ait olduguna dair olas1 bir tahmin
yiriitmek igin tutarli, obejektif bir rehber saglar. Bu iliskilendirme elde edilen patern
degisikliklerini yorumlamada gerekli ¢esitli genetik olaylar iizerinde yogunlagir (80-84).
Ciinkii organizmanin genetik bileseninin yalnizca kii¢iik bir kismi1 analiz edilmektedir,

benzer sonuglar veren izolatlar “ayirtedilemez” olarak siniflandirilir, “es” degil.

PFGE’nin yorumlanmasinda ¢ogunlukla Tenover tarafindan onerilen guideline
kullanilir (85). Buna gore 3 fragmentin 1 bant paterni farkliligi; tek bir genetik olay
sonucu olusmustur ve bu yilizden bu izolatlar yiiksek derecede yakin iliskili olarak
smiflandirilir. 6 restriksiyon fragmenti i¢in 4 bant farkliligt 2 genetik olay sonucu
olusmustur ve 7 restriksiyon fragmentinden daha biiyiik farkliliklar 3 ya da daha fazla
genetik olay sonucu olusmus demektir. PFGE analizinde 3 fragment ile farkli bulunan
izolatlar ayn1 susun epidemiyolojik olarak iligkili subtipini ifade edebilir. Bunun aksine,
3 restriksiyon fragmentinden daha fazla yerde farklilik gosteren izolatlar daha zayif bir
epidemiyolojik iligki gdsterebilir. PFGE ve diger tipleme metotlar1 kullanilarak yapilan
bazi aragtirmalar RE bolgesini degistirebilen ya da yeni bir RE bdlgesi olusturabilen ya
da plazmid, bakteriyofaj ya da insersiyon sekanslart ile iliskili DNA
insersiyon/delesyonlar1 gibi tek genetik olaylarin tahmin edilemeyecek kadar kisa siirede
hatta iyi tamimlanmis bir salgmin 1-3 ay1 iginde olabilecegini gostermistir. Salgin
susuyla karsilastirilan fragment paternlerindeki farklilik yoluyla 2 genetik degisim
olaymnin tespiti ile bir salgimla ilgkililigin belirlenmesi her zaman kolay olmamaktadir.
Sonuglar bu izolatlarin iligkili oldugunu gosterebilir (6zellikle de izolatlar 3—6 ay gibi
uzun bir zaman peryodunda toplanmissa), fakat ayn1 zamanda suslarin iliskisiz ve

salginin bir parcast olmadigi ihtimali de unutulmamalidir (72).

Cogunlukla nozokomiyal bir hastalik salgini durumunda, PFGE paternlerinin
analizi BioNumerics gibi bir yazilim program kullanilarak yapilir ya da DNA parmakizi
analizi i¢in mevcut diger programlardan biri kullanilarak yapilir. Rementeria ve
arkadaslar1 3 software paketinin (GelCompar version 4.0 [Applied Maths], Molecular
Analyst Fingerprinting version 1.0 [Bio-Rad, Hercules, CA] ve Biolmage version 3.2
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[Biolmage Corp., Ann Arbor, MI]) ve manuel goriintiileme sonuglarini karsilagtirmis ve
her bir metodun jel analizi i¢in kabul edilebilir sonuglar verdigini, ancak her metodun
belirledigi genotipler arasinda bazi farkliliklar oldugunu gormiisler (86). Az sayida izolat
profilinin ¢iplak gozle incelenmesi yapilabilirken, software programlar c¢oklu jellein
degerlendirilmesinde band paternleini normalize edebilmekte ve veribankasinda verileri
depolamaktadir, bu yiizden de c¢ok sayidaki sus profillerini karsilastirmada bu
programlar daha uygundur. Cogu analiz programlar1 ayni1 zamanda suslarin evriminin ve
izolatlar arasi atasal iligkinin belirlendigi filogenetik analizini saglayan algoritmalar
icerir (87,88). Genelde suslar %100 benzerlik gosteriyorsa es kabul edilir ve %80’den
daha fazla benzerlik gosteriyorsa klonal olarak iliskili kabul edilir. Tipik filogenetik cikt1
dendogram olarak ifade edilir ve sus neslinin ve gruplar arasi genetik benzerlik ve

farkliliklarinin gorsel bir temsilidir.

PFGE mevcut metotlar arasinda tekrarlanabilirligi ve ayirim giicii en yiiksek
yontemlerden biridir ve genelde cogu epidemiyolojik degerlendirmede tercih edilen

metottur.
2.9.2.2. Molekiiler Tiplendirmede Kullanilan Diger Yontemler (21)

Southern Blot Analizi-Ribotipleme: izolatlarin tiplendirimesinde az-kesen RE
enzimlerine ve PFGE’ne ilave olarak RFLP’de kullanilmaktadir. Southern blotlamada
yorumlanabilir bant sayisi elde edilir. Kromozomal DNA’y1 kesen tipik restriksiyon
enzimleri uygun analiz i¢in ¢ok sayida fragmente ayirir ve suslar arasi genetik
karsilagtirmaya olanak saglar. Bu smirlayici 6zelligin {istesinden gelebilmek igin
Southern blotlama kullanilabilir. Kisaca, bakteriyel DNA sik-kesen bir restriksiyon
enzimi kullanilarak kesilir, DNA fragmentleri agaroz jel elektroforezi ile ayristirilir ve
daha sonra fragmentler nitroseliilloz ya da naylon bir membrana transfer edilir. Sonra
0zgiil DNA dizilimlerinin kolorimetrik ya da radyoaktif madde ile isaretlendigi homolog
bir DNA pargas1 (prob) membrandaki DNA’ya tutturulur. Uygun kosullar altinda, prob
komplementer bir baz c¢iftine hibridize olur ve probla isaretli bant paternlei
degerlendirilir. Bu metodun ayirim giicii bakteriyel genomdaki hedeflenen genetik

elementlerin kopya sayisiyla ve elektroforezi takiben restriksiyon fragmentlerinin
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arasindaki dagilimiyla iligkilidir. Elde edilen fragmentlerin say1r ve biiylikliiglindeki
degisiklikler mikroorganizmalarin tiplemesinde kullanilir. Southern blotlamadaki en
yaygin gedeflerden biri rRNA genidir ve bu da ribotipleme olarak adlandirilir. Tipik
olarak, ribotiplemenin ayirim giici PFGE ya da diger PZR-bazli metotlardan daha az
olarak goriinmektedir; ancak bazi organizmalar bu metotla ¢alisilmaktadir.
Ribotiplemenin potansiyel bir avantaji son derece otomatizedir ve bdylece insan
giiclinde tasarruf saglanir ve kisiden kaynaklanan degisiklikler sinirlandirilmis

olmaktadir.

Plazmit Analizi: Plazmit tipleme bakteriyel tipleme araci olarak kullanilan ilk
molekiiler metottur. Plazmitler kendi kendine replike olabilen, sik¢a transfer edilebilen
prokaryotik sitoplazma igindeki ekstrakromozomal DNA elementleridir. Plazmit
izolasyonunu takiben tipleme yapilir ve agaroz jel elektroforezi ile plazmitlein say1 ve
biiytikliikleri karsilastirilir. Baz1 bakteriler 100-150 kb gibi ayristirilmalart zor olan
biiylik plazmitlere sahiptir; bu suslar igin, yonteme plazmit izolayonunu takiben bir RE
kesim basamagi ilave edilir ve olusan c¢ok sayidaki fragment sayesinde suslarin
iligkililiginin yorumlanmasi daha kolaylasir. Plazmit restriksiyonu ayni zamanda 50
kb’dan daha kiiciik plazmitlere sahip Stafilokok ve Enterokok analizi i¢in yaygin olarak
kullanilir. Resriksiyon enzim analizinin yonteme dahil edilmesi yontemin ayirim giiciinii

artirir.

Plazmit igeriginin degerlendirilmesi genelikle sus iligkililiginin belirlenmesinde
kullanigh degildir. Eger siipheli bir nozokomiyal salgin izolatlar1 3 ya da daha fazla
ortak plazmit igeriyorsa (15 kb’dan daha kiiciik plazmitlere ilave zayif bant gibi goriinen
acik sirkiiler ya da lineer formlar harig) istisnai bir durum olabilir (koagiilaz negatif
stafilokoklar, K. pneumoniae ve diger Gram negatif basiller gibi suslarda yaygin olarak
gorildiigii gibi). Bu durumda ilave testler yapilmaksizin epidemiyolojik olarak iligkilidir
denilebilir. Daha az plazmit ile testin ayirim giicli azalir. Benzer antimikrobiyal direng
profili gosteren ve PFGE ya da diger yontemlerle klonal iliski saptanmayan izolatlarda

plazmit yayilimindan siiphelenilebilir.
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Plazmit analizi farkli PFGE profili gosteren izolatlar arasinda ve hastanedeki
farkl1 organizma tiirleri arasindaki evrimin ve antibiyotik direncinin yayilimimnin
belirlenmesinde uygulanabilir. Plazmitler genelde endemik ve epidemik suslar
arasindaki ayrimi yapmaya yardimci olmaz, ¢iinkii plazmitler sonradan kazanilabilen ya
da kaybedilebilen hareketli ekstrakromozomal DNA fragmentleridir. Epidemiyolojik
olarak iligkili izolatlarin farkli plazmit profili gosterebilmeleri bu plazmit hareketliliginin
bir sonucudur. Cogu plazmit antibiyotik diren¢ determinantlar1 tasir ve bunlar
plazmitlerin ve kromozomun i¢ine ya da digina tagmabilen hareketli genetik elementler
(transpozon) iizerinde bulunabilir ki bu da plazmidin DNA kompozisyonunun hizla
degisebilecegi anlamma gelir. Plazmit igeriginin analizi bir diren¢ 06zelliginin
yayillimindan sorumlu epidemik bir plazmitin arastirilmasiyla smirlidir. Antibiyotik
direncini eksprese etmede nozokomiyal organizmalara selektif bir baski, bdyle

plazmitlerin suslar ve diger tiirler arasinda hizla yayilimina neden olabilir.

Klonal olarak iligkisiz suslar arasinda plazmit yayilimini1 degerlendirmek igin
diren¢ plazmitlerinin izolasyonu ve restriksiyon analizi sarttir. Farkli tiirlerden izolatlar
ya da aym tiiriin PFGE ve plazmit icerigi profili farkli olan izolatlar1 benzer direng
genlerine sahipse bir transpozon epidemisi diisiiniiliir. Potansiyel bir transpozon
epidemisini belirlemede daha detayli analiz i¢in transpozonun PZR ve DNA
sekanslamasi1 yapilabilir. Nozokomiyal patojenlerin epidemiyolojisini agiklamada ¢ogu
Gram negatif organizmalar sadece tek bir ve cogunlukla son derece korunmus plazmite
sahiptir ve bu plazmit epidemiyolojik olarak iligkisiz suslarda bile RE ile kesim sonrasi
benzer paternler gosterir; bu yiizden bu ya da buna benzer 6zellikteki izolatlar igin ilave

tipleme tekniklerinin kullanimi 6nerilmektedir.

PZR Aracili Tipleme Metotlari: PZR bir hedef niikleik asit sekansinin gok
miktarda sentezinin saglandigi bir in-vitro biyokimyasal reaksiyondur. Yontem igin
gerekenler; 1) tiplendirilecek olan organizmadan elde edilen kalip DNA, 2) amplifiye
edilecek olan kalip DNA iizerindeki dizinin yaninda olacak sekilde dizayn edilmis iki
komplementer oligoniikleotid primer 3) isi-stabil DNA polimeraz. PZR primerleri

polimerazin bazlar1 eklemesi i¢in bir baslangis noktasi olarak gorev yapar ve kaliba
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komplementer olarak bir dizi eklenir. Her amplifikasyon siklusu; ¢ift zincirli DNA’nin
tek zincir haline doniistiigii sicak bir denatiirasyon fazi (94-96 °C), primerlerin tek zincir
iizerindeki hedef diziye baglandig1 bir baglanma fazi (54 °C) ve bir uzama fazindan (72
°C) olusur. Uzama faz1 boyunca DNA kopya sayis1 2 katina ¢ikar ve ¢ift zincirli DNA

molekiiliiniin ¢ok sayida kopyasi olusturulmus olur.

Multipleks PZR: PZR tiplemesinin etkinligini artirmak ve reagent maliyetini
diisiirmek i¢in tek bir reaksiyon tiipiinde ¢oklu primer seti kullanilarak yapilan PZR
yontemidir. Primerlerin dizaym onemlidir. Ornegin primerlerin tiimii ¢ok yakin bir
optimum annealing 1sisina sahip olmali ve ayrica amplifikasyon iiriinleri yorumlamay1
kolaylastirmak i¢in birbirinden oldukg¢a farkli biiyiikliikte olmali. Eger amplifikasyon
tiriinleri ¢ok yakin biiytikliikte olursa amplifikasyon {irliniiniin 6zdesligine karar vermek
zorlasir. Yine ayrica farkli primerlerin karistirilmasi potansiyel olarak amplifikasyon
isleminin engellenmesine neden olabilir, bu yiizden reaksiyonun, 6zellikle de reaksiyon

karisiminda bulunan ¢ok sayidaki primer ¢iftinin optimizasyonu zordur.

Nested PZR: PZR’da asir1 bir duyarlilik ve o6zgiillige ihtiyag duyuldugunda
yapilabilir. Ardisik olarak 2 PZR primer seti kullanilir. ilk primer seti hedef bir diziyi
amplifiye etmede kullanilir (ikinci primer seti i¢in duyarlilik arttirilir); amplikon ikinci
bir amplifikasyonda kalip olarak kullanilir ve ilk amplikonun i¢ kisminda bir bolgeye
Ozgi ikinci primer seti kullanilir. Eger ilk amplifikasyonda uygun hedef amplifiye
edildiyse ikinci amplifikasyon gergeklesir; eger ilk amplifikasyon nonspesifik ise ikinci
amplifikasyon gerceklesmeyecektir ki bu da o6zgilligi arttirir. Nested PZR’m bir
dezavantaj1 reaksiyon tlipi 2. primer seti konulacagi zaman acilir ve bdylece calisma

ortaminin amplifiye DNA ile kontaminasyonu s6z konusudur.

AP-PZR (Arbitrarily primed PZR) ve randomly amplified polymorphic DNA
assay: Her ikisi de rastgele bir primerin kullanildigi PZR teknigidir. Amplifikasyonda
kullanilan rastgele primer herhangi bir spesifik bakteriyel DNA dizisini amplifiye etmek
icin hedeflemez. Primerin rastgele baglanmalari, amplifikasyon sirasinda kullanilan
diisik annealing 1sis1 ile saglanir ve bunun sonucu olarak ¢ok sayida rastgele

kromozomal bdgelere eksik hibridizasyon ile DNA sentezi gergeklestirilir. Eger
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primerlerin ikisi de komplementer zincirler lizerinde DNA fragmentinin sentezini
saglamak i¢in birbirlerine yeteri kadar yakin baglanirsa amplifikasyon devam eder.
Yontem nozokomiyal patojenler i¢in 6teki tipleme metotlarinin ¢ogundan ¢ok daha hizli
olsa da, standardizasyonu saglanamamistir. Reaksiyon kosullarindaki ya da
reagentlardaki kiiciik degisiklikler sonuclarin tekrarlanabilirli§ini zorlastirabilir ve
olusan bant paternlerinde farkliliklara neden olabilir. Bu yilizden, potansiyel salgin
suslar1 arasinda karsilastirma yapmak ¢ok zor olabilir. Sik1 kontrol edildiginde, 6zellikle
farkli primerlerle ¢oklu amplifikasyonlar yapildiginda AP-PZR yiiksek diizeyde bir

ayrisma saglayabilir.

AP-PZR sonuglarinin yorumlanmasi bazen zordur, ¢iinkii AP-PZR varyasyonu
spesifik genetik olaylar ile siki iligkili degildir. Bu yilizden daha 6nce PFGE i¢in
belirlenen kurallar tipik AP-PZR paternlerine uygulanamaz. Eger suslar es fragment
paternlerine sahipse ya da 3 veya daha fazla fragment fakliligina sahip paternler
s0zkonusu ise yorumlama daha kolaylasir ve sirasiyla ya klonal ya da iliskisiz olarak
adlandirilir. Fakat tek bir bant biiyiikliiglindeki bir degisikligi ya da birka¢ bant

yogunlugunu yorumlamada bir kriter yoktur.

AFLP (Amplified fragment length polymorphism): Restriksiyon enzimi ile
kesimin ve PZR’1n bir kombinasyonudur. DNA biri digerinden daha sik araliklarla kesen
2 farkli RE ile kesilir. Bu restriksiyon stratejisi ile ¢ok sayida fragment olusturulur.
Sonuglart daha uygun yorumlayabilmek i¢in izolatlarin karsilagtirilmasinda sadece

spesifik bir altkiime kullanilir.
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3. GEREC ve YONTEMLER
3.1. Hastalar ve Acinetobacter izolatlari

750 yatakli Inonii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezinde; Ocak 2005-Aralik
2007 tarihleri arasinda, servislerde yatan hastalarin laboratuvara gonderilen kiiltiir
orneklerinden tireyen, 130 hastaya ait 135 Acinetobacter susu ¢alismaya alindi. Kiiltiir
materyellerinde Acinetobacter spp. iireyen biitiin hastalar, hastanemiz Infeksiyon
Kontrol Komitesi tarafindan degerlendirilerek Amerika’daki Hastalik Kontrol ve
Korunma Merkezi (Centers for Disease Control and Prevention, CDC) kriterlerine gore
hastane infeksiyonu olup olmadiklarmma karar wverildi (89). Kolonizasyon veya
kontaminasyon olarak degerlendirilen kiiltiir sonuglar1 ¢alismadan ¢ikarildi. Bir hastanin
ayni donemde farkli kiiltlir numunelerinde {ireyen birden fazla bakteri oldugu
durumlarda g¢alismaya sadece bir numenede ilireyen Acinetobacter spp. alindi. Ayni
hastaya ait farkli donemlerde kiiltiir numunelerinde iireyen ve infeksiyon etkeni kabul

edilen Acinetobacter’ ler ¢alismaya alindi.
3.2. Epidemiyolojik Iliski ve Risk Faktorlerine Ait Bilgilerin Toplanmasi

Calismaya aliman hastane infeksiyonu kabul edilen her hasta icin hasta basina

gidilerek asagida sunulan ‘Bakteriyolojide Epidemiyolojik Calisma formu’ diizenlendi.
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Bakteriyolojide Epidemiyolojik Calisma formu

Dosya No:

Ad-Soyad:

Cinsiyet-Yas:

Hastaneye Yatis Tarihi:

Servis/Kaldig1 oda:

Hastaneye evden mi baska saglik kurulusundan m1 geldi?

Servisler arasi degisim?

Hizmet veren personel ve ortak kullanilan malzemeler:

Klinik Tani:

Hastaneye yatista infeksiyon var m1?

Yoksa infeksiyon ne zaman gelisti?

Kiiltiir alindi m1? Ne zaman?

Numune tipi:

Kiiltiir 6ncesi antibiyotik kullanimi var m1?

Kiiltiir sonrasi antibiyotik kullanimi var m1?

Cerrahi girisim/Anestezi/Invaziv girisim uygulandiysa; Ne zaman? Nerede? Ne tip?

Altta yatan hastaligi var mi1? Evet, ise ne?

Yataga bagli m1?

Beslenme tipi

Sondali m1?

Kiltir sonucu:

Antibiyogram sonucu:
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3.3. Bakterilerin Tanimlanmasi

Hastanede yatan hastalardan alinan klinik 6rnekler, kanli agara ekildi ve 35°C de
24 saat etiivde bekletildi. Acinetobacter diisiiniilen tipik kolonilerin gram boyamasi,
koloni morfolojileri, oksidaz ve glukoz, laktoz, siikroz fermentasyon aktivitelerine,
katalaz reaksiyonlarma bakildi. Phoneix 100 BD sistemi (Becton Dickinson

Microbiology Systems) ile identifikasyonlar1 ve tiir diizeyinde tanimlanmas1 yapildi.
3.4. Suslarin Antibiyotik Duyarhhk Profilleri

Klinik 6rneklerden izole edilen Acinetobacter suslarinin antibiyotiklere
duyarliliklari, Kirby Bauer disk difiizyon yontemiyle CLSI (Clinical Laboratory
Standard Institute) standartlarina uygun olarak yapild1 (90).

Kanli agarda iireyen saf Acinetobacter spp. suslart steril % 0.9 serum fizyolojik
icerisinde 0.5 Mc Farland olacak sekilde homojenize edildi. Steril ekiivyon yardimiyla
4mm kalinligindaki Miiller Hilton agar besiyerine ekildi. Antibiyotik diskleri 2cm
araliklarla yerlestirildi. 35°C del8- 24 saat etiivde bekletildi. 18—24 saat sonra okundu.

Kullanilan antibiyotik diskleri: piperasilin (100 pg), piperasilin/tazobactam(100
ng/10 png), sefepim (30 pg), seftazidim (30ug), seftriakson (30png), imipenem (10 pg),
gentamisin (10 pg), amikasin (30 pg), tobramisin (10 pg), doksisiklin (30 pg),
levofloksasin (5 pg ), Trimetoprim/sulfametoksazol (1.25 pg /23 upg ) ve
ampisilin/sulbaktam(20 pg) ile duyarlilik ¢aligmasi yapildi.

Disk diflizyon yontemiyle imipeneme direngli suslar, imipenem E-testle
dogrulanda.

Acinetobacter suglarinin netilmisine duyarliligini nonfermenter bakterilerdeki

netilmisin duyarlilifina gore degerlendirildi.

Pandrug direng ihtimali olan 34 Acinetobacter spp. susun kolitsin ve tigesiklin
duyarhiliklarina disk diflizyon yontemiyle bakildi. Kolistin duyarliligi nonfermenter
bakterilerdeki zon capina gore degerlendirildi. Tigesiklin duyarliligi i¢in Jones ve

arkadaslarinin yaptig1 ¢aligma referans alindi (91).
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3.5. Molekiiler Tiplendirme

Ocak 2005-Aralik 2007 tarihleri arasinda, servislerde yatan hastalarin
numunelerinde tireyen 135 Acinetobacter susuna PFGE c¢alisildi. PFGE uygulamasinda

Durmaz ve arkadaslarinin (92) optimize ettigi protokol izlendi.
3.5.1. izolatlarin hazirlanmasi

Biyokimyasal ve/veya molekiiler yontemlerle tiir diizeyinde tanimlamasi
yapilmis bakterilerden kanli triptikaz soy agar besiyerine tek koloni ekimi yapilir. Saf
kiltiir halinde iireyen koloniler plastik 6ze ile toplanarak, 1 ml hiicre siispansiyon
tamponu (HST) (100 mM Tris-HCI, 100 mM EDTA, pH 8,0) i¢inde siispanse edilir.
Hiicre siispansiyonu, 2500 x g’de, 4°C’de, 15 dakika (alternatif olarak 13 000 x g
4°C’de 2 dakika) santrifiij edilir. Santrifiij sonrasinda iistteki HST atilir. Pelletin {izerine
tekrar 1 ml soguk HST eklenerek, kisa siireli vorteks yapilir. Bakteri yogunlugu,
spektrofotometre (UV/Vis. Spectrophotometer, Boeco, Germany) yardimiyla 590 nm’de
1 absorbans olacak sekilde ayarlanir. Bakteri siispansiyonu kisa siire i¢inde (5 dakika)

agaroza gomiilecek ise oda 1sisinda, gecikecek ise kirik buz i¢inde bekletilir.
3.5.2. izolatlarin Agaroza Gomiilmesi

HST igerisinde %?2’lik diisiik erime 1sili agaroz (Gibco BRL, Paisley, UK)
hazirlanir. 0.50 g agaroz, 100 ml’lik balona koyulur, lizerine 23,5 ml HST eklenir,
yavasca karistirilarak agarin dagilmasi saglanir. Balonun agzina aliiminyum folyo
kapatilarak mikrodalga firinda 10 saniye tutulur, ¢ikarilarak hafif¢e karigtirilir. Tekrar 2—
3 saniye mikrodalga firminda tutulur. Agaroz iyice c¢oziilinceye kadar kisa siireli
mikrodalgada tutma islemi tekrarlanir. %20’lik sodyum dodezil siilfattan (50°C de

1sitilmis) 1.25 ml eklenerek iyice karistirilir.

Agaroz-SDS karigimindan 200 pl Ependorf tiiplere dagitilir ve 45-50°C'deki su
banyosunda (veya kuru 1s1 blogunda) bekletilir. HST i¢inde hazirlanmis bakteri
stispansiyonundan 200 pl alinarak, 50 °C'de tutulan ve igerisinde 200 pl diisiik erime
1s1l1 agaroz-SDS bulunan tiipe eklenir. Birkac defa pipetaj yapilarak hiicrelerin agaroz

icinde homojen dagilmasi saglanir. Bekletilmeden, hiicre-agaroz-SDS karisimindan -
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hava kabarcig1 olmayacak sekilde- agaroz kalibina (10 mm by 5 mm by 1,5 mm, Bio
Rad Laboratories) 100 ul dagitilir. Kaliplar, agaroz katilasincaya kadar +4°C’de, 10
dakika bekletilir. Bu asamada agaroz kaliplarin sogukta tutulmasi kaliteli DNA
hazirlanmasi i¢in Onemlidir. Boylece erken hiicre pargalanmasi ve endoniikleaz

aktivitesi azalirken, agarozun homojen katilagmasi saglanmaktadir.
3.5.3. Agaroz Icindeki Hiicrelerin Parcalanmasi

Bes ml’lik steril kapakl tiiplere, 0.5 ml hiicre liziz solusyon I (50 mM Tris-HCI
[pH 8.0], 50 mM EDTA, 2.5 mg/ml lizozim, 1.5 mg/ml proteinaz K) konulur. Igerisinde
bakteri bulunan agaroz, kaliptan ¢ikarilarak lizis sollisyonuna yerlestirilir. 37°C’de 1
saat calkalamali su banyosunda bekletilir. Liziz solusyon I dokiilerek, yerine 0.5 ml
hiicre liziz solusyon II (0.5 M EDTA, %!l sarkozil, 400 pg/ml proteinaz K)

konulur.55°C’de 2 saat ¢alkalamali su banyosunda bekletilir.
3.5.4. Hiicre Lizizinden Sonra Agaroz Kahplarin Yikanmasi

Dikkatlice lizis soliisyonu II aspire edilir. Icinde agaroz kalip bulunan tiipe, 50
°C’ye 1sitilmis olan steril ultra saf sudan (Reagent Grade Type 1) 4 ml eklenerek, 50 °C
calkalamali su banyosunda 15 dakika bekletilir. Su tamamen aspire edilir. Su ile yikama
islemi iki defa daha tekrarlanir. Su tamamen aspire edilir. Daha sonra agaroz kaliplart {i¢
defa (her biri 50°C’de 15 dakika olmak tizere), 4 ml TE (10 mM Tris-HCI, 0,1 mM
EDTA, pH 7,6) tamponuyla yikanir. Bdylece i¢inde saflastirilmig DNA bulunan agaroz,

restriksiyon enzimi (RE) ile kesime hazir hale getirilmis olur.

3.5.5. Agaroz Kahiplar icindeki DNA’nin RE ile Kesilmesi
A. baumannii igin etkinligi daha once arastirilmis olan Apa 1 (30U) enzimi

kullanilmistir.
3.5.6. A. baumannii DNA’sim I¢eren Kahplarin Apa I RE ile kesimi

1. DNA igeren agaroz kalibi bir lam {izerine alinarak bir bistiirii yardimiyla Y4
oraninda kesilir. Pargalardan biri, 100 ul 1x A4pal tamponu igine konularak

calkalamali su banyosunda 37°C’de 10 dakika bekletir. Sonra siv1 aspire edilir.
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2.  Her agaroz kalib1 i¢in asagidaki karisim hazirlanir.
10 ul 10x Apa I tamponu,
3 ul Apa 1 enzimi (10 U /ul) (Promega Corporation, WI, USA)
1 ul BSA (10 pg/ ul)
86 ul steril ultra saf su (Reagent Grade Type 1)
Toplam hacim 100 ul

3. Bu karnisimin igerisine, enzimin tamponu ile yikanmis agaroz kalibi konulup,

calkalamali su banyosunda 37°C’de 2 saat inkiibe edilir.
4. Inkiibasyon sonunda tiipler buzdolabinda 15 dakika bekletilir.
3.5.7. Elektroforez Jelinin Hazirlamasi ve Kaliplarin Jele Yiiklenmesi

0.5 x TBE (44,5 mM Trisma base, 44,5 mM Borik asit, 1 mM EDTA, pH 8,0)
icinde 100 ml olacak sekilde %1’lik agaroz (pulsed-field certified agarose, Bio-Rad
Laboratories) hazirlanir. 1 gr “pulsed-field certified agarose” 200 ml’lik balona konur.
Uzerine 100 ml 0,5 x TBE eklenir, yavasca karistirilarak agarin dagilmasi saglanir.
Balonun agzmna aliminyum folyo kapatilarak mikrodalga firinda 60 saniye tutulur,
cikarilarak hafifce karistirilir, tekrar 15 saniye mikrodalga firininda tutulur. Agaroz iyice
¢oziildiikten sonra, balon 45-50 °C’lik su banyosuna konulur. Agaroz dokiilecek kaset
hazirlanir, sizdirmamasi icin etrafi bantlanir. Su terazisi ile tamamen diizgiin oldugu
kontrol edilmis bir zemine konulur. RE ile kesilmis olan agaroz kaliplarinin her biri, 15
disli taragin dislerinin u¢ kismina (taragin ug¢ ¢izgisine tam paralel olacak sekilde)
yerlestirilir. Taragin iki kenar ve ortasindaki dislerine kontrol susuna ait kaliplar
yliklenir. Kurutma kagidi veya havlu ile agaroz kaliplarinin etrafindaki sivinin fazlasi
almir. Maksimum 5 dakika oda i1sisinda bekletildikten sonra, ornek konulan kisim
DNA’nin yiiriiyecegi yone gelmek kaydiyla, tarak agaroz dokiilecek kaset igine
yerlestirilir. Su banyosundan ¢ikarilmis ve sicakligi yaklasik 45-50°C olan agaroz
dikkatli bir sekilde hava kabarcigi olusturulmadan kaset igine dokiiliir. Oda 1sisinda

20-30 dakika katilasmaya birakilir. Tarak dikkatlice ¢ikarilir. Istenirse cukurlar %1°lik
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agarozla doldurulabilir. Sonra, agaroz kasetinin ¢ergeveleri ¢ikarilir, tabla tlizerindeki
agaroz, icerisinde 1900-2000 mililitre 0,5 x TBE tamponu bulunan PFGE tankina

yerlestirilir.
3.5.8. Elektroforez

A. baumannii bakterileri i¢in ayni elektroforez kosullar1 uygulanir. CHEF-DR 1I
sisteminde (Bio-Rad Laboratories, Nazareth, Belgium) uygulanan elektoforez kosullari:
Baslangi¢ vurus siiresi 5 sn, bitis vurus siiresi 30 sn, vurus acist 120°, akim 6 V/em?,

sicaklik 14 °C, stire 20 saat (TBE tamponu pH=8,0).
3.5.9. Sonuclarin Gozlenmesi ve Analizi

1. Elektroforezden sonra jel, 5 pg/ml etidyum bromiir iceren 400 ml ultra saf su igine

aliir. 20 dakika boyanur.
2. UV 1s18a altinda goriintiilenir.

3. Gel logic 2200 imaging system (ayrim giicii: 1708x1280 pixel, Kodak Company,
NY, USA) kullanilarak DNA bant goriintiilerinin fotografi ¢ekilir. Resimler TIFF

formatinda kayit edilir.

4. GelCompar II yazilim sistemi (version 3,0; Applied Maths, Sint-Martens-Latem,
Belgium) kullanilarak bant profilleri analiz edilir. Oncelikle her resimde bulunan ii¢
adet standart (1, 7, 15. kuyucuklarda yiiriitiilen) yardimi ile resimler arasi
normalizasyon yapilir. “Unweighted pair group method with mathematical averaging
(UPGMA)” kullanilarak PFGE profillerinin, dendogrami olusturulur ve kiimelesme
analizi yapilir. Bantlara bagli “Dice” benzerlik katsayisina gore suslar arasindaki
iligki belirlenir. Benzerlik katsayisinin hesaplanmasinda bant ve profil toleransi, %1—

1.5 olarak alinir.

5. Tenover ve arkadaglar1 (93) tarafindan gelistirilmis kriterler kullanilarak izolatlar

ayni, yakin iligkili, muhtemel iligkili ve iligkisiz olarak degerlendirilir.
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Ayni izolatlar: Ayni say1 ve boyutlarda bant igeren izolatlar i¢in kullanilir. Bu
izolatlar, genetik olarak farksiz kabul edilir. Epidemiyolojik olarak
iliskilidir.

Yakin iliskili izolatlar: Salgin susu ile aralarinda 2—3 bant fark: vardir. Biiytik

bir olasilikla salginla iligkili suslardir.

Muhtemel iliskili izolatlar: Salgin suslar ile aralarinda 4—6 bant fark: vardir.

Muhtemelen salginla iliskilidirler.

Iliskisiz izolatlar: Aralarinda >7 bant farki olan suslardir. Salginla iliskileri

bulunmayan suslardir.
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4. BULGULAR
4.1. Epidemiyolojik Bilgiler

Tutgut Ozal Tip Merkezinde iic yillik siirede hastane infeksiyon tanisi
dogrulanmis 130 hastanin ¢esitli klinik Orneklerinden iiretilen 135 Acinetobacter
susunun 131 (%97) tanesi 4. baumannii ve 4 (%3) tanesi 4. Iwoffi olarak tanimlandi. Bu
orneklerden 38 tanesi 2005, 23 tanesi 2006, 74 tanesi 2007 yilina ait izolatlardi. Suslarin
75 (%55,5) tanesi yogun bakimlardan, 60 (%44,5) tanesi diger klinik servislerden izole
edilmistir. Anestezi-Reanimasyon Yogun Bakim Unitesinde 29 (%38,7) sus, Beyin
Cerrahi Yogun Bakim Unitesinde 16 (%21,3), Cerrahi Yogun Bakim Unitesinde 12
(%16), Dahiliye Yogun Bakim Unitesinde 11 (%14,7), Pediatri Yogun Bakim
Unitesinde dort (%5,3), Kalp Damar Cerrahi Yogun Bakim Unitesinde iki (%2,7)
Koroner Yogun Bakim Unitesinde bir (%1,3) Acinetobacter iiretilmistir. Yogun bakim
disindaki servislerden, Ortopedi servisinde on ii¢, Nefroloji Servisinde yedi, Genel
Cerrahi Servisinde alti, Organ nakli Servisinde alti, Beyin Cerrahi Servisinde bes ve

diger servislerden 23 Acinetobacter spp. izole edildi (Tablo 4).

Tablo 4. Acinetobacter’lerin kliniklere gore dagilimi

Yogun Bakimlar IS-I;;:; Servisler Hasta Sayisi
Anestezi yogun bakim 29 Ortopedi 13
Beyin cerrahi yogun bakim 16 Nefroloji 7
Cerrahi yogun bakim 12 Genel cerrahi 6
Dahiliye yogun bakim 11 Organ nakli 6
Pediatri yogun bakim 4 Beyin cerrahi 5
Kalp damar cerrahi yogun bakim 2 Diger servisler 23
Koroner Yogun bakim 1
Toplam 75 Toplam 60
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Acinetobacter’ler cogunlukla trakeal aspirasyon (%31), kan (%26), yara

(%18,5) ve idrar (%16,4) kiiltiirlerinden izole edildi. izolasyon yapilan diger klinik

ornekler Tablo 5’de verilmistir.

Tablo 5. Acinetobacter suslariin izole edildigi klinik drnekler

Izolasyon yeri

Ornek sayisi

Trakeal aspirasyon 42
Kan 35
Yara 25
Idrar 21
Parasentez 4
Brokoalveoler lavaj 2
BOS 2
Plevra 2
Eklem s1vis1 1
Katater 1

Acinetobacter iiretilen hastalarin 84 (%62,2) ‘u erkek ve 51 (%37,8) ‘i kadindi.

Hastalarin yaglar1 2—-80 arasinda degismektedir (ortalama yas 50). Acinetobacter’ler

sikla 61-80 yas grubundaki hastalardan izole edildi (Tablo 6).

Tablo 6. Acinetobacter suslarinin izole edildigi hastalarin yas gubuna gore dagilim

Yas arahigr | 0-20 yas | 21-40 yas | 41-60 yas | 61-80 yas | 80 yas ve iistii
Say1 20 24 39 47 5
Yiizde 15,4 18,5 30 36 3,8

41




Hastalarin 87 (%64,4) ’sine en az bir invaziv girisim uygulanmistir. Hastalarin
55 (%40,7)‘sinde infeksiyon riski acisindan altta yatan bir hastalik bulunmaktadir.
Bunlardan 32 tanesi kanser tanisi, ondort tanesi diyabet tanisi, sekiz tanesi kronik bobrek
yetmezligi, bir tanesi KOAH tanis1 almis hastalardi. Hastalarda, hastaneye yatiglarinin
ortalama 19,6 giiniinde Acinetobacter spp.” ye bagl infeksiyon gelisti. Caligmaya
aldigimiz 130 hastadan 47 (%36) tanesi ex oldu. 97 (%74) hasta taburcu oldu (Tablo 7).

Tablo 7. Acinetobacter suslarinin izole edildigi hastalarin epidemiyolojik bilgileri

Altta |, .| Ventilator | . . Servisler | Profilaktik
Invaziv . Immiin ... | Sondah
Hastalar | yatan irisim cihazina etmezlik | 275! antibiyotik hasta Ex
hastalik | 8" bagh y transfer | Kkullanan
Say1 55 87 47 32 61 50 95 47
Yiizde 40,7 64,4 36 24,6 46,9 38,46 73 36

4.2. Antibiyotik Duyarhlik Sonuc¢lari

Test edilen suslara kars1 en az direncin netilmisine (% 7); en fazla direncin ise
piperasiline (%92), seftriaksona (% 81), doksisikline (%69) ve gentamisine (% 67)
kars1t oldugu saptanmistir. Diger antibiyotiklerin etkinligi Tablo 6’da verilmistir.
Acinetobacter spp. nin antibiyotik diren¢ pofilleri yillara gore karsilastirma
yapildiginda: piperpiperasilin, seftriakson, gentamisin, doksisiklin,
Trimetoprim/sulfametaksezole  diren¢  oranlarinda  belirgin  bir  degisiklik
gozlenmemektedir. 2005 yili ile 2007 yili kiyaslandiginda: piperasilin/tazobactamda
direng oran1 %47°den %76’ ya; sefepimde % 42’den %77’ ye; seftazidimde %47’den
%77’ye, imipenemde sifirdan %39’ a, netilmisinde sifirdan %14’e, amikasinde
%18’den %53’ e, tobramisinde yiizde 18’den %47’ ye, levofloksasinde % 24’den
%355’e, ampisilin/sulbaktamda %18’den % 46’ya artig goriilmektedir (Tablo 8).
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Pandrug direng ihtimali olan 34 Acinetobacter spp. Susun kolitsin ve tigesiklin
duyarliliklarina disk diflizyon yontemiyle bakildi. Suslardan kolistine iki, tigesikline

dokuz sus direncli bulundu.

Test edilen suglardan ii¢ veya daha fazla grub antibiyotige (MDR) direngli sus
sayist 77 (%57), kolistin ve tigesiklin (XDR) hari¢ diger antibiyotiklere direngli
bakteri sayis1 23 (%17), pandrug direncli sus sayis1 iki (%1,5) bulundu

Tablo 8. Test edilen 135 Acinetobacter susunun antibiyotik direng ytizdeleri

2005 2006 2007 2005-2007
ANTIBIYOTIKLER N=38 N=23 N=74 N=135
PiP 89 83 95 92
TZP 47 52 76 64
FEP 42 61 77 64
CAZ 47 61 77 66
CRO 79 74 84 81
iPM 0 22 39 25
NET 0 0 14 7
GM 66 48 74 67
AK 18 22 53 39
TOB 18 22 47 35
DOX 68 83 66 69
LVX 24 48 55 45
SXT 66 61 69 67
SAM 18 48 46 38

N: sus sayisi, piperasilin (PIP), piperasilin/tazobactam(TZP), sefepim (FEP), seftazidim (CAZ),
seftriakson (CRO), imipenem (IPM), gentamisin (GM), amikasin (GM), tobramisin (TOB), doksisiklin
(DOX), levofloksasin (LVX), Trimetoprim/sulfametoksazol (SXT), ampisilin/sulbaktam (SAM)
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4.3. Molekiiler Tiplendirme

PFGE yontemiyle tiplendirmeye alman 135 susun dort tanesinden sonug
almamadi. Sonug¢ alinamayan bakterinin kiiltliriiniin saf olup olmadig: kontrol edildi. A.
baumannii oldugu teyit edildi. U¢ kez aym PFGE protokiilii ile markirlarla birlikte tekrar
calisildi, sonu¢ almamadi. PFGE ile tiplendirilen 131 Acinetobacter spp. izolatinin
dendogramu (Sekil 1) ve ayn1 kiimede olan bakterilerin antibiyotik duyarlilik profilleri

(tablo 9) verildi.

PFGE yontemiyle 131 Acinetobacter spp. susunun 82 (%62,6)’sinin kiime i¢inde
oldugu saptandi. Bu suslar 15 kiime i¢inde yer almaktadir. Kiimelesmede sus araligi 2—
27 arasinda degismektedir. On bes kiimeden iki tanesi (VII-a ve XII-a) ayn1 zamanda
diger iki kiimeyle yakin, li¢ tanesi (VII-b, XII-b, XXIX-b) ise diger ii¢ kiimeyle
muhtemel iligkiliydi. Tiplendirilen suslarin bes tanesi yakin iligkili, yedisi muhtemel
iligkili olarak saptandi. Bu verilere gore tiplendirilen suslarin %72,3’li klonal yonden
iliskili olarak hesaplandi. Izolatlarm 37 tanesi (%28) 6zgii PFGE profili gosterdi.
Toplam 131 sus i¢inde 64(%48,9) PFGE paterni belirlendi.

4.4. Kiime Icinde Yer Alan Suslarin Epidemiyolojik iliskileri

Birinci kiime (V): Iki sus igermektedir. Ilk sus 3.10.2005 tarihinde dahiliye
yogun bakimda, ikinci sus li¢ giin sonra nefroloji servisinde yatan hastanin kan
kiiltiiriinde izole edildi. Nefroloji servisinde yatan hasta kronik bobrek yetmezligi ve

diyabet tanistyla dahiliye yogun bakimda tedavi gérmiistiir

Ikinci kiime (VII): iki sustan olusmaktadur. i1k sus 13.9.2006 tarihinde ortopedi
servisinde yatan hastanin yara kiiltiiriinde izole edildi. Ikinci sus yaklasik iki ay sonra

ayni1 serviste yatan hastanin yara kiiltiiriinde izole edildi.

Uciincii kiime (VII-a): iki sustan olusmaktadir. Ayn1 zamanda ikinci kiimeyle
yakin iliskilidir. 11k sus 4.12.2006 tarihinde genel cerrahi servisinde yatan hastanin idrar
kiiltiiriinde izole edildi. Hasta aym zamanda ortepi servisinde de tedavi gordii. Ikinci sus

iki ay sonra cerrahi yogun bakimda yatan hastanin idrar kiiltiiriinde izole edildi.
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Dérdiincii kiime (VII-b): Iki sustan olusmaktadir. Aym zamanda ikinci
kiimeyle muhtemel iliskilidir. ilk sus 6.11.2007 tarihinde dahiliye yogun bakimda yatan
hastanin trakeal aspirasyon kiiltiirlinde izole edildi. Hasta ayni zamanda ortopedi
servisinde de tedavi gordii. Ikinci sus yaklasik 6 ay sonra ortopedi servisinde yatan

hastanin yara kiiltiiriinde izole edildi.

Besinci kiime (VIII): ki sustan olusmaktadir. Ilk sus 10.10.2005 tarihinde
anestezi yogun bakim servisinde yatan hastanin trakeal aspirasyon Kkiiltiiriinden izole
edildi. Ikinci sus 16.8.2006 tarihinde dahiliye yogun bakim servisinde yatan hastanin

kan kiiltiirii 6rneginde izole edildi.

Altine1 kiime (IX): On bir sustan olusmaktadir. Ilk sus 8.9.2005 tarihinde iiroloji
servisinde yatan hastanin idrar kiltiirii 6rneginden izole edildi. Bu hasta tedavisi
sirasinda cerrahi yogun bakim servisine yatirildi. Bu sus kiime igerisinde yaklasik 27 ay
cevrede varliligini siirdiirdii. Yogun bakimlarda alt1 hastanin, genel cerrahi servisinde
bir, noroloji servisinde bir, nefroloji servisinde ve beyin cerrahi servisinde bir hasta

infekte oldu.

Yedinci kiime (X): iki sustan olusmaktadir. Ilk sus 27.1.2005 tarihinde gogiis
sevisinde, ikinci sus yaklasik alt1 ay sonra kadin dogum servisinde yatan hastanin idrar

kiltirinde izole edildi.

Sekizinci kiime (XII): On sustan olusmaktadir. Ilk sus 28.1.2005 tarihinde
anestezi yogun bakimda yatan hastanin trakeal aspirasyon kiiltiiriinden izole edildi.
Yogun bakimlarda sekiz hasta, beyin cerrahi servisinde bir, plastik cerrahi servisinde bir

hasta infekte oldu.

Dokuzuncu kiime (XII-a): Uc sustan olusmaktadir. Ayn1 zamanda sekizinci
kiimeyle yakm iliskilidir. {lk sus 26.8.2005 tarihinde, ikinci sus bir ay sonra beyin
cerrahi yogun bakim servisinde, li¢iincii izolat yaklasik bir y1l sonra nefroloji servisinde

yatan hastanin trakeal aspirasyon kiiltiiriinde izole edildi.

Onuncu kiime (XII-b): iki sustan olusmaktadir. Aym zamanda sekizinci

kiimedeki suslarla muhtemel iliskilidir. Ik sus 25.10.2007 tarihinde gdgiis hastaliklari
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servisinde plevra kiiltiiriinde izole edildi. Ikinci izolat bes giin sonra ortopedi servisinde

yatan hastanin eklem sivisi kiiltiiriinde izole edildi.

Onbirinci kiime (XX): iki sustan olusmaktadir. Ilk sus 28.11.2007 tarihinde
anestezi yogun bakim servisinde yatan hastanin yara kiiltiiriinden izole edildi. Ikinci sus
onalt1 giin sonra cerrahi yogun bakim servisinde yatan hastanin bronkoalveoler lavaj

kiiltiirti 6rneginde izole edildi.

Onikinci kiime (XXIX): Yirmi yedi susla en biiyiik kiimeyi olusturmaktadir.
Bu kiime icinde yer alan klon yaklasik dokuz ay slireyle hastane ortaminda varligini
siirdiirdii. 11k sus 26.3.2007 tarihinde dahiliye yogun bakim servisinde yatan hastanin
trakeal aspirasyon kiiltiiriinden izole edildi. Yogun bakim servislerinde onalti, genel
cerrahi sevisinde ii¢, organ nakli servisinde bes, beyin cerrahi servisinde bir, gogiis

hataliklar1 servisinde bir ve intaniye servisinde bir hasta ayn1 klonla infekte oldu.

Oniicgiincii kiime (XXIX-b): 1ki sustan olusmaktadir. Ayni zamanda
onikinci kiimeyle muhtemel iliskilidir. ilk sus 18.9.2006 tarihinde anestezi yogun bakim
servisinde yatan hastanin kan kiiltiiriinde izole edildi. Ikinci sus aym yogun bakimda

yatan hastanin trakeal aspirasyon kiiltiirii 6rneginde izole edildi.

Ondordiincii kiime (XXXV): Sekiz sustan olugmaktadir. Ortopedi
servisinde 6 hastanin yara kiiltliriinde, Anestezi yogun bakim servisinde bir ve cerrahi
yogun bakimda bir hasta ayn1 klonla infekte oldu. Ilk sus 20.3.2007 tarihinde ortopedi

servisinde yatan hastanin yara kiiltiirii 6rneginde izole edildi.

Onbesinci kiime (XXXIV): Bes sustan olusmaktadir. 11k sus 11.5.2005 tarihinde
anestezi yogun bakim servisinde yatan hastanin kan kiiltlirii 6rneginden izole edildi.

Yogun bakimlarda dort sus, ortepedi servisinde bir sus izole edildi.

Kiime igersisinde en fazla sus sayisi (27 sus) onikinci kiimededir. Kiimede en
uzun siire klonun varligini stirdiirmesi yirmi yedi ayla altinci kiimedeydi. En kisa siire on

alt1 glinle on birinci kiimedeydi.
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4.5. Aym Hastalardan Farkh Zamanlarda izole edilmis Suslarin PFGE

Sonuclari

PFGE ile tiplendirilen, 111 ve 123 nolu suslar ayn1 hastaya aitti. Her iki susta on
ikinci kiime igerisinde yer almaktadir. Hastaya ait ilk sus 30.7.2007 tarihinde karaciger
yetmezligi ve diyabet tanisiyla organ nakli servisinde yatan hastanin parasentez sivisi
kiiltiirii 6rneginde izole edildi. ikinci sus 15.10.2007 tarihinde karakiger naklinden sonra

kan kiiltiiri 6rneginde izole edildi.

PFGE ile tiplendirilen, 63 ve 70 nolu suslar ayni hastaya ait olup, ilk sus
12.1.2007 tarihinde beyin cerrahi yogun bakim servisinde yatan hastanin idrar
kiiltiiriinde izole edildi. Sus sekizinci kiime icerisinde yer almaktadir. ikinci sus ii¢ ay
sonra kan kiiltiirii 6rneginde izole edildi. Sus farkli bir kiime olan on ikinci kiime

icerisinde bulunmaktadir.

PFGE ile tiplendirilen, 28 ve 29 nolu suslar ayn1 hastanin izolatlar1 olup sekiz ay
arayla izole edildiler. 28 stok nulmarali izolat birinci kiime icerisinde yer aldig1 halde, 29

stok numarali sus herhangi bir kiime igerisinde yer almadi.

PFGE ile tiplendirilen, 47 ve 48 nolu suslar hastanin bir hafta arayla kan ve
trakeal aspirasyon kiiltiir rneginde izole edildi. {1k sus herhangi bir kiime igerisinde yer

almadu. Ikinci sus on besinci kiime i¢inde bulunmaktadir.

PFGE ile tiplendirilen, 82 ve 139 nolu suslar ayni hastanin izolatlar1 olup yedi ay
arayla izole edildiler. Her iki susta PFGE yontemiyle tiplendirilemedi.

Calismaya alinan 130 hastadan dort tanesine karaciger nakli yapildi. Bu dort
hastadan izole edilen suslar on ikinci kiime igerisinde yer alip organ nakli servisi ve

anestezi yogun bakim servisinde yatan hastalara ait izolatlardir.

On ikinci kiimeye ait 27 sustan 25 tanesi imipenem ve amikasine direngli

bulundu. Diger kiimelere gore antibiyotiklere en en fazla direncin gézlendigi kiimedir.

Ayni kiimeye ait suslarin antibiyotik diren¢ profilleri biiyiik oranda ayni olup,
antibiyotik profilleri farkli olan suslarda olabilmektedir. Kiimelerde yer alan suslarin

antibiyotik profilleri tablo( 9 )da gdsterildi.
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Tablo 9. Ayni1 kiimedeki izolatlarin antibiyotiklere duyarlilik profilleri

Antibiyotik
tip

AK TOB dox LVX SXT SAM

GM

iMP NET

FEP CAZ CRO

TZP

PiP

PFGE
type

Stok no

28
35

la
la

V-a

22

V-b

17
24
27

vil

vil
VII-a
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5. TARTISMA

Acinetobacter tiirlerinin yogun bakimlarda, siklikla kullanilan mekanik aletlerin
ylizeylerinde, hastalarda ve personelde siklikla kolonize olmalari ve oOzellikle yatan
hastalarin ¢ogunlukla genis spektrumlu antibiyotik tedavisi almalar1 bakterilerin bu
birimlerden siklikla izole edilmelerine neden olmaktadir (94). Bu calismada da
izolatlarin ¢ogunlugu (%55,5) yogun bakimlardan izole edilmistir. Yogun bakim
servisleri arasinda en fazla (%38,7) Anestezi-Reanimasyon Yogun Bakim Unitesinden

izolasyon yapilmistir.

Travma, mekanik ventilasyon ve invaziv islemler A. baumannii’ye bagh gelisen
nozokomiyal infeksiyonlarla ilgili risk faktorleridir (6). Calismamizda hastalarin 87’sine
(%64,4) en az bir invaziv girisim uygulanmis, 55’inde (%40,7) infeksiyon riski
acisindan altta yatan bir hastalik kaydedilmistir. Bunlardan 32 tanesi kanser tanisi, on
dort tanesi diyabet tanisi, sekiz tanesi kronik bobrek yetmezligi tanisi, bir tanesi KOAH

tanis1 almig hastalardan olusmaktadir.

A. baumannii; bakteriyemi, lriner yol infeksiyonlar1 ve sekonder menenjitler
gibi bir¢ok nozokomiyal infeksiyonlarla iliskilendirilmis olup, dzellikle yogun bakim
tinitelerinde yatan hastalardaki ventilator-iligkili pndmoni basta olmak {izere,
nozokomiyal pnomoni ajani olarak da baskin role sahiptir (4,5). Diger Acinetobacter
tiirlerine gore 4. /woffii menenjitlerle daha cok iliskilendirilmektedir (9). Hastanemizde
infeksiyon etkeni olarak degerlendirilen 135 Acinetobacter susunun 131 (%97) A.
baumanni ve 4 (%3) A. Iwoffi olarak tanimland1. Literatiire paralel olarak A. baumannii
izolatlarinin tcte biri trakeal aspirasyon kiiltiiriinden, yaklagik dortte biri ise kan
kiiltiiriinden izole edildi. Beyin cerrahi ve beyin cerrahi yogun bakim servisinde yatan
hastalarin BOS kiiltiiriinden iki Acinetobacter baumannii izole edildi. A. baumanni’nin
izole edildigi iki hastaya invaziv islem uygulanmigti. Hastalardan birinde immiin
yetmezlik, diger hastada Arnold-Chiari sendromu vardi. Diger ¢aligmalardan farkl

olarak A. Iwoffii menenjit etkeni olarak izole edilmedi.

Acinetobacter baumannii kolonizasyonu ve daha Onemlisi infeksiyonlarinda

morbidite ve mortalite artiglarina etkisi ile ilgili tartigmalar hala devam etmektedir.
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Arastirmacilar 4. baumannii infeksiyonlarinin mortalitelerle iliskili oldugu ile ilgili
bulgulara ulagsmasina ragmen, bazilar1 bu sonuglarin sadece 4. baumannii infeksiyonu
veya kazanimina bagli olmadigini, kritik hastalarin bir¢ok etmenden etkilenebilecegini
ve bundan dolayr oliimlerin arttigr diisiiniilmektedir. 4. baumannii ye baglh genel
mortalite oram1 %7,8-23 iken, yogun bakimlarda bu degerler %1043 arasinda

degismektedir (95-100).

Bu caligmadaki mortalite oran1 diger ¢alisma sonuglarina goére daha yiiksek
(%36) bulundu. Mortalite oraninin yiiksek olmasi; ¢alismaya alinan hastalarin %55’ inin
yogun bakim servislerinde yatmalar1 olabilir. Buna ilaveten hastalarimizin ¢ogunda
invaziv girisim ve infeksiyon agisindan risk olusturacak ilave hastaliklarin bulunmasi

olabilir.

Acinetobacter tiirleri siklikla bircok antibiyotige diren¢ gosterdikleri icin
tedavide giiclige neden olarak hastanede yatan hastalar icin ciddi tehdit
olusturmaktadirlar. Bu bakterilerde gozlenen antibiyotik direnci, antibiyotik kullanma
aliskanlig1 ve cevresel faktorlerin de etkisiyle cesitli hastaneler ve iilkeler arasinda

farklilik gosterebilmektedir (101).

Ulkemizde yapilan gesitli calismalarda A. baumannii i¢in direng oranlar1 oldukga
genis araliklarda bildirilmistir. Direng oranlar1 imipenem igin %0-63, siprofloksasin igin
%32-87, amikasin i¢in %20-70, sefepim i¢in %46-93.3, ofloksasin i¢in, gentamisin i¢in
%62-87, trimetoprim/ sulfametoksazol i¢in %6375, piperasilin/tazobaktam i¢in
%44.1-100, seftriakson i¢in % 77-85, piperasilin i¢in %77.5-100, ampisilin/sulbaktam
icin %35-92.5 araliginda bildirilmistir (102—-111).

Bizim calismada test edilen suslara kars1 en etkili olan antibiyotik netilmisin (%
7), en az etkili antibiyotikler ise piperasilin (%92), seftriakson (% 81), doksisiklin (%69)

ve gentamisin (% 67) olarak bulundu.

A.baumannni  izolatlarmin  antibiyotik diren¢ profilleri zaman ig¢inde
degismektedir. Yillara gore direng profillerinin kiyaslandigi calismalarda farkl

sonugclarla karsilagilmaktadir.
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Gazi ve arkadaslari, 2002-2004 yillar1 arasinda izole ettikleri 402 Acinetobacter
baumannii susununun direng profillerini karsilastirdiklar1 ¢alismada; 2002 suslarinda
piperasilin-tazobaktamda %22’ den % 75.82 e ve seftazidimde %62’ den % 80,2’ ye,
2004 suslarinda ise, gentamisin %68,5” den %90,1 e, netilmisinde %18,5’ den %62,2 ye,
amikasin %2,2 den  %47,7 ye, ampisilin-sulbaktamda %41,3 den %84,7° ye,
seftriaksonda %76,1° den % 96,1’ e ve imipenemde % 28,3’ den % 62,2° ye bir artig
tespit etmislerdi. Diren¢ oranlarinda bir dnceki yila gore istatistiksel olarak anlamli bir

artis izlemiglerdir(111).

[zmir’de Arda ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada, A4.baumannii
suslarinda antibiyotik diren¢ oranlarin1 1995 ve 1999 yillarinda imipenem i¢in % 6 ve %
63, seftazidim i¢in % 61 ve % 93, piperasilin/tazobaktam igin % 78 ve % 100,
siprofloksasin i¢in % 44 ve % 97, gentamisin i¢in % 33 ve % 87, amikasin i¢in % 22 ve

% 83 olarak bildirilmislerdir. (112).

Giilhan ve arkadaglar1 2004 ve 2006 yillarindaki diren¢ degisimlerini izlemek
icin yaptiklar1 ¢aligmada; karbapenemde %7°den %25, siprofloksasinde %54 ten %82 ye

istatistiksel olarak anlamli direng artis1 saptamislardir (113).

Tatman ve arkadaslar1 1996 Oncesi ve sonrasi, Acinetobacter spp. direng
oranlarin1 karsilastirmak i¢in yaptiklart ¢alismada; sefepim, seftazidim, ampisilin-
sulbaktam, amikasin ve siprofloksasine 1996 yilindan itibaren artan bir direng
saptamislar. 1996 6ncesi ve 1996 sonrasi ortalama direng oranlarini sefepimde % 30’dan
% 73’e, seftazidime % 38’den -% 81’e, ampisilin-sulbaktamda % 35’ten % 73’e,
amikasinde % 8’den % 57’e, siprofloksasinde % 5’ten % 46’ya direng artisi
gozlemislerdir. Tikarsilin-klavulanik asit ve tobramisinde yillar iginde anlamli direng
degisikligi tespit etmemislerdir (114).

Masterton ve arkadaslari A.baumannii ile yaptiklar1 ¢alismalarda; 1997-1998,
1999-2000, 2001-2002 y1llar1 arasinda antibiyotik duyarlilik oranlarin1 MIC90 mg/L (%
duyarlilik) karsilagtirmiglar. Yillara gore imipenem ve piperacillin/tazobactam da

anlamli bir degisim olmadig1 halde, seftazidim ve gentamisin de anlamli artis

kaydetmislerdir (115).
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Ispanya’da 6 yillik bir periyotta (1991-1996) 1532 klinik izolatla yapilan bir
caligmada diren¢ oranlarinda siprofloksasin i¢in % 54,4’den % 90.,4’e, amikasin i¢in %
21°den % 83,7’ye trimetoprim/sulfametoksazol icin % 41,1’den % 88,9’a, imipenem
icin % 1,3’den % 80’e, ampisilin/sulbaktam i¢in %65,7’den % 84,1°¢ varan artiglar
bildirilmistir (116).

Antibiyotik diren¢ durumunun yillar i¢inde degisimini gosteren en kapsamli
caligmalardan biri olan James arkadaglariin 1998-2001 yillar1 arasinda A.baumanni

izolatlarindaki antibiyotik diren¢ degisimleri Tablo 10” da verildi (117).

Tablo 10. A.baumannii izolatlarinin 1998-2001 antibiyotik direng yiizdeleri

Antibiyotikler % diren¢ % direng
Diger servisler Yogun bakim
Amikasin 1998 18,7 11.0
1999 12.0 14.6
2000 12.9 11.9
2001 17.3 9.1
1998-2001 15.7 11.3
Sefepime 1998 23.9 29,9
1999 27.2 40,4
2000 30.7 30,5
2001 30,2 22,3
1998-2001 28,5 28,4
Seftazidim 1998 27,8 14,1
1999 23 18,6
2000 26,1 27,2
2001 31,8 254
1998-2001 27,3 21,7
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Siprofloksasin

Gentamisin

Imipenem

Levofloxacin

Piperacillin-tazobactam

1998

1999

2000

2001

1998-2001

1998

1999

2000

2001

1998-2001

1998

1999

2000

2001

1998-2001

1998

1999

2000

2001

1998-2001

1998

1999

2000

2001

1998-2001

57,3
55,1
56,2
63
57,6
543
49,8
49,9
52,8
51,9
1,6
2,2
3,5
6,1
3,1
50,8
46,9
48,9
51,3
49,5
13,7
20,6
22,9
232

20,4

46,2
448
51,2
53,8
48,9
39,6
484
46,3
43,8
444
2,8
4,1
1,2

3,8

432
38,1
44

41,9
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Diinyadaki degisik bolgelerde farkli tarihlerde yapilan direng ¢alismalarinin
bulgular1 Tablo 11°de 6zetlenmistir (118).

Tablo 11. Farkl: tarihlerde degisik cografik bolgelerdeki direng ytizdeleri

C‘l’)%z;g‘k YiI | FEP | CAZ | CiP | GM | IMP | LVX | SAM | MEM | TZP | SXT | Kaynak
A‘;l“ezreiia 220(;’01; 57 | 54 | 54 89 71 | s4 49
1290933‘ 63 | 62 | 61 | 64 | 93 63 50
Avrupa 220(:’01; 4 | 40 | 39 74 48 | 70 49
Asya 220(;’014_ 58 | 58 | 55 74 | 59 73 49
A'I;;trii‘:{a 220(;’01; 36 | 32 | 35 86 52 | 84 49
Bu Calisma 220(;]057_ 36 34 33 75 55 62 36 33

Calismamizda Acinetobacter spp. nin antibiyotik direng pofillerindeki degisimin
yillara gore karsilastirmasi yapildiginda: piperasilin, seftriakson, gentamisin, doksisiklin,
trimetoprim/sulfametoksazole ~ diren¢  oranlarinda  belirgin ~ bir  degisiklik
gozlenmemektedir. 2005 yili ile 2007 yili kiyaslandiginda; piperasilin/tazobactamda
diren¢ oran1 %47’den %76’ ya, sefepimde %42’ den %77 ye, seftazidimde % 47’ den
%77 ye, imipenemde sifirdan %39’ a, netilmisinde sifirdan %14’ e, amikasinde %18’
den %53’ e, tobramisinde % 18’ den %47’ ye, levofloksasinde % 24’ den %55’ e,
ampisilin/sulbaktamda % 16’ dan % 46’ ya direng artis1 goriilmektedir. Imipeneme 2005

yilinda, netilmisine 2005 ve 2006 yilinda dirence rastlanmadi.

Biitiin 4. baumannii izolatlar1 6zel bir D smifi karbapenemazi olan OXA-51

benzeri enzimine sahiptir. Acinetobacter’e karst karbapenem aktivitesinin erozyonu
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verilen alternatif ajanlarin yetersizligini ortaya koymakta dolayisiyla tedavi intravendz
polimiksinlere bagli olmaktadir. Yeni bir tetrasiklin tiirevi olan tigesiklinin alternatif
olup olmadigr ve pndmonilerde polimiksinlerin eklenmesinin degerli olup olmadigi,

yliksek konsantrasyonlarda verilmesi tartisma konusudur (58).

Gram negatif bakterilerde direnci tanimlamada kullanilan terimler agisindan
uluslararas1 uzlas1 heniiz saglanmamis goriinmektedir. Genel egilim >3 ila¢ grubuna
diren¢ MDR (multi drug resistant) olarak tanimlanmasi yoniindedir (119). Tigesiklin ve
kolistin digindaki tiim antibiyotiklere diren¢ icin “extreme- resistance, extensive
resistance” (XDR) terimi benimsenmistir. Tigesiklin ve kolistin dahil varolan tiim
antibiyotiklere diren¢ i¢in ise “pan-resistance “ (PDR) terimleri kullanilmaktadir
(119,120). MDR Pseudomonas aeruginosa, A. baumannii ve Klebsiella pneumoniae
suslart ile olusan infeksiyonlar saglik kuruluslarinin yaygin bir sorunu haline gelmistir.
Bu suslarin siirekli olarak antibiyotiklere direng gelistirmeleri sadece bir tek
antimikrobiyal ajana duyarli olan ve giderek mevcut tiim ilaglara diren¢li olan PDR
izolatlarin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. PDR klinik izolatlarin siklig1, bu izolatlarla
iliskili infeksiyonlarin tedavi secenekleri ve mortalite ve morbidite oranlarma iligkin

veriler klinik ve halk saglig1 agisindan biiylik 6neme sahiptir (121).

Bu calismada PDR ihtimali olan 34 Acinetobacter spp. susunun kolistin ve
tigesiklin duyarliliklarina disk diflizyon yontemi kullanilarak bakildi. Kolistine iki,

tigesikline dokuz sus direngli bulundu.

Son zamanlarda yapilan calismalar, 4. baumannii izolatlarindaki antibiyotik
diren¢ profillerindeki degisikligin, ilag kullanim miktarina bagli oldugunu
gostermektedir. Antibiyoktiklerin ¢ok kullanimi MDR’lerin neden oldugu salginlarin
yayitlimima katkida bulunmaktadir. Aminoglikozit ve genis spektrumlu sefalosporin
kullanim1 A. baumannii izolatlar1 ile infeksiyon kazanma riskini arttirmaktadir (122).
Kan kiiltiiri infeksiyonlarinda MDR’lerin gelismesinde, tedavide ilk olarak

aminoglikozit kullanilmasi risk faktorii olarak tanimlanmistir (123).

Garcia-Penuela ve arkadaglari, 2004 yilinda 74, 2005 yilinda 30 Acinetobacter

baumannii susuyla yaptiklar1 ¢alismada kolistin diren¢ oranmi sirasiyla %1,4, %3,3
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bulmuslar (124). Gales ve arkadaslari, 2001-2004 yillar1 arasinda silirveyans
calismasinda 2621 Acinetobacter spp. izolatinda polimiksin direng oraninit % 2, PDR
oranint  %0,3, Henwood ve arkadaglari 25 laboratuvarda yaptiklar1 siirveyans
caligmasinda 443 A. baumannii izolatinda polimiksin diren¢ oranin1 %2,7 olarak tespit

etmiglerdir (125,126).

Gales ve arkadaslar1, 4. baumannii izolatinda polimiksin diren¢ yiizdesini %5,
Valero ve arkadaslar1 % 13,1, Catchpole ve arkadaslar1 % 4 bulmuslardir (127-129).
Yurt disinda yapilan ¢aligmalarda en yiiksek polimiksin direngli izolat oran1 %13,1 ile
bir slirveyans ¢alismasinda bildirilmistir (130). Oysa geri kalan ¢aligmalarda bu oran %5

in altinda bulunmustur.

Acinetobacter’ler kolistine direngli olup, diger antibiyotiklere duyarh

bulunabilmektedir (121). Calismamizda bu tanima uyan sus bulunamadi.

Bu calismada test edilen suslardan {i¢ veya daha fazla grup antibiyotige direncli
sus sayist (MDR) 77 (%57), kolistin ve tigesiklin (XDR) hari¢ diger antibiyotiklere
direncli bakteri sayist 23 (%17), pandrug direncgli sus sayist iki (%1,5) bulundu. Bu

sonug yurt digindaki ¢aligmalarla uyumludur.

Karbapenemler multidrug direngli Acinetobacter infeksiyonlarinin tedavisinde
kullanilan giincel antibiyotiklerdir (131). Bununla birlikte karbapenem direnci giderek
daha ¢ok rapor edilmekte ve giiniimiizde Onemli bir halk sagligi sorunu haline
gelmektedir. Acinetobacterler’de karbapenem direncine yol agan en dnemli faktor, dig
membran gecirgenlinin azalmasi ve AmpC beta-lactamase {iiretmeleridir (132,133).
Acinetobacter’ler de kazanilmig karbapenem direnci siklikla karbapenemaz iiretimiyle
iliskilidir ki; IMP, VIM ve SIM tip metallolaktamaz veya OXA-23- 0XA-24-, ve
OXA-58, tip D smifi karbapenemaz iiretimi bunlar arsindadir (134,135). Dogal
oksasilinazin (OXA-51) asinn lretimi de Acinetobacter baumannii de kazanilmis

karbapenem direnci ile iliskilendirilebilir (119).

Karbapeneme direncgli A. baumannii, suslar1 diinyada yaygin olarak bildirilmistir

(134,136). Cin’de 1996-2002 yillar1 arasinda 19 egitim hastanesinin yogun bakim
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tinitelerinde yapilan ulusal siirveyans ¢alismasindaki veriler Acinetobacter izolatlarinin
%35’inin imipeneme direncli oldugunu gostermistir (137). On farkli cografik bolgedeki
hastanelerde yapilan diger bir siirveyans ¢aligmasinda 2003’teki %4,5 olan imipenem
direncinin 2004’de %18,2’ye yiikseldigi gosterilmistir (129). Pekin’de 1600 yatakli
liclincli basamak bir egitim hastanesinde yapilan bir calismada 1993- 2003 yillar
arasinda imipenem direnci %5 iken 2004 yilinda hizla artarak yogun bakimlarda
%350’nin lizerine, yogun bakim disindaki servislerde %20’ye yiikselmistir. Bu izolatlar
aynt zamanda ampisilin-sulbaktam, seftazidim, sefepim, piperasilin-tazobaktam,
siprofloksasin ve amikasin gibi yaygin kullanilan diger antibiyotiklere direngli
bulunmustur (138). Sinha ve arkadaslari, 150 klinik ornekle yaptiklar1 calismada
karbapenem direncini %14, Hindistanda, Taneja ve arkadaslar1 2003 yilinda yaptiklari
caligmada %20, Corbella ve arkadaslar1 yogun bakim hastalarinda %36, Manikal ve
arkadaslar1t New York Hastanesinde %50 bulmuslardir (139-142).

Hastanemizde 2005 yilinda imipenem direncine rastlanmazken, 2006 yilinda
%22’ye 20007 yilinda % 39’a yiikselmistir. Bu izolatlar ayni zamanda MDR
Acinetobacter izolatlariydi. Hastanemizde gram negatif bakterilere bagli infeksiyon
diisinlilen hastalara profilaktik ve ampirik olarak karbapenem tedavisine
baslanmaktadir. Bu da Acinetobacter’ lerde karbapenem direncinin artmasina yardimei

olmaktadir.

PFGE tiplendirmesinin sonucunda hastanemizdeki Acinetobacter spp. suslarmin
yaklasik dortte licii gibi oldukca yiiksek bir kisminin klonal yonden iliskili olduklar
saptandi. Kiime olusturan suslar baskin olarak solunum yolu kiiltiirii 35 (%42,7) ve kan
kiltiiri 24 (%29,3) orneginden izole edilen bakterilerdi. Baz1 kiimelerde sus sayis1 27
kadar yiiksek rakamlara ulagsmaktadir. Bu durum ¢apraz bulas derecesinin biiytlikliigiinii
ciddi bigimde ortaya koymaktadir. Bu kiime i¢inde yer alan 27 sus yaklasik dokuz ay
hastanemizde varligmi silirdiirmiistiir. Diger bir kiimenin hastanemizde kalig siiresi 27
aya kadar uzamistir. Bu veriler 4. baumannii gibi 6nemli nozokomiyal patojenin
hastanede kolayca yayilabildigini ve uygun korunma ve kontrol dnemlerinin alinmamasi

halinde yillarca hastane ortaminda kalabilecegini vurgulamaktadir.
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Wang ve arkadaglarinin yaptigi calismada bir klon yaklasik 6 yil varligini
stirdirmiistiir (143). Prashanth ve arkadaslari; yaptiklar1 ¢aligmada yogun bakimlarda
tireyen 71 Acinetobacter izolatim PFGE ile tiplendirmisler, 59 (%83) farkli patern
belirlemislerdir (144).

Klonal olarak iligkili suslar, zaman gectikce ilaglara duyarlilik profilleri degisim
gostermektedir. On ikinci kiimemiz ayni zamanda antibiyotiklere en direngli kiime
olarak bulundu. Bu kiime igerisinde bulunan tiim izolatlar MDR olarak bulundu. Kiime
igerisinde bulunan izolatlardan yalnizca ikisi imipeneme duyarli bulunmustur (Tablo 7).
Kiime igerisinde yer alan kdkenlerin antibiyotiklere duyarlilik profillerinde 6nemli
degisimler kaydedilmektedir (Tablo 7). Aymi klondaki izolatlarin farkli antibiyotik
paternleri gostermelerinin sebebi birkag sekilde agiklanabilir. Bunlardan birincisi; klonal
yonden iligkili olduklar1 halde direng profili farkli olan suslarda direng gelisimine yol
acan genetik olay ile PFGE profiline sebep olan genetik degisimin hizlarinin farkh
olmas. Ikinci sebep klonal yonden farkli olduklar1 halde ortak direng profili sergileyen
suslarda direncin kaynagi plazmitlerin transferi seklinde olabilir. Genel olarak ortak
diren¢ ve PFGE profili gosteren suslarda diren¢ yayiliminin klonal yayilima paralel

oldugu kabul edilmektedir (145,146).

Isparta sehrinde Siileyman Demirel Universitesine Sesli Cetin ve arkadaslari
tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada (147) genotip analizi yapilan 66 A. baumannii
izolatinda 36 PFGE paterni, on iki kiime olusturmaktadir. Epidemiyolojik iliski oranini

%80,3 olarak bulmuslardir.

Kontamine c¢evresel kaynaklar; nemlendiriciler, monitorler, hasta bakicilarin
elleri gibi ¢evresel kaynaklar salginlara sebep olabilmektedir. Cok c¢esitli analizlerle
daha onceden ayni yogun bakim fiinitesinde A.baumannii kazanimi igin en biiyiik risk

faktoriin mekanik ventilasyon oldugunu ispatlanmustir (122).

Calismamizda klonal yayilim diger ¢alismalara uyumlu olarak yogun bakimlarda
daha baskin bulundu. Hastanemizde biitiin yogun bakim servisleri ayni katta olup,
hastane personeli ve ventilatdr cihazlar1 ortak kullanilmaktadir. Yogun bakimlar

arasinda hasta transferleri sik yapilmaktadir. Yogun bakim servisleriyle; yogun bakimla
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ilgili olan servisler arasinda hasta transferleri ¢ok sik olmaktadir. Bu da hastanemizde
A.baumannii klonlarinin yayilmasini arttirmaktadir. Elimizdeki epidemiyolojik veriler
bunu desteklemektedir. Ayrica 35 izolatin solunum yolu Ornegine ait kiiltlirlerden
tretilmesi ve bunlarin ventilatér cihazina baglh hastalar olmasi, A. baumannii
infeksiyonlar1 i¢in en bliyiik risk faktoriinlin mekanik ventilasyon oldugu bilgisiyle

uyusmaktadir (122).

Hui Wang ve arkadaslari, 1999-2005 yillar1 arasinda 11 hastanede 221 imipenem
direncli izolat1 PFGE ile tiplendikleri calismada; iki veya daha fazla subtipten olusan 15
patern tanimlamiglar. Bu ¢alisma peryodu esnasinda dort sehirde 10 hastanede klonal
yayilm saptamislar. Infeksiyon kontrol énlemlerinin alinmasina ragmen hastanenin
farkli 19 servisinde imipenem direngli klon izolatlar1 bulmuslar. Yetmis dort vakadan;
33 vaka pulmoner infeksiyonlu, 15 vaka bakteriyemili olup sirasiyla yaklasik 6lim
oranlart  %22,1 ve %40,2 bulmuslar. Yirmi sekiz vakayr kolonize olarak
siniflandirmislar.  Infeksiyonun gelisme siiresi 27,8 giin olarak tespit etmisler.
Acinetobacter izolasyonu olan biitlin hastalarin altta yatan bir hastalig1 bulunmakta ve %
70 1 genis spektrumlu antibiyotik kullanmaktadir. Ayrica bir klonun hastane ¢evresinde
6 yil varligint siirdiirmiis oldugu tespit edilmistir. Ancak klonal yayilim olan hastaneler

arasindaki, hasta transferlerine rastlanmamuistir (143).

Yaptigimiz calismada imipenem direncli 34 (%26) izolat PFGE analizi ile
yapilan incelemede on bes patern ve iki kiimeden olusmaktadir. Imipenem direnci
bulunan ilk kiime yirmi bes izolattan olusmaktadir. Ikinci kiime iki izolattan
olugmaktadir. Birinci kiimeyle, ikinci kiime muhtemel iligkilidir. Klon hastanemizdeki
varhigini yaklasik dokuz ay siirdiirdii. On serviste klonal yayilim mevcuttu. Yayilim ve
bulasin; servisler arasi hasta transferi, ortak hastane personeli, ortak kullanilan ventilator
cihazlarindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. izolatlarm yirmi iki tanesi yogun
bakimlarda, on iki tanesi diger servislerde iiretildi. Alt solunum yollart kiiltiir
orneklerinde on bes izolat, kan kiiltiirii 6rneginde dokuz, idrar kiiltlirii 6rneginde dort,

parasentez ve yara kiiltiir orneklerinde ii¢ izolat iretildi. Bu klon iginde yer alan
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hastalardaki 6liim orani (%47) hastane genelinde saptadigimiz degerden (%36) oldukca

yiiksek bulunmustur.
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6. SONUCLAR

. Bu calismanin yapildig1 li¢ yil boyunca A.baumannii’ ye bagl hastane

infeksiyonlarina 6zellikle yogun bakimlarda rastlanmaktadir.

. Hastane etkeni olarak iiretilen Acinetobacter suslari arasinda yiiksek
antibiyotik direnci goriilmekte, diren¢ yillar iginde Onemli artiglar

gostermektedir.

. Hastanemizde izole edilen Acinetobacter spp. suslar1 arasinda MDR, XDR,

PDR oranlarinin artis1 dikkat ¢ekicidir.

. Hastalar arasinda suslarin bulag derecesinin oldukc¢a yiiksek oldugu,
hastanedeki klonun uzun periyotlarda ortamda kalabildigi, genel hasta 6lim

oranlarmin diger ¢aligmalardan daha fazla oldugu saptanmistir

. Molekiiler tiplendirme c¢alismalarinin destegini alarak hastanemizde daha
etkili bir korunma ve kontrol Onlemlerinin alinmas1 gerekliligi ortaya

konulmustur.
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7. OZET

NOZOKOMIYAL ACINETOBACTER iIZOLATLARINDA DIRENC ve KLONAL
ILISKININ ARASTIRILMASI

Inénii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezinde; Ocak 2005-Aralik 2007 tarihleri
arasinda, yatan hastalardan iretilen 135 Acinetobacter susu c¢aligmaya alindi.
Acinetobacter izolatlarinin 131 tanesi (%97) A. baumannii ve 4 tanesi (%3) A. lwoffii
olarak tanimlandi. Acinetobacter suslarinin antibiyotiklere duyarliliklarina,
Kirby Bauer disk difiizyon yontemiyle bakildi. Test edilen suslara kars1 en az direncin
netilmisin (% 7); en fazla direncin ise piperasilin (%92), seftriakson (% 81) ve
doksisikline  (%69) karsi oldugu saptandi. Direng pofilleri yillara gore
karsilagtirildiginda  (2005-2007): piperasilin, seftriakson, gentamisin, doksisiklin,
trimetoprim/sulfametoksazole ~ diren¢  oranlarinda  belirgin ~ bir  degisiklik
gozlenmemektedir. Piperasilin/tazobactamda direng orant %47’den %76’ya; sefepimde
%42’den %77’ye; seftazidimde %47’den %77’ye, imipenemde sifirdan %39’ a,
netilmisinde sifirdan %14’e, amikasinde %18’den %353’e, tobramisinde %18’den
%47’ye, levofloksasinde %?24’den %55’e, ampisilin/sulbaktamda %18’den % 46’ya
artmaktadir. Ug veya daha fazla grup antibiyotige direngli sus sayis1 77 (%57), kolistin
ve tigesiklin hari¢ diger antibiyotiklere direncli sus sayis1 23 (%17), tiim ilaglara direngli
sus sayisi iki (%]1,5) olarak bulundu.

PFGE yontemiyle 131 Acinetobacter spp. susunun 82 (%62,6)’sinin kiime i¢inde
oldugu saptandi. Bu suslar 15 kiime i¢inde yer almaktadir. Kiimelesmede sus araligi 2—
27 arasinda degigmektedir. Tiplendirilen suglarin %72,3’lii klonal yonden iligkili
bulundu. izolatlarin 37 tanesi (%28) 6zgiin PFGE profili gosterdi. Toplam 131 sus
icinde 64 (%48,9) PFGE paterni belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Acinetobacter, PFGE, kiime, direng
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8. SUMMARY

INVESTIGATION OF RESISTANCE AND CLONAL RELATEDNESS AMONG
THE NOSOCOMIAL ACINETOBACTER ISOLATES

A total of 135 Acinetobacter strains isolated from 130 hospitalized patients at
Inonu University Turgut Ozal Medical Center were studied in January 2005- November
2007. Of the 135 Acinetobacter isolates, 131 (97%) were A baumannii and 4 were A.
Iwoffi (3%). Antibiotic susceptibilities of Acinetobacter isolates were investigated by
Kirby Bauer disk difusion method. Minimal resistance among performed strains were
detected in netilmisin (7%), where as maximum resistance were at piperacilline (92%),
ceftriaxone (81%) and doxicycline (69%). When we compared resistance profiles in
2005 regarded to 2007, there was no difference in antibiotic resistance to piperacilline,
ceftriaxone, gentamycine, doxicycline, trimetophrime/sulfomethoxazole. Resistance
rates increased from 47% to 76% for piperacilline-tazobactam, 42% to 77% for
cephepime, 0% to 39% for imipenem, 0% to 14% for netilmisin, 18% to 53% for
amikacin, 18% to 47% for tobramycin, 24% to 55% for levofloxacin, 18% to 46% for
ampicilline/sulbactam. The number of strains that were resistant to three or more
antibiotics were 77 (57%), and the number of strains that resistant to all antibiotics
except colistin and tigecycline were 23 (17%), and there were 2 (1.5%) strains which
resistant to all of antibiotics.

Pulsed Field Gel Electrophoresis typing of the 131 strains showed that 82
(62,6%) Acinetobacter strains were in clusters. These strains were in 15 clusters. The
number of strains that generated these clusters were between 2-27. The strains
genotyped were determined as clonally related with a high rate of 72,3%. Thirty-seven
strains of isolates had shown spesific PFGE profiles. It had been determined that there
were 64 (%48,9) spesific PFGE pattern among 131 Acinetobacter strains.

Key word: Acinetobacter, PFGE, cluster, resistant
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NOZOKOMIYAL ACINETOBACTER iZOLATLARINDA DIiRENC ve KLONAL
TLISKININ ARASTIRILMASI

OZET

Inénii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezinde; Ocak 2005-Aralik 2007 tarihleri
arasinda, yatan hastalardan iretilen 135 Acinetobacter susu ¢alismaya alindi. Acinetobacter
izolatlarinin 131 tanesi (%97) A. baumannii ve 4 tanesi (%3) A. lwoffii olarak tanimlandi.

Acinetobacter suslarinin antibiyotiklere duyarliliklarina, Kirby Bauer disk difiizyon
yontemiyle bakildi. Test edilen suslara kars1 en az direncin netilmisin (% 7); en fazla direncin
ise piperasilin (%92), seftriakson (% 81) ve doksisikline (%69) karst oldugu saptandi. Direng
pofilleri yillara gore karsilastirildiginda (2005-2007): piperasilin, seftriakson, gentamisin,
doksisiklin, trimetoprim/sulfametoksazole direng oranlarinda belirgin bir degisiklik
gozlenmemektedir.  Piperasilin/tazobactamda  diren¢  oram1 = %47’den  %76’ya;
sefepimde %42’den %77’ye; seftazidimde %47°den %77 ye, imipenemde sifirdan %39’ a,
netilmisinde sifirdan %14’e, amikasinde %18’den %353’e, tobramisinde %18’den %47’ye,
levofloksasinde %24’den %55 e, ampisilin/sulbaktamda %18’den % 46’ya artmaktadir. Ug
veya daha fazla grup antibiyotige direngli sus sayist 77 (%57), kolistin ve tigesiklin hari¢
diger antibiyotiklere direngli sus sayis1 23 (%17), tiim ilaclara direngli sus sayis1 iki (%1,5)

olarak bulundu.

PFGE yontemiyle 131 Acinetobacter spp. susunun 82 (%62,6)’sinin kiime iginde
oldugu saptandi. Bu suglar 15 kiime i¢inde yer almaktadir. Kiimelesmede sus araligi 2-27
arasinda degigmektedir. Tiplendirilen suslarin %72,3’ii klonal yonden iliskili bulundu.
izolatlarin 37 tanesi (%28) 6zgiin PFGE profili gosterdi. Toplam 131 sus icinde 64 (%48,9)
PFGE paterni belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Acinetobacter, PFGE, kiime, direng



INVESTIGATION OF RESISTANCE AND CLONAL RELATEDNESS AMONG THE
NOSOCOMIAL ACINETOBACTER ISOLATES

SUMMARY
A total of 135 Acinetobacter strains isolated from 130 hospitalized patients at Inonu

University Turgut Ozal Medical Center were studied in January 2005- November 2007. Of
the 135 Acinetobacter isolates, 131 (97%) were A baumannii and 4 were A. Iwoffi (3%).
Antibiotic susceptibilities of Acinetobacter isolates were investigated by Kirby Bauer disk
difusion method. Minimal resistance among performed strains were detected in netilmisin
(7%), where as maximum resistance were at piperacilline (92%), ceftriaxone (81%) and
doxicycline (69%). When we compared resistance profiles in 2005 regarded to 2007, there
was no difference in antibiotic resistance to piperacilline, ceftriaxone, gentamycine,
doxicycline, trimetophrime/sulfomethoxazole. Resistance rates increased from 47% to 76%
for piperacilline-tazobactam, 42% to 77% for cephepime, 0% to 39% for imipenem, 0% to
14% for netilmisin, 18% to 53% for amikacin, 18% to 47% for tobramycin, 24% to 55% for
levofloxacin, 18% to 46% for ampicilline/sulbactam. The number of strains that were resistant
to three or more antibiotics were 77 (57%), and the number of strains that resistant to all
antibiotics except colistin and tigecycline were 23 (17%), and there were 2 (1.5%) strains
which resistant to all of antibiotics.

Pulsed Field Gel Electrophoresis typing of the 131 strains showed that 82 (62,6%)
Acinetobacter strains were in clusters. These strains were in 15 clusters. The number of
strains that generated these clusters were between 2-27. The strains genotyped were
determined as clonally related with a high rate of 72,3%. Thirty-seven strains of isolates had
shown spesific PFGE profiles. It had been determined that there were 64 (%48,9) spesific
PFGE pattern among 131 Acinetobacter strains.

Key word: Acinetobacter, PFGE, cluster, resistant
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