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OZET

YURUKEN Z. Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter baumannii
Izolatlarinda Cesitli Antibiyotik Duyarhbklari ve Pulsed Field Gel
Electrophoresis ( PFGE ) Yontemiyle Tiplendirilmesi, Kirikkale Universitesi
Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dah, Uzmanhk Tezi, Kirikkale,
2013.

2009-2010 yillar1 arasinda hastanemiz Tibbi Mikrobiyoloji laboratuvarina gelen
cesitli materyallerden izole edilen 33 adet Pseudomonas aeruginosa ve 48 adet

Acinetobacter baumannii susu ¢aligma kapsamina alindi.

Bakterilerin tanimlanmasi standart klinik mikrobiyolojik yontemler ile yapilmis, bu
yontemlere ek olarak daha iyi tanimlamanin yapilamasi i¢cin API 20NE (Biomerieux)
sistemleri kullanilmigtir. Bakterilerin invitro kosullarda antibiyotiklere direng
durumlari Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 6nerileri dogrultusunda
disk diflizyon yontemi ile belirlendi. Bakterilerin klonal iligkisi epidemiyolojik
tiplendirmenin altin standardi olarak tanimlanan PFGE ile arastirildi. P. aeruginosa
suslarinin % 30,3’ imipenem, % 39,4°1i aztreonama, % 30,3’1i amikasin, % 36,4’
seftazidim, % 33,3’ti meropenem, % 30,3l sefepim, % 27,3’l gentamisin, % 30,3’
piperasilin-tazobaktama direngli bulunmustur. A. baumannnii suslarmin %93,8’i
piperasilin-tazobaktama, %77,1’i amikasine, %47,9’u gentamisine, %83,3’l
sefepime, %72,9’u imipeneme, %72,9’u meropeneme, %87,5°1 seftazidime, %91,7’1
aztreonama direngli bulunmustur. Bu ¢alismada izole ettigimiz suslarin %40°1 ¢oklu
antibiyotik direncine sahipti. %60°1 tiim antibiyotiklere duyarli bulundu. En duyarli
olduklar1 antibiyotik ise %70 oraniyla CN, AK ve TPZ’ye oldugu saptandi. PFGE
yontemiyle tiplendirilen 33 adet P. aeruginosa susundan 18 (%54,5) genotip
saptandi. Bu genotiplerden 5 adeti kiime olusturan suslar1 icermektedir. Her
kiimedeki sus sayist 2-8 arasinda degismektedir. Toplam 17 (%51,5) sus kiime
olusturmaktadir. Bu suslardan 4 adeti yakin iliskili olarak degerlendirildi. U¢ veya
daha az bant farki olusturma kriteri dikkate alindiginda suslarin 21 (%63,6)’1 klonal



yonden iliskili bulundu. Izolatlarin 12 adeti (%36,3) 6zgi PFGE profili gosterdi.
Kirksekiz adet A. baumannii susundan ise 13 (%27.08) genotip saptandi.
Genotiplerden 8 adeti kiime olusturan suslar1 icermektedir. Herbir kiimedeki sus
sayist 2 ile 12 arasinda degismektedir. Toplam 41 (%85,4) sus kiime olusturmaktadir.
Bu suslardan 2 adeti yakin iliskili olarak degerlendirildi. Ug ya da daha az bant farki
olusturma kriteri dikkate alindiginda suslarin 43 (%89,5)’li klonal yonden iligkili
olarak degerlendirildi. Izolatlarin 5 adeti (%10,4) 6zgii PFGE profili gosterdi.

Sonug olarak yogun bakim iinitesinden izole edilen 33 P. aeruginosa ve 48 A.
baumannii susunun gapraz gegisi gosterilmistir. Bazen bir hasta bir iki ay ara ile ayni
tir bakterinin farkli genotipiyle, bazende farkli hastalar ayni genotiple enfekte
olmustur. Capraz bulasin yiiksek derecede saptanmasi ve ozellikle A. baumannii
suslariin bircok ilaca kars1 yiiksek direng oranlar1 gostermesi yogun bakim

tinitelerinde acil dnlemler alinmas1 gerektigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: P. aeruginosa, A. baumannii, PFGE, klonal iligki, genotip, bant
fark:

Vi



ABSTRACT

YURUKEN Z. Antibiotic Susceptibility and Pulsed Field Gel Electrophoresis
(PFGE) Typing of Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter baumannii
isolates. Kirikkale Univercity, Faculty of Medicine, Department of Medical
Microbiology. Thesis of Speciality, Kiritkkale, 2013.

A total of 33 Pseudomonas aeruginosa and 48 Acinetobacter baumannii strains
isolated from the various materials at our hospital medical microbiology laboratory
between 2009 -2010 include our study.

The identification of bacteria were done with standart clinic microbiological methods
and API 20NE (Biomerieux) methods were used for the better characterization. The
antibiotic resistance of isolates was defined with disc diffusion method by following
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) advices. The clonal relationship
of the strains were investigate with the PFGE which is the most important methods
for epidemiologic classification. The rate of antibiotic resistance of P. aeruginosa
are 30,3% to imipenem, 39,4% to aztreonam, 30,3% to amikasin, 36,4 % to
ceftazidim, 33,3% to meropenem, 30,3 % to cefepim, 27,3% to gentamicin, 30,3%
to piperacilin tazobactam. The rate of resistance of A. baumannnii strains are 93,8%
to piperacilin-tazobactam, 77,1% to amikasine, 47,9% to gentamicine, 83,3% to
cefepim, 72,9% to imipenem, 72,9% to meropenem, 87,5% to ceftazidim, 91,7% to
aztreonam. In this study 40 %of the isolates had a multiple antibiotic resistance.
Sixty percent of the isolates showed resistance to all antibiotics. The most effective
antibiotic is CN, AK and TPZ with the rate of 70%. PFGE yielded 18 genotype ( %
54,5 ) among the 33 P. aeruginosa strains. Five of these genotypes included the
clustered strains, each cluster included 2 to 8 strains. The total clustering rate was
51,5% (17/33 strains). Four strains were defined as closely related. A total 21 isolates
showed PFGE profiles having less than four DNA bant differences from each other.
This result indicated 63,6% clonal relationship among the P. aeruginosa strains.
Twelve strains 36,3(%) showed unique PFGE profile. We determined 13 PFGE types

vii



(27,08%) among 48 A. baumannii strains. Of these geneotypes, 8 were cluster
including 41 (85,4%) strains, 5 (10,4%) were unique.. The range of cluster varied
from 2 to 12 strains. Two strains were defined as closely relationship. If three or less
DNA band differences criteria is considered, 43 of these strains (89,5% ) were

classified in clonal relationship.

In conclusion; we founf cross-transmission among the 33 P. aeruginosa and 48 A.
baumannii strains isolated from intensive care unit in a six-month period.
Sometimes, it was found that a patient was infected with the different genotypes of
the same bacteria within a mounth or two mounth and someties different patients
were infected by the same genotypes. The high crosss-transmisson rates among the
tested isolates and high antibiotic resistance among the and, A. baumannii strains
indicates the necessity of emergancy precaution to keep infection off in the intensive

care unite.

Keywords: P. aeruginosa, A. baumannii, PFGE, clonal relationship, geneotype,

band differences
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1.GIRIS VE AMAC

Genellikle dogada saprofit olarak bulunan, immun sistemi baskilanmis ve
hastanede yatan hastalarda ciddi enfeksiyonlara neden olan Non Fermenter Gram
Negatif Bakteriler (NFGNB) den en sik izole edilen iki tanesi Pseudomonas
aeruginosa ve Acinetobacter baumanii’dir.

Hastane enfeksiyonlari, ginimizde enfeksiyon nedenleri arasinda en 6nemli
problemi olusturmaktadir. Hastaneye yatan hastalarin % 5-15’inde hastane
enfeksiyonu gelismektedir (1). Hastane enfeksiyonlar1 hastalarda ciddi mortalite,
morbiditeye neden olmakta ve getirdikleri ekonomik kayiplar sonucunda tim
diinyada oldugu gibi iilkemizde de tibbi ve ekonomik bir sorun olmaya devam
etmektedir (1).

Acinetobacter cinsi bakteriler hastane enfeksiyonuna yol agan etkenler iginde
onemli bir yer tutmaktadir (2). Acinetobacter enfeksiyonu, yogun bakim
unitelerindeki hastalarda gittikce artan siklikta gorilmektedir (3). Hastane
infeksiyonunda sik olarak saptanmalarimin nedenleri, dis ortam kosullarinda
kolaylikla yasayabilmeleri ve antibiyotiklere karsi ¢oklu diren¢ kazanabilmeleridir
(2, 4). Acinetobacter tiirleri hastane ortaminda uzun siire canliligin1 korur ve toprak,
su, yiyecek gibi maddelerden izole edilebilir. Saglikli kisilerin florasinda
bulunabildigi gibi hastaneye yatirilarak tedavi edilen hastalarda kolonizasyon da
yapabilirler (5, 6).

Hastane kaynakli enfeksiyonlardan en sik sorumlu tutulan tir A. baumannii ‘dir
(7-9). A. johnsonii, A. lwoffii ve A. radioresistens gibi diger tiirler normal deri
florasinda bulunmaktadir ve ayni zamanda orofarinks ve vajina florasinda da
bulunabilir (10). A. baumannii enfeksiyonlart gram negatif patojenler icerisinde
kontrol ve tedavisi en gug¢ olanlardan birisi haline gelmistir (11, 12).

Hastane enfeksiyonu etkenleri icinde 6nemli yere sahip diger bakteri grubu
Pseudomonas cinsi bakterilerdir. Pseudomonas ‘larin, insanlar i¢in hastalandirici
Ozellikte olan pek c¢ok tiirii bulunmaktadir. Bunlarin en 6nemlisi Pseudomonas
aeruginosa'dir. Bu Dbakterilerin hastane ortam florasinda endemik olarak
bulunduklari, hasta tedavisinde kullanilan alet ve sivilardan siklikla izole edildikleri
bilinmektedir (13). P. aeruginosa minimal Ureme kosullarinda bile Ureyebilmesi,
dogada yaygin olarak bulunmasi, degisik virulans faktorlerinin olmasinin yani sira,

dogal olarak var olan diren¢ mekanizmalari ile oldukca 6énemli bir bakteridir (14).

1



Pseudomonaslar yogun bakim tiniteleri, yanik iiniteleri, mekanik ventilatorler, kanser
kemoterapisi uygulanan veya genis spektrumlu antibiyotik kullanilan birimlerde daha
fazla kolonize olur ve bu durum invazif enfeksiyonlara yatkinlik olusturmaktadir (15,
16). Hastane enfeksiyonlarinin %10-25'inden sorumlu tutulmaktadir (17).

Hastane enfeksiyonlarinin artmasi enfeksiyon kontrol uygulamalarindaki
hatalara baglidir. Hastalarin bir kismmin A.baumannii ve P. aeruginosa ile enfekte
ya da kolonize oldugu durumlarda; hastalar arasindaki ¢apraz gegisler kolonizasyon
ve/veya salgin olusumunu artirir. Hastanede salginlarin onlenmesinde klasik
epidemiyolojik bilgiler yaninda, mikroorganizmanin kaynagi ve bulas yollar
hakkinda belirleyici bilgiler saglayan sus tiplendirme yontemlerinin katkisi fazladir.
Sus tiplendirilmesi mikroorganizmalarin izole edildigi farkli kaynaklar arasindaki
iliskiyi ortaya koymaktadir (18, 19). Eskiden farkli materyallerden izole edilmis
nazokomiyal patojenlerin arasindaki epidemiyolojik iligkinin belirlenmesi biyotip,
serotip, bakteriyofaj ya da bakteriyosin tipleri ve antimikrobiyal duyarlilik profilleri
gibi fenotipik ozelliklerinin karsilastirllmasina dayandiriliyordu. Son 20 yildir DNA
temelli yeni teknolojilerle veya molekiiler analiz uygulamalarindaki gelismelerle
birlikte bu degerlendirme degismeye basladi. DNA-temelli molekuler tiplendirmeler;
Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) ve diger restriksiyon bazli metodlar,
plazmid analizi ve polimeraz zincir reaksiyon (PZR) bazli tiplendirme metodlarindan
olusmaktadir (20-22).

Bu ¢alismada; Hastanemizde sik goriilen A. baumannni ve P. aeruginosa
enfeksiyonlarinin yayilimimi ve hastanemizde sik kullanilan antibiyotiklere direng
gelisimini gozler oniine sermek ve onlemek i¢in ¢agrida bulunmak amaciyla, yogun
bakim Unitesi Orneklerinden izole edilen her iki bakterinin de suslari arasindaki
klonal iligkiler PFGE yontemiyle arastirilmig, antibiyotiklere direng oranlari

saptanmis, benzer suslarin antibiyotiklere kars1 diren¢ durumlar1 incelenmistir.



2.GENEL BiLGILER

2.1.PSEUDOMONASLAR VE PSEUDOMONAS AERUGINOSA

insanlar1 hastalandiric1 6zellikte olan pek ¢ok Pseudomonas cinsi bakteri tiiri
bulunmaktadir. Bunlarin en onemlisi Pseudomonas aeruginosa' dir. P. aeruginosa
dogada, toprak ve sularda yaygin olarak bulunan, kisitli besin maddesi iceren
ortamlarda bile yasayabilen firsat¢1 bir patojendir. ilk kez 1850'de Sedillot tarafindan
cerrahi yara pansumanlarinda mavi renk degisikligi yapan bir ajan olarak
tammmlanmis ve Bacillus pyocyaneus ve daha sonra Pseudomonas pyocyanea olarak
adlandirilmigtir. Piyosiyanin izolasyonu 1862'de Lucke tarafindan yapilmistir (23).
1882'de Fransiz eczaci Carle Gessard, Pasteur'un Kkultlr yontemlerini yara
akintilarindaki mavi ve yesil pigmentlere uygulayarak P. aeruginosa'y: saf kiiltiir
halinde izole etmistir. 1886 yilinda Finkelstein adli arastirici antemortem bir ¢ocukta,
1889 yilinda da Brill ve Libman adli arastiricilar yetiskin kanindan P. aeruginosa'yi
enfeksiyon etkeni olarak izole etmislerdir. 1897'de Hitschman ve Kreibich, 1917'de
Frenkel ve 1925'de Osler patojen bir bakteri olarak tanmimlamuslardir (23, 24). 19.
ylizyilin sonunda insanin hemen hemen tiim anotomik bdlgelerinden infeksiyon
etkeni olarak izole edilmistir. 1980 lerden sonra hastane enfeksiyon etkeni olarak
dikkat ¢ekmeye baslamistir (25). 1973 yilinda Palleroni ve arkadaslari tarafindan
gelistirilen rRNA-DNA dizilim benzerliklerini temel alan genotipik smiflandirmaya
gore ise. pseudomonaslar bes gruba ayrilmistir (26, 27).

P. aeruginosa gram-negatif, sporsuz, diiz veya hafif kivrik, 1,5-3 pm
boyunda, 0,5-0,8 um genisliginde ve Pseudomonadaceae ailesi ic¢indeki patojen
tlrdur. Kirpikli ve hareketli, zorunlu aeropturlar. Cogu izolatlar kanli agarda beta
hemolitiktir ve tipik yesil metalik parlaklik olusturur. Rutin kullanilan besiyerlerinde
optimal 30-37°C’de ve hafif alkali ortamda kolayca urerler. Kdltiirlerde piyosiyanin
ad1 verilen ¢oziinlir fenazin pigmenti iiretmesi en 6nemli O6zelliklerinden biridir.
Piyosiyanin disinda bakteri kirmizi pigmentten sorumlu piyorubin, siyah pigmentten
sorumlu piyomelanin veya sari-yesil ya da yesil-kahverengi renk veren piyoverdin

pigmenti icerebilir. Piyosiyanin ve piyoverdin pigmentlerinin bulundugu bakteri
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izolatlar1 kiiltiir ortaminda yesil-mavi koloniler olusturur. P. aeruginosa’nin epitel
hiicrelerine tutunmay1 saglayan piluslar ve tutunucu hiicre yiizeyi yapilari olmak
iizere iki protein adezini vardir. iki gesit hemolizin yapar; biri 1stya duyarls,
fosfolipaz C olarak adlandirilan bir protein ve digeri 1siya dayanikli bir glikolipittir.
Lipit A endotoksini organizmanin biyolojik etkisini diizenler. Ekzotoksin A ise hiicre
dis1 bir enzim olup, elongasyon faktor 2’yi ( EF2 ) inaktive ederek protein sentezini
inhibe eder (28). Pseudomonas aeruginosa’ nin kiiltiirdeki aromatik meyve kokusu
karakteristiktir. Bu 6zellik 2-aminosetofenon’ a aittir. PSseudomonas aeruginosa
karbonhidratlar: fermente etmez. Glikoz ve ksilozu, oksidasyon yoluyla pargalar
fakat maltoza etkisizdir. Katalaz ve oksidaz testleri pozitiftir. L- arjinin dihidrolaz
uretiminin, L-lizin dekarboksilaz ve L-ornitin dekarboksilaz retiminin negatif
olmasi, indol ve H,S olusturmamasi, metil kirmizis1 ve Voges Proskauer testlerinin
negatif olmasi, jelatini hidrolize etmesi, lireyi parcalamasi, sitrati kullanabilmesi ve
nitratin gaz olusturmasi, ¢ sekerli demirli (TSI) besiyerinde reaksiyon
olusturmamas: gibi 6zellikleri tanida yardimer olan biyokimyasal testlerdir (29-31).
P. aeruginosa saglikli insanlarda nadiren hastaliga neden olur. Konak
savunmasinin bozulmasina neden olan yanik, kanser kemoterapisi, uzun stireli genis
spektrumlu antibiyotik kullanimi, iriner veya damar i¢i kateter, endotrakeal
entiibasyon gibi savunma mekanizmalarinin bozuldugu durumlar ayrica nétropent,
hipogammaglobulinemi, kompleman eksikligi gibi bagisiklik sisteminin baskilandigi
durumlar enfeksiyona zemin hazirlar (28). P. aeruginosa enfeksiyonu kolonizasyon,
invazyon ve sistemik yayillim olmak iizere lic asamada gelisir. Cilt ve mukoza
yiizeylerine kolonize olan bakterilerin yayiliminda viriilans faktorleri, konagin
immun direnci ve fiziksel savunma mekanizmalari 6nemli yer tutar. Enfeksiyon,

kolonizasyon asamasinda kalabilir ya da sistemik enfeksiyona ilerleyebilir (24, 32).

2.1.1. Pseudomonas aeruginosa’mn Viriilans Faktorleri

Pili ve Fimbrialar: Piluslar ve hiicre yiizeyine tutunucu yapilari (pilus disi
adezinler) olmak tizere iki protein adezini vardir. Bu yapilar epitel hiicrelerine
tutunmay1 saglarlar. Piluslarin saflastirilmasi da, bu yapilara karst gelisen antikorlar
da epitele tutunmay1 engeller. Piluslar siyalik asitsiz gangliozid reseptérlere (asialo

GM-1) tutunur. Pseudomonas aeruginosa kokenleri ayn1 zamanda ndraminidaz tretir



ve olusan néraminidaz gangliozidlerdeki siyalik asit kalintilarini kaldirir. Boylece
piluslarin tutunmasi i¢in daha uygun bolgeler olusturulmus olur. Pseudomonas
aeruginosa, piluslari ile epitel hiicrelerine tutunur fakat musine tutunamaz. Pilus dis1
adezinlerin bir bolimii hem epitele hem musine tutunmayi, digerleri ise yalnizca

musine tutunmayi saglar (28, 33, 34).

Polisakkarid kapsul: Pseudomonas aeruginosa kokenleri, bazi kosullarda
polisakkarit yapida kapsiil benzeri yapilar yapar. Bu kapsiiler yapilar ayn1 zamanda
glikokaliks, ekzopolisakkarit ya da aljinat olarak da adlandirilir. Kapsiil benzeri yap1
aljinatla sonlanan, tekrar eden yapilar seklinde mannuronik asit ve glukuronik asitten
olusmaktadir. Bu karbonhidrat bakterinin etrafinda bir matriks olarak sekillenir.
Bakteriyi mukosiliyer aktivite, fagositik hicreler, antikorlar ve kompleman gibi
konak savunmasindan korur. Mukoid kokenlerin ¢ogu kistik fibrozlu hastalarin
orneklerinden izole edilir. Ayrica aljinat, Pseudomonas aeruginosa tedavisinde
kullanilan aminoglikozidlerin bakterisid etkisini engeller (28, 33, 34). Biyofilm
Ozelligi gosteren ekzopolisakkaritler, bakteriyi deterjanlara ve antibiyotiklere karsi
direncli hale getirirler. Ayrica biyofilm bakteriyi yalnizca dis ortamdan koruyarak
yasayabilmesi igin degil ayn1 zamanda genetik Ozelliklerinin korunmasinda ve

genetik bilgi degisiminde de daha iyi ortamlar hazirlanmasinda islev gorir (35).

Norominidaz: Pseudomonaslar siyalik asidin olmadigi gangliosid reseptorlerine
oncelikli olarak baglanirlar. Noraminidaz da siyalik asidi uzaklastirarak pilinin GM-1

reseptorlerine baglanmasini kolaylastirir (33).

Endotoksin: Lipopolisakkarit yapisindadir. Arasidonik asid metabolitlerinin
tretimini artirarak ates, sok, dissemine intravaskiiler koagiilasyon ve metabolik

degisikliklerle karakterize septik sok sendromuna neden olur (28, 33).

Ekzotoksin A (Lipid A): Hiicre diginda ve 613 aminoasitten olusan bir enzimdir. P.
aeruginosa'nin en 6énemli virulans faktoridir ve yapisinda adenozin difosfat (ADP)
riboziltransferaz bulunmaktadir. P. aeruginosa'nin klinik izolatlar1 tarafindan dretilen
difteri benzeri bir toksindir. Memeli protein sentezini nikotinamid adenin dinukleotid
(NAD)'1in adenozin difosfat (ADP) riboz pargasini elongasyon faktor 2 (EF 2) ile



kovalent baglanmasini saglayarak, polipeptid uzatma basamaginda bu faktorin
katalize etme 0Ozelligini inaktive eder (36). Ekzotoksin A salgilamayan suslar,

salgilayanlara oranla daha hafif siddette hasara neden olmaktadir (33, 37).

Enterotoksin: Normal gastrointestinal aktivitenin kesintiye ugramasina neden

olarak diyareye yol acar (33).

Piyosiyanin: Bakterinin iirettigi bu pigment solunum yollarinda bulunan siliyer
hlcrelerin fonksiyonlarin1 bozar. Toksik serbest radikallerin ortama yayilmasina ve
doku hasarmin artmasina yol agar. Akcigerde oksidatif ve notrofil baglantili doku

hasarina neden olur (33, 37).

Ekzoenzim S-T (ExoS): Ekzotoksin A gibi sitotoksik etkisi olan ADP
riboziltransferaz zincirinden olusur (38). Guanozin trifosfat baglayan proteinleri
ribolize eder. Ekzoenzim S, P. aeruginosa'nin tip III sekresyon aygiti denilen
transmembran proteinleri dizisi yoluyla bakteriyel sitozolden konakci hiicre
sitoplazmasinin ig¢ine dogrudan hiicre temasi ile sunulur (36). Bakterilerin
yayilmasini ve invazyonunu kolaylastirir ve virulansi yiksek suslarda gucli nekrotik
etkisi vardir. Spesifik olarak yanik yaralar1 (zerinde ve akcigerde enfeksiyonlarin

ortaya ¢ikmasina neden olur(33).

Ekstraselluler proteazlar (Elastaz-alkalin proteaz): Elastaz enzimi elastin igeren
doku hasarindan sorumludur. Komplemanin pargalanmasi, interferon gamma ve
timor nekrotizan faktor (TNF)' nin inhibe edilmesine ve IgG ve IgA yikimina neden
olur. Akciger parenkim hasarina ve pseudomonas sepsisinin deri bulgusu olan ektima
gangrenozuma neden olur. Notrofil kemotaksisini engeller. Bakterilerin yayilimini
artirtr. Alkalin proteaz proteinleri sindirerek doku nekrozunu baglatan gucli bir
antikoagulan etkiye sahip timor nekrotizan faktor (TNF)'inde iginde oldugu ok
sayida sitokini inaktive eden bir enzimdir. Her iki proteaz deride, akcigerde ve

kornea'da nekrozlara sebep olur(33, 39, 40).

Hemolizinler: P. aeruginosa nin iKi ¢esit hemolizini vardir. Isiya duyarli fosfolipaz

C ile 1siya dayanikli bir glikopeptid. Fosfolipaz C siirfaktanin yapitaslarindan olan



fosfatidilkolini pargalayarak, pulmoner atelektazinin gelismesine neden olur. Isiya
dayanikli glikopeptid olan rhamnolipid ise solunum yollarindaki mukosiliyer
aktiviteyi inhibe eder. Siliyer aktivitenin azalmasi ve alt solunum yolu
enfeksiyonlarinin  olusmasindan  sorumludur (33, 40). Lipidleri ve lestini
parcalayarak doku invazyonuna yardimci olurlar. Protezlar gibi hemolizinler de

nekroz yaparak, enfeksiyonun doku invazyonuna yardim eder (37).

Sitotoksin (I6kosidin): Lokosit fonksiyonlarin1 bozarak etki ederler, deney

hayvanlarinda pulmoner mikrovaskiiler hasar yaptig1 gésterilmistir (33, 40).



Tablo 1. P. aeruginosa ’nin virulans faktorleri ve biyolojik etkileri

Virulans faktorleri
Yapisal faktorler

Kapsul :

Noraminidaz :

Piluslar ve Nonpilus
Adezinler:

Lipopolisakkarid :

Piyosiyanin :

Toksin ve enzimler

Ekzotoksin A :

Ekzotoksin S :

Sitotoksin :

Elastaz, Alkalin Proteaz :

Fosfolipaz C :

Rhamnolipid :

Biyolojik etkileri

Mukoid polisakkaridin yapilmasi
Adhezyon saglanmasi

Antibiyotiklerin bakterisidal etkisinin azaltimasi
Notrofil ve lenfosit aktivasyonunun 6nlenmesi
Piluslarin adezyonunun kolaylastirilmasi

Akciger ve yara yerine adezyonun saglanmasi

Endotoksik aktivite

Siliyer fonksiyonun bozulmasi

Inflamasyonun baslatilmas:

Toksik oksijen radikallerinin salinmasi ve doku hasari

Protein sentezinin EF2 etkileyerek 6nlenmesi

Doku hasariin olusmasi

Immiinsiipresyonun saglanmasi
Protein sentezinin 6nlenmesi, immdansipresyon
Lokosit fonksiyonlarmin bozulmasi

Pulmoner mikrovaskiiler yapilarin hasarlanmasi
Elastin iceren dokularin harabiyeti

Inflamasyon baslatilmasi

Lesitin igeren dokularin harabiyeti ve pulmoner siliyer

aktivitenin inhibisyonu

8



2.1.2. Pseudomonas aeruginosa’min Epidemiyolojisi

P. aeruginosa toprak, su ve organik maddeler gibi besin maddeleri bulunan
ortamlarda yasayabilen firsat¢i patojen bakteridir. Nemli ortamlarda dreyebilir.
Hastane ortamlarinda solunum cihazlari, endoskoplar, enfiizyon cihazlari, damar igi
kataterler, lavabolar, duslar, paspaslar, temizlik solisyonlar1 ve cicekler gibi
maddelerde enfeksiyon kaynaklaridir (37). Farkli fiziksel kosullara ¢ok kolay uyum
saglar ve enfeksiyonlarin gogu hastaneden kazanilir. insanlarm normal florasinda da
bulunabilir. Hastane disindaki veya hastaneye basvuran kisilerde disuk oranda
bulunur. Deride % 0-2, burun mukozasinda % 0-3, bogazda % 0-6, diskida % 2,6-24
arasinda bulunur. Yogun bakim (nitelerinde, yamik Unitelerinde, mekanik
ventilatorlerde, kanser kemoterapisi uygulanan veya genis spektrumlu antibiyotik
kullanilan birimlerde daha fazla kolonize olur ve bu durum inat¢1 enfeksiyonlara

yatkinlik olusturmaktadir (16, 20).

2.1.3. Pseudomonas aeruginosa’nin Neden Oldugu Hastahklar

P. aeruginosa, sik rastlanan bir insan saprofitidir ve immiin sistem yetersizligi
olan insanlarda nadiren hastalia neden olur. Konak savunmasinin bozuldugu,
immin sistemin baskilandigr durumlarda; ornegin: yanik, kanser kemoterapisi alan
hastalar, uzun siireli genis spektrumlu antibiyotik kullanimi, tiriner veya damar igi
kateter kullanimi, endotrakeal entiibasyon ayrica ndtropeni, hipogamaglobulinemi,
kompleman eksikligi gibi bagisiklik sisteminin baskilandigi durumlar enfeksiyona
zemin hazirlar (28). P. aeruginosa enfeksiyonu ilk ©once kolonizasyon, sonra
invazyon ve en son sistemik yayilim olmak iizere li¢ asamada gerceklesir. Konagin
immiin direnci, bakterinin viriilans faktorleri ve fiziksel savunma mekanizmalari
arasindaki dengeye gore enfeksiyon, kolonizasyon asamasinda kalabilir ya da

sistemik enfeksiyona ilerleyebilir (24, 33).

Endokardit: intravendz ila¢ kullanan insanlarin dogal kalp kapaklarina yerleserek

ve protez kapagi olanlarin protezlerinde infektif endokardite neden olur (41-44).



Solunum sistemi infeksiyonlari: Solunum veya sistemik immin sisteminde
bozukluk olan kisilerde akut, hayat1 tehdit eden pnomoniye sebep olabilir. Hastane
ortaminda 6zellikle de yogun bakim {initelerinde bulunan ve ayn1 zamanda mekanik
ventilatore baglanmak ve daha Once antibiyotik kullanilmasi gibi durumlarda
bakterinin pndmoni yapma ihtimali artar. P. aeruginosa'nin neden oldugu hastane
kokenli pndmonilerde mortalite oranlari oldukga yuksektir. Hastane disinda etken
oldugu pnémonilerde ise hastalarin altta yatan ciddi bir hastaligi, kronik akciger
hastalig1 gibi predispozan faktorler vardir. Genetik bir hastalik olan kistik fibroziste
solunum sisteminde anormal sekresyonlarin olmasi ve opsonizasyon, fagositoz ve
bakterisidal mekanizmalarin bozuklugu nedeniyle pseudamonasa bagli solunum

sistemi enfeksiyonu riski artmistir (44, 45).

Bakteriyemi: P. aeruginosa hastane kaynakli bakteriyemilerin en sik nedenlerinden
biridir. Bakteriyemiler oldukg¢a agir ve Ozellikle immun sistemi baskilanmis
hastalarda mortalitesi ylksek seyretmektedir (15, 37, 46). Bu hastalarda bazi
predispozan faktorler vardir. Bunlardan bazilart  hematolojik  malignite,
immiinglobulin eksikligi, hipokomplemantemi, nétropeni, diabetes mellitus, organ
transplantasyonu, agir yaniklar, diffiiz dermatitler ve ARDS (eriskin solunum stres
sendromu) dir. Ektima gangrenozum tarzindaki deri lezyonlarmin gorilmesi P.

aeruginosa bakteriyemisi i¢in ayirt ettiricidir (44).

Santral Sinir Sistemi Enfeksiyonlar1: Genellikle immun sistemin baskilandig ve
lokal savunma mekanizmalarinin bozuldugu durumlarda gelisir. P. aeruginosa,
santral sinir sistemine malign eksternal otit veya sinuzit gibi lokal bir odaktan, direkt
kafa travmalar1 ve cerrahi sirasinda direkt inokulasyon ile ya da endokardit gibi uzak
bir odaktan hematojen yol ile ulasabilir. Enfeksiyon menenjit ya da beyin apsesine
neden olabilir (44).

Kulak Enfeksiyonlari: P. aeruginosa, ¢ok nadir olarak saglikli insanlarin kulaginda
bulunabilir. Buna karsin yaralanma, maserasyon, inflamasyon ve nem varsa eksternal
kulak yoluna siklikla yerlesir. Akut enfeksiyonlara ve malign eksternal otit gibi
kronik ciddi enfeksiyonlara da neden olabilir. Malign eksternal otit agirlikli olarak

yash diyabetik kisilerde, kismen de uzun siireli kiigiik damar hastaligi gibi
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predispozan faktorl olanlarda gorullr. P. aeruginosa, kronik siipiiratif otitis mediali
cocuk ve yetigkinlerin orta ve dis kulak yolundan siklikla izole edilen bakteriyel
patojendir (31).

Goz Enfeksiyonlari: P. aeruginosa, bakteriyel keratitin en sik nedenlerinden biridir.
Bunun disinda endoftalmit, oftalmia neonatarum, blefarokonjonktivit, skleral apse ve
orbital selliilit gibi géz hastaliklarina neden olmaktadirlar. Keratit olusumundaki risk
faktorleri, kontakt lens kullananlar, énceden goze radyasyon alanlar, yogun bakimda
yatanlar ve ARDS hastalardir (44).

Kemik ve Eklem Enfeksiyonlari: Enfeksiyon dogrudan kemik ve eklemlerde baslar
ya da hematojen yolla yayilim olur. Hematojen kaynakli enfeksiyonlar ilag
bagimlilarinda sik goruliir. Ilag bagimhilarinda gelisen enfeksiyonlar Uriner ve pelvik
kaynaklidir. Delici travma, cerrahi uygulamalar ve yumusak doku enfeksiyonlari
sonrasinda da siklikla P. aeruginosa kemik ve eklem enfeksiyonlarina neden olur(41-
44).

Uriner Sistem Enfeksiyonlar:: P. aeruginosa ile Uriner sistem enfeksiyonlari
cogunlukla kateterizasyon, sonda veya cerrahi girisime bagli olarak hastane kokenli
ve iyatrojeniktir. Kateterizasyon, sonda veya cerrahi girisime bagli olarak ortaya
cikabilir. Uretradan komsulukla olabilecegi gibi primer bir odaktan bakteriyemi ile
de gelisebilir (47).

Gastrointestinal Enfeksiyonlar: Pseudomonas aeruginosa gastrointestinal yolun
herhangi bir yerinde enfeksiyon yapabilir. En sik yenidoganlarda, hematolojik
malignitesi olanlarda ve kemoterapiye sekonder notropeni gelisen hastalarda ortaya
cikar. Cocuklarda orta siddette diyare yapabilirken bebeklerde daha agir tablolara,

oldiruct nekrozlu enterokolite neden olabilir (44).

Deri ve Yumusak Doku Enfeksiyonlari: Pseudomonasa bagli deri enfeksiyonlari
lokal veya yaygin olabilir. Predispozan faktorler yanik, travma ve dermatitlerdir.
Pseudomonas igin tan1 koyucu 6zellik mavi-yesil ply ve eksi meyve kokusudur(41-

44). Biitinligli bozulmus deride yanik, travma, dekiibit {ilseri veya dermatit gibi
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lezyonlarda nem de varsa bakteriye ait deri enfeksiyonlart gelisebilir. Ektima
gangrenozum diginda subkiitan nodiiller, derin apseler, selliilit, vezikiiler ve piistiiler

lezyonlar, biil veya nekrotizan fasiit gibi ¢ok ¢esitli enfeksiyonlar olusturabilir (44).

2.2.ACINETOBACTERLER VE ACINETOBACTER BAUMANNII

Acinetobacter tiirleri, 1939 yilinda Debord’un gram negatif kokobasilleri iiretral
ornekten izole etmesi ile tammmlanmustir (48). Acinetobacter cinsi bakteriler Gremenin
logaritmik fazinda kisa, iri, gram negatif, 1,0-1,5 pm uzunlugunda basil, tiremenin
duraklama fazinda kok veya kokobasil seklinde goriilmektedir. Genellikle diizgiin,
bazen mukoid, renksiz koloniler olusturur. Zorunlu aerop, DNaz ve oksidaz negatif,
katalaz pozitif, nonfermantatif bakterilerdir. Fimbrialar1 vardir ve hareketsizdirler.
Diger nonfermantatif bakterilerden ayirmada kullanilacak ilk test oksidaz testidir
(49). Acinetobacter tiirleri arasinda en sik ve en 6nemli klinik tablolara yol acan
etken A. baumannii’dir (49). Rutin laboratuvar kosullarinda, biyokimyasal
reaksiyonlara ve treme 0Ozelliklerine gore Acinetobacter tiir ayrimi yapilmaktadir.
Glukozu oksitleyen ve hemoliz yapmayan, 44 °C’de iireyebilen kokenler A.
baumannii’dir (50).

Genel Uretim besiyerlerinde 35-37°C’ de kolayca iirerler. Kanli agardaki
kolonileri 24 saat sonunda 2-3 mm ¢apina ulasirlar ve bazi tiirler hemolitik 6zellik
gosterebilirler. MacConkey agarda ve Eozin Metilen Blue agar’ da laktoz negatif
koloniler olustururlar. Enterobakterilerden daha kiigiik, opak, pigmentsiz, S tipi
koloniler meydana getirirler. Bazi tiirler pigment olusturabilir (51). Klinik
orneklerden izole etmek icin secici—ayirtic1 besiyerleri gelistirilmistir. Safra tuzlari,
seker ve bromkrezol moru i¢eren Herelea agar, Holton’s agar, Leeds Acinetobacter
Medium gibibesiyerleri, Gretilmesi i¢in kullanilabilir. Bakterileri, digki gibi
kontamine Orneklerden izole etmek igin tek bir karbon ve enerji kaynagi, nitrojen
kaynagi olarak amonyum veya nitrat tuzlari iceren pH 5,5- 6,0 olan sivi mineral
besiyerine inokile ederek izole etmek mumkindar (2, 52).

Acinetobacter kokenleri klinik laboratuvarlara gelen 6rneklerden izole edilen en
stk ikinci nonfermentatif Gram negatif bakterilerdir (53). Saglikli insanlar igin

patojen olmayan ancak bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda enfeksiyonlara
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neden olabilen firsatg1 bakterilerdir (54). Insanlardan en sik izole edilen tiirii A.

baumannii’dir (55).

2.2.1. Acinetobacter baumannii Virilans Faktorleri

Acinetobacter cinsi bakteriler genel olarak virulanst diisik patojenlerdir.
Immun sistemi normal olan bireylerde einfeksiyon olusturmalar1 oldukg¢a giigtiir.
Genellikle hastane kaynakli firsat¢i enfeksiyonlara neden olmaktadirlar (49, 56).
Malignite, yanik, konagin immun sistemini baskilayan durumlar ve konagin yasi
enfeksiyon gelisimini kolaylastiran bazi faktorlerdir. Agir cerrahi girisim, uzun siire
yogun bakim iinitesinde kalma, uzun siire mekanik ventilatére bagli kalma, uzun
sreli antibiyotik kullanimi, damar i¢i Kkateterizasyon, enteral beslenme, idrar
sondasi, endotrakeal tip ve trakeostomi baslica risk faktorleridir. Son 30 yildir
hastane ortaminda yeni, genis spektrumlu antibiyotiklerin yaygin ve uygunsuz
kullanimi, hem Acinetobacter tiirleri ile gelisen hastane enfeksiyonu oranini arttirmis
hem de bu bakterilerde birgok antibiyotige karsi direng gelismesine neden olmustur.
Antibiyotik kullanma aligkanliklar1 ve g¢evresel faktorlerin katkisi ile antibiyotik
direnci hastaneler, sehirler ve iilkeler arasinda farklilik gostermektedir (49, 56).

Acinetobacter cinsi bakteriler genel olarak diisiik virulansli olarak kabul
edilmelerine ragmen virulanstan sorumlu faktérler de vardir;
1- Polisakkarit kapsul: L-ramnoz, D-glukoz, D-mannoz ve D-glukronik asitten
olusup, bakteri yiizeyinin hidrofilik olmasini saglar ve fagositozdan korur. Ek olarak
intravendz kateter, trakeal kaniil gibi yiizeylere tutunmayi kolaylastirir.
2- Fimbria velveya kapstler polisakkarit: Insan epitel hiicrelerine baglanmay:
saglar.
3- Lipopolisakkarit ve lipid A: Hiicre duvarinda bulunan lipid A potansiyel toksik
etki gostererek patojeniteyi arttirir.
4- Enzimler: Dokulardaki lipidleri yikan enzimler iiretirler.
5- Aerobaktin ve siderofor: Aerobaktin ve siderofor gibi demir tutucu dis membran
reseptdr proteinlerinin Gretimi ile bakteri Gremesi icin gerekli demir temin

edilmektedir.
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Yapilan calismalarda antibiyotik direncine neden olan PER-1 enziminin
viriilans1 arttirdigi ve klinik olarak daha 6limcul enfeksiyonlara neden oldugu
gOsterilmistir (49, 57, 58).

2.2.2. Acinetobacter baumannii’nin Epidemiyoloji

Acinetobacter tiirleri kuruluga dayaniklidirlar. Farkli 1s1 ve pH derecelerinde
yasayabilmelerinden  dolayr  cansiz  yiizeylerde  giinlerce  canliliklarini
stirdiirebilmektedirler. Dogada toprak, su ve yiyeceklerde saprofit olarak serbest
yasayabilmektedirler (2, 59).

Saglikli insanlarin %25’ inde normal cilt florasinda Acinetobacter turlerini
tasidign disuntlmektedir. %7’inde faringeal kolonizasyon gorilmektedir. Ayrica
saglikli insanlarin agiz florasinda, {ist solunum yollarinda, genitoiiriner sistem ve alt
gastrointestinal sistemlerinde de bulundugu gosterilmistir (2, 59, 60). Hastaneye
yatirtlmis  bireylerde salgin donemlerinde %7-18 oraninda bogaz tastyiciligi
gorulmektedir. Trakeostomi siiriintiilerinde bu oran %45’ dir (2). Ozellikle yogun
bakim tiinitelerinde yatan hastalarin digkilarinda ¢oklu ila¢ direncgli Acinetobacter
tirleri izole edilmistir (51).

Acinetobacter tirleri hastane ortaminda, buhar makinesi, musluklar, yatak
kenarlari, tansiyon aletleri, anjiyografi kateterleri, mekanik ventilasyon cihazlarindan
izole edilmistir (2, 6). Hastane personelinin normal cilt florasinda siirekli taginan en
yaygin gram negatif bakterilerdir. Saglik personeli, rezervuar insanlar ve cansiz
materyaller, hastalar arasinda ge¢is icin uygun bir ortam olusturmaktadir (2). A.
baumannii’ nin 0zellikle yogun bakim iinitesinde yatan hastalarin %71’ ini birinci
haftanin sonunda kolonize ettigi ve bu hastalarda A. baumannii ile iliskili
enfeksiyonlarm arttig1 gosterilmistir (61). Ozellikle yogun bakim iinitesinde degisik
risk faktorleri bu duruma etkili olmaktadir. Uzun siire hastanede yatmak, cerrahiyi
takiben endotrakeal tiip takilmasi, intravaskiler, ventrikiler veya Uriner kateter
uygulamasi, invaziv alet varhigi, genis spektrumlu antibiyotiklerin kullanima,
parenteral beslenme ve mekanik ventilasyon gibi islemler Acinetobacter

enfeksiyonlari igin risk faktorii olusturmaktadir (59).
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2.2.3. Acinetobacter baumannii’nin Neden Oldugu Hastalhiklar

Acinetobacter tiirleri genellikle hastane kaynakli enfeksiyonlara neden olurlar.
Toplumdan kazanilmis enfeksiyonlar1 nadirdir. Tim organlarda siipiiratif
enfeksiyonlara neden olabilirler. Acinetobacter turleri arasinda en sik ve en ciddi
klinik tablolara neden olan etken A. baumannii’ dir. Pnémoni, sepsis, menenjit,

bakteriyemi, Uriner sistem ve yumusak doku enfeksiyonlarina neden olurlar (59).

Solunum Yolu Enfeksiyonlari: Acinetobacter tirlerinin en sik neden oldugu
hastane kaynakli enfeksiyon pnémonidir (55, 62, 63). Yogun bakim Unitelerinde
meydana gelen pnémonilerin  %10’unun nedeni Acinetobacter 'lerdir (64). Pnémoni
siklikla mekanik ventilasyonun bir komplikasyonu olarak ortaya ¢ikmaktadir (55, 64,
65). Ventilatorle iligkili pnomoni siklikla subglottik bolgede kolonize olan
bakterilerin mikroaspirasyonlarla trakeobronsial agaca ve alt solunum yollarina
ulagmalar1 sonucu olusmaktadir ve %13-49’unda etken A. baumannii’dir (66-68).
Yogun bakim (nitesinde yatis, ileri yas, kronik akciger hastaligi, immunsupresif
tedavi, cerrahi, antibiyotik kullanimi, endotrakeal tiip ve gastrik tiip gibi invaziv alet
varligi, solunum ekipmaninin tipi Acinetobacter ile alt solunum yollarinin
kolonizasyonunu veya pnémoni riskini arttiran faktorler olarak tanimlanmistir (65,
69). Hastane kaynakli olusan pnémoniler igin %70’in iizerinde mortalite orani rapor
edilmistir (55).

Bakteriyemi: Acinetobacter trleri icinde bakteriyemilerde en sik izole edilen A.
baumannii ‘dir (65). Bakteriyemilerin en o6nemli kaynaklari solunum yolu ve
intravendz kateterlerdir (70). Daha az siklikla karsilagilan kaynaklar ise cerrahi alan,
yanik ve idrar yolu enfeksiyonlaridir (55). Immin yetmezlikli hastalar yetiskin
hastalar icerisinde en biiyiikk grubu olusturmaktadir (71-74). Ikinci 6nemli hasta
grubu ise yenidoganlardir. En onemli risk faktorleri diisik dogum agirligs,
antibiyotik tedavisi, mekanik ventilasyon ve yenidogan konviilsiyonlaridir (70).

Ozellikle yogun bakim iinitelerinde olmak iizere mortalite oran1 %17-46’dir (55, 72).

Menenjit:  Primer menenjit hastalart bildirilmesine ragmen Acinetobacter

menenjitinin baskin formu sekonder menenjittir ve genellikle kafa travmasi sonrasi
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veya invaziv norosiriirji islemlerini takiben ortaya ¢ikmaktadir (65, 75). En 6nemli
risk faktorleri ventrikiilostomi, serebrospinal sivi fistiillerinin olmasi, bes giinden
uzun sure kalan ventrikiiler kateter varligidir (65). Acinetobacter ‘lerin neden oldugu
menenjitlerde mortalite oran1 %20-27 kadardir (76, 77).

Uriner Sistem Enfeksiyonlar1: Idrar yollarinda enfeksiyon olusturmaksizin
kolonize olabilirler. Nadiren invazyon yaparak enfeksiyon etkeni olarak karsimiza
cikabilirler (55). Cogunlukla ¢ok yasli diiskiin hastalarda, devamli yogun bakimda
kalan hastalarda ve kalici olmayan fiiriner kateterli hastalarda enfeksiyona neden
olmaktadir (69, 78).

Yumusak Doku Enfeksiyonlari: Acinetobacter ‘ler venoz kateterle iligkili selliilite
neden olabilirler (55). Travmatik yara, yanik ve postoperatif insizyon yerinde

kolonizasyon veya enfeksiyona yolacabilirler (55, 65, 79).

Diger Enfeksiyonlar: Endoftalmit, protez kalp kapagi endokarditi, periton diyalizi
ile iliskili peritonit, perkiitan transhepatik kolanjiografi ve perkiitan safra drenajiyla
iligkili ~ kolanjit, pankreas ve karaciger apseleri, otolog kemik iligi
transplantasyonundan sonra gelisen osteomyelit, septik artrit bildirilen diger nadir
olgulardir. Baglica risk faktorleri travmatik yaralar, cerrahi insizyon bdlgeleri, yanik,

venoz kateter uygulamasi, bagisiklik sisteminin baskilanmasidir (49, 59).

2.3. ANTIBAKTERIYEL DIRENC MEKANIZMALARI

Diren¢ bir mikroorganizmanin antimikrobiyal ajanin 6ldiiriicii veya liremeyi
durdurucu etkisine karsi koyabilme giiciidiir.  Antibiyotik direncinin gelisimi
genellikle gereksiz ve uygunsuz antibiyotik kullanimina bagli olarak ortaya
cikmaktadir. Ancak, 1940’11 yillarda antibiyotiklerin kullanilmadig1 bazi adalarda,
toprak ve diski Orneklerinde tetrasiklin ve streptomisine direncli bakteriler
bulundugu, antibiyotik direncinin yalnizca yaygin antibiyotik kullanimi sonucunda
degil, bakterilerin olumsuz ¢evre kosullarinda yasamini siirdiirmek i¢in de kullandig
savunma mekanizmalarinin bir parcasi oldugu belirtilmektedir. Antibiyotiklerin

yogun sekilde kullanilmasi ile birlikte yillar iginde bir¢ok antibiyotige direngli
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bakteriler ortaya c¢ikmistir. Tarihteki ilk diren¢ mekanizmasi, E.coli suslarinda
penisilini pargalayan bir enzimin varligin1 gosteren Abraham ve Chain tarafindan
1940 yilinda bildirilmistir. 1944 yilinda Kirby, S.aureus suslarindan benzer
Ozelliklerde bir baska enzim elde etmistir. TUm diinyada yeni ilaglar gelistirilmekte
iken diger taraftada bunlara hizli bir sekilde direng kazanan mikroorganizmalarla
olugsmus enfeksiyonlar bildirilmekte ve sorunun boyutlart giderek artmaktadir (80,

81).

Bakterilerin antibiyotiklere karsi direng gelistirmesinde ¢esitli mekanizmalar

rol oynamaktadir. Bu mekanizmalar1 dort baslikta toplayabiliriz:

Ilacin hedefine ulasamamasi: ilacin hiicre i¢ine almmasindaki azalmadan veya
disar1 atilmasim hizlandiran aktif pompa sistemlerinden kaynaklanmaktadir. ilacin
hiicre i¢ine girmesi ile ilgili engeller genelde dogal diren¢ mekanizmalar1 arasinda
yer almaktadir. Antimikrobiyal ajana gegirgenligin sonradan azalmasi genellikle
membran  porin  proteinlerindeki  degisimlerden  kaynaklanir. Dis  zar
gecirgenligindeki degisiklikler florokinolon ve aminoglikozit direncinde etkilidir
(82). Aktif pompalama sistemi; tetrasiklin, makrolidler, kinolonlar, kloramfenikol ve
beta-laktamlarin hedefine etkin yogunlukta ulasmasini engelleyerek bakteri

hiicresinde direng gelisimine neden olmaktadir (82, 83).

flac etkinligini ortadan kaldiran enzimlerin iiretimi: Bircok antibiyotik smnifina
direncte 6nde gelen mekanizmadir. Ornegin penisilin gibi antibiyotikleri kapsayan
beta-laktam ajanlar hidrolize ederek direng gelisimine yol acan beta-laktamazlar bu
enzimlerdendir. Bir diger ornek de asetilasyon, adenilasyon ve fosforilasyon ile
aminoglikozid yapisini degistiren enzimlerdir. Bunlarin yani sira makrolid grubu

ajanlara ve kloramfenikole dirence yol agan enzimler de bulunmaktadir (84).

flacin bakteri hiicresindeki hedefinin degistirilmesi: ilaclarin baglandigi hedef
hiicrelerden olan, ribozomlar ve gesitli enzimlerdeki, tek bir mutasyona bagli olarak,
ilaca baglanma 6zelligi diisiik yeni bir hedef olusur. Tek basamakta gergeklesen bu
degisime bagli direng gelisimi hem hizlidir hem de ¢abuk yayilir. Buna 6rnek olarak,

RNA polimeraz yapisindaki degisiklikler ile stafilokok ve streptokok suslarinda
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rifampin direncinin gelismesi verilebilir (85). Diger hedef degisimleri ise, bir dizi
mutasyon sonucunda veya bir bagka tlirden gelen yabanct DNA’ nin kromozoma

girmesi ile olusur(84).

flacin hedefinin disinda yeni bir metabolik yolun kullamm: Bazi bakteriler,
hedef degisimlerinden farkli olarak, ilaca duyarli hedefe gereksinimi ortadan
kaldiracak yeni bir metabolik yol gelistirirler. Ornegin sulfonamid ve trimetoprim
direncinde boyle mekanizma mevcuttur. Bakteriler folat sentez etme yerine,

ortamdan hazir folat alma 6zelligi kazanabilir (86).

Antibiyotik direnci intrinsik (dogal), g¢evre ve sartlara bagli direng ve

kazanilmis direng olarak ti¢ kisimda tanimlanabilir (84).

1. intrinsik (Dogal Direnc): Bir bakteri tiiriiniin genetik 6zelligi olan direnci
tanimlamaktadir. Dogal direng kalitsal degildir ve ilag kullanimiyla ilgisi yoktur.
Dogal direng, mikroorganizmalarin tiir 6zelligi olarak ilacin hedefi olan yapiy1
bulundurmamalarinin  veya ilacin yapisal bir Ozellikten dolayr hedefine
ulagamamasinin bir sonucudur. Bu bakteriler ya ilacin hedefi olan yapiy1 icermez ya
da kendine 6zgii hiicre 6zelliklerinden dolayi ilag etki gdstermez. Ornegin ilacin dis
memrandan ge¢ememesinden dolayr gram negatif bakteriler dogal olarak

vankomisine direnclidir (82, 87).

2. Cevre ve Sartlara Bagh Direnc¢: Cevre ve sartlara bagli direng antimikrobiyal
ajanin in vitro ve invivo etkinligi arasindaki farki gosteren bir deyimdir.
Laboratuvarda mikroorganizmaya etkili olarak degerlendirilen antimikrobiyal ajan;
dokudaki oksijen basinct ve pH degisiklikleri veya enfeksiyon bolgesine
ulasamamasi gibi nedenlerle in vivo olarak etki gdstermeyebilir. Ornegin, birinci
kusak  sefolosporinler  kan-beyin  bariyerini  gegemedikleri icin, etken
mikroorganizmaya etkili bulunsalar da menenjit tedavisinde kullanilamaz. Benzer
sekilde, diisiik pH veya anaerobik kosullar aminoglikozidlerin in vivo etkinliklerini
kisitlar (84).
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3. Kazamilmis Diren¢: Sonradan kazanilan bir direng tipidir. Burada bakteri
populasyonu antimikrobik madde ile ilk temasa geldiginde ila¢ mikroorganizma
uzerine etkilidir, ancak temas siresinde veya tekrarlanan tedaviler sirasinda
mikroorganizma populasyonunda antimikrobik maddeye karsi direng gelisir. Bu
direng deoksiribonikleik asitteki (DNA) mutasyonlarla veya yeni bir DNA’nin elde
edinilmesiyle ortaya c¢ikmaktadir. Mutasyonlar genellikle kromozomal DNA’da
olusmaktadir; ancak plazmid veya transpozonlardaki genlerde de olabilecegi
bilinmektedir (82).

a) Kromozomal Direng: Bakteri kromozomunda kendiliginden olusan
mutasyonlar sonucunda gelismektedir. Bu direngte hiicrenin ilaca permeabilitesinde
azalma veya hiicre iginde ilacin hedefinde degisiklikler olabilir. Streptomisin,
eritromisin, linkomisin ve rifampisine kars1 bu tiir direng goriilebilir. Kromozomal
direng olusma siklig1 azdir ve nadiren sorun olusturur (88). Kromozomal mutasyonla
gelisip klinik 6neme sahip diren¢ 6rnekleri sunlardir: Rifampin, izoniazid, kinolon
direnci ile stafilokoklarda metisilin direnci (88).

b) Plazmidlere Bagh Diren¢: Plazmidler, kromozomlardan bagimsiz olarak
cogalabilen, cift iplik¢ikli, ¢ember seklinde kromozom dis1 genetik yapilardir.
Klinikte daha ¢ok plazmidlere bagl direng goriilmektedir. Bir hiicrede 10-40 kadar
plazmid bulunabilir. R-plazmidi ad1 verilen direng plazmidleri, farkli antibiyotiklere
kars1 direng genleri tasimaktadir. Plazmidlere bagli direng bulasicidir ve genellikle
antibiyotigi inaktive eden veya bakterinin gegirgenligini degistiren enzimler ile
olugsmaktadir. (82, 89). Direng genlerini tagiyan genetik materyal ve plazmidler bir
bakteriden digerine transduksiyon, transformasyon, konjugasyon ve transpozisyon
mekanizmalariyla aktarilir (86). Transdiksiyon ise direng genlerinin bakteriyofaj
araciligi ile transferi olup, genelde laboratuvar kosullarindaki diren¢ aktarimi igin
uygulanmaktadir. ~ Transformasyonda, bakterilerin lizisiyle ortama dokulen
plazmidler veya DNA kirintilar1 duyarli baska bakteriler tarafindan alinir.
Konjugasyon, iki bakteri hiicresinin temasi sonucunda genetik eleman aktarimidir ve
tirler aras1 plazmid aktariminin in vivo kosullarda da olusabilmesi i¢in 6nemlidir.
Transpozisyon ile transpozon veya transpozabl eclementler diye bilinen kisa DNA
sekanslar1 aktarilabilir. Ozellikle Gram-olumlu bakterilerde bulunan konjugatif

transpozonlar, plazmid olmaksizin gen aktarimini saglayabilir (86, 88, 90)

19



c) Transpozonlara Bagh Direng¢: Transpozonlar, bir DNA iginde ya da
DNA-plazmid, plazmid-plazmid arasinda birinden digerine gegebilen DNA
parcalaridir. Transpozonlar bagimsiz olarak replike olamazlar bu 6zellikleri
plazmidlerden farkidir. Bu kii¢iik DNA pargalart kromozom veya plazmid iginde
bulunmakta, bunlar arasinda yer degistirebilmektedir. Ampisilin, kloramfenikol,
kanamisin, tetrasiklinler ve trimetoprime karsi direg gelisiminden sorumludurlar. Son
yillarda bazi transpozon veya plazmidlerde "integron" adi verilen ve yeni genlerin
kazanilmasin1 saglayan genetik yapilar bulundugu gosterilmistir. Hastane
enfeksiyonlarinda sorun olan bir bakterinin bir¢cok antibiyotige birden "gogul
direngli" duruma gelisinde transpozonlarin rolii oldugu anlagilmistir (82, 89).
Transpozonlarin etkisiyle su mekanizmalarla direng gelisir:

1. Antimikrobik maddeyi pargalayan enzim olusturulmasi (beta-laktamazlar,
kloramfenikol asetil transferaz, aminoglikozitleri asetilasyona, nukleotidilasyona ve
fosforilasyona ugratan enzimler).

2. Hucre ceperi gegirgenliginin bozulmasi: Gram-negatif bakterilerde
lipoprotein dis tabaka nedeniyle bunlarda daha sik gortlur. Direngli kdkenlerde
poruslar1 olusturan porin proteinlerin sentezi bozulmustur.

3. llacin hiicreden disar1 atilmasi yani pompalanmasi (efflux) hizlanabilir
(tetrasiklinlere direng gelisiminin bir yolu da budur)

4. llacin ortamdan aliis1 (uptake) azalir.

5. 1lacin hiicre igindeki etki yerine baglanmasi azalir (82, 89).

d) Capraz Direng: Bir ilaca kars1 direngli olan mikroorganizmalarin ayni veya
benzer mekanizma ile etki eden baska ilaglara karsi da direngli olmasidir.
Kromozomal veya ekstrakromozomal kaynakli olabilir. Bu direng yapilar1 benzer
ilaglar arasinda olabilecegi gibi hi¢ benzemeyen ilaglar arasinda da olabilir.
Eritromisin, oleandomisin, neomisin, kanamisin gibi yapilar1 benzeyen ilaglar ya da
Eritromisin ve linkomisin arasindaki yapilar1 benzer olmayan iki ila¢ arasindaki

capraz direncg Ornek olarak verilebilir (91).

2.3.1. Betalaktam Antibiyotiklere Kars1 Diren¢ Mekanizmalari

Betalaktam antibiyotiklerin etki gdsterebilmeleri i¢in Penisilin baglayan

proteinlere (PBP) yeterli miktarda ulasmasi ve baglanmasi gerekir bunun i¢inde dis
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zardan ve periplazmik araliktan gegmelidir. Bakterilerin direng gelistirebilmesi igin,
bu basamaklarin herhangi birinde bir engel olugturmasi gereklidir.

Bakterilerde betalaktam antibiyotiklere karsi olusan diren¢ 3 yolla
gelisebilmektedir.
1) Tlacin hedef bolgesi olan PBP’ de meydana gelen degisiklikler
2) D1s membran gecirgenliginin bozulmasi

3) Betalaktamaz enzimleri ile ilacin inaktive edilmesi

1) flacin hedef bolgesinde gelisen degisiklikler: Hedef yapisindaki degisim
sonucunda antibiyotigin baglanamamasi beta laktam antibiyotiklere direngte dnemli
bir mekanizmadir. Betalaktam antibiyotiklerin hedef bdlgeleri membrana bagl
proteinler olan PBP’ lerdir. Bu bolgedeki degisiklikler; kromozomal mutasyonlar
sonucu PBP’ nin betalaktam antibiyotige afinitesinin azalmasi veya diisiik afinite
gosteren yeni PBP’ lerin sentezlenmesi ya da PBP sayisinda azalma olmasi sonucu
olusabilmektedir (92, 93). Bu tur diren¢ gram pozitif bakterilerde daha c¢ok
gorulmektedir. Ornegin N. gonorrhoeae, N. meningitidis, H. influenzae ve S.
pneumoniae’ da gozlenen penisilin direnci ve metisiline direngli S. aureus’ da

gozlenen direng PBP’ ler deki degisiklikler sonucu olugmaktadir (94).

2) Dis membran gecirgenliginin bozulmasi: Bu tur direngten gecirgenligin
(permeabilite) azalmasi (porin kaybi) veya aktif pompalama ile ilacin disar1 atilmasi
sorumludur. Beta laktam antibiyotikler gram negatif bakterilerin dis membranindaki
‘outer mebrane protein” (OMP) adi verilen porlart kullanarak hiicreye girmektedir.
Betalaktam antibiyotikler baslica 2 kanaldan gecerler bunlar porin F ve porin C adi
verilen porlardir. Bununla beraber diger bir betalaktam olan Imipenem dis
membrandan ayrica D2 proteini ad1 verilen 6zel bir porini kullanarak da gegebilirler.
Porin kaybimna bagli direnc genellikle P.aeruginosa kokenlerinde bildirilmistir.
Ozellikle enzimatik direngle birlikte ise onemli diizeyde bir dirence yol agmaktadir.
Buna 6rnek olarak P.aeruginosa’da imipenem direncinin kromozomal beta-laktamaz
aktivitesi ve D2 porin (Opr D kanali) kaybina bagli olmasi verilebilir. Bir
antibiyotigin giiciinii belirleyen faktorlerden biri bakterinin periplazmik boslugunda
kisa siirede etkin konsantrasyonlara ulasabilmesidir (95). Bunu da porinlerin

Ozellikleri ve sayilart ile antibiyotigin Ozellikleri (yiik, ¢oziiniirliik, biyiikliik)
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belirlemektedir (94). Imipenem, diger betalaktam antibiyotiklere kiyasla daha diisiik
molekiiler agirlikta oldugundan porinlerden daha hizli bir gegis gostermektedir buna
karsin ¢ogu sefalosporin ve genis spektrumlu penisilinler molekiiler yapilarindaki

uzun yan zincirler nedeniyle porinlerden nispeten yavas gegerler (95).

3) Betalaktamaz enzimleri ile ilacin inaktive edilmesi: Beta laktamazlar,
penisilinler, sefalosporinler ve benzeri beta laktam antibiyotikleri hidrolize eden ve
bu antibiyotiklere diren¢ gelisimine neden olan, kromozomal ya da plazmid kaynakl
olan enzimlerdir. Bu enzimler beta laktam halkasindaki siklik amid bagini
parcalayarak etki gosterirler (96, 97). Penisilinaz 1940’11 yillarda Abraham ve Chain
tarafindan bulunmustur. ilerleyen zamanlarda bu enzimlerin sayis1 artmistir yaklasik
400 civarinda betalaktamaz enzimi tanimlanmigtir. Betalaktamazlarin say1 ve
cesitlerindeki artig bu enzimlerin gruplandirilmasint zorunlu kilmistir. 1973 yilinda
Richmand ve Sykes tarafindan betalaktamazlar smiflandirilmig bu smiflandirma
1976 yilinda ise Sykes ve Matthew tarafindan genisletilmistir (97, 98).
Betalaktamazlarin siiflandirilmasinda en ¢ok Bush-Jacoby-Medeiros ve Ambler
siiflandirilmalart kullanilmaktadir. 1980 yilinda Ambler, betalaktamazlar1 A, B, C
ve D olmak iizere 4 grupta toplamistir. Ambler bu smiflandirmayr enzimlerin
aminoasit ve niikleotid dizilerindeki (molekiiler yapisindaki) benzerliklerini dikkate

alarak diizenlemistir (99).

Smif A: Bu grup betalaktamazlar aktif bolgelerinde serin aminoasit tasiyarak
penisilinleri hidroliz ederler. GN bakterilerde bulunan TEM-1 enzimi bu gruba iyi bir
ornektir.
Simf B: Metallobetalaktamaz olarak da adlandirilirlar ve bu gruptaki enzimler
aktivite gosterebilmek icin ¢inkoya bagli tiyol gruplari ihtiya¢ duyarlar.
Smif C: Amp C enzimler olarak da adlandirilirlar ve bu adlandirmanin sebebi
kromozomal Amp C geni tarafindan kodlanmasidir. Bu grubun enzimler oncelikle
sefalosporinazlardan olusurlar.
Simif D: Oksasilini hidroliz eden enzimleri kapsamaktadir, aktif bolgelerinde serin
aminoasiti tasirlar.

Betalaktamazlarin en yeni siniflandirma semasi, 1995 yilinda Bush, Jacoby ve

Mederios tarafindan yapilan ve betalaktamazlar1 4 gruba ayirdiklar1 siniflamadir bu
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simiflamada enzimler biyokimyasal ozellikleri ve substrat profillerine gore

smiflandirilmislardir. Bu gruplarin genel 6zellikleri tablo 2 ’de goriilmektedir.

Grup 1: Klavulanik asit ile inhibe edilemeyen sefalosporinazlar bu grup
icinde Dbulunurlar. birgogu kromozomal enzimlerdir ancak plazmid konturolli
betalaktamazlarda bu grup iginde yer alirlar. Bu enzimler Amp‘ler smiflamasinda
siif C’de yer alirlar. Kromozomal ya da plazmid kontroliindedirler. Plazmid
kontroliindeki FOX-1, LAT-1, MIR-1, BIL-1,CMY betalaktamazlar1 ve kromozomal
AmpC enzimleri bu grupta yer almaktadir. Bu grup enzimler klavulanik asit ve
sulbaktamdan etkilenmezler (100). Salmonella disinda hemen tiim GN bakterilerde
kromozomal grup 1 betalaktamazlar bulunur. Grup 1 enzimlerini kodlayan genler
plazmidlerde de goriilebilmekte ve Enterobactericeaea arasinda transmisyon yoluyla

aktarilabilmektedir (101).

Grup 2: Tiimi Ampler siniflamasina gore grup A ve D’ de yer almaktadir. Bu
grup substrat profilindeki farklilik nedeniyle alti alt gruba ayrilmaktadir. Sikca
karsilasilan tiirlerde fazla olmalar1 ve plazmidlerce aktarilmalari nedeniyle 2b ve alt
gruplarinda bulunan TEM ve SHV grubu enzimler, klinik acidan Onem
tagimaktadirlar (101-103).

2a: Bu alt grupta penisilini hidrolize eden, klavulanik asite duyarli enzimler
bulunmaktadir. GP bakterilerde bulunan penisilinazlardan bircogu 6zellikle
S.aureus’un enzimleri bu gruptadir (101, 104, 105).

2b: Bu grupta yer alanla enzimler klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktam
gibi betalaktamaz inhibitorlerine duyarl betalaktamazlar1 igerirler ve hem penisilin
hem sefalosporinleri hidrolize ederler (102). Yaygin olarak bulunan ve plazmid
kontroliinde olan “genis spektrumlu” TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 enzimleri bu
gruptadir. TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 betalaktamazlari Enterobacteriaceae ailesinde
yaygin olarak bulunur (103, 106).

2be:ESBL (extended-spectrum beta-lactamase=genislemis spektrumlu
betalaktamazlar) bu grupta yer almaktadir. Bu betalaktamazlarda TEM-1, TEM-2 ve
SHV-1 gibi ana enzimlerden 1- 4 aminoasit degisikligi ile genislemis spektrumlu
betalaktamlara (seftazidim, seftriakson, sefotaksim veya aztreonam) da etki eden
yeni TEM ve SHV enzimleri geligmistir (103).
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2br: Klavulanik asitten etkilenmeyen, ESBL‘ler bu gruba alinmistir.
Inhibitorlere rezistans TEM (IRT) olarak adlandirilir (104).

2c: Karbenisilini hidroliz eden, klavulanik asite gibi betalaktamaza duyarli
enzimlerdir. PSE-1, PSE-3, PSE-4 betalaktamazlari, Aeromonas hydrophilia’nin
AER-1 enzimi, M. catarrhalis’in BRO-1 ve BRO-2 enzimleri, V. cholerag’nin SAR-
1 enzimi de bu gruptadir (104).

2d: Kiloksasilini penisilinden daha hizli hidroliz eden betalaktamazlar:
icermektedir. OXA enzimleri bu gruptadir. Klavulanik asit ve sulbaktama
direnclidirler (107).

2e: Bu betalaktamazlar sefalosporinaz olmalarina karsin, grup 1’dekilerden
farkli olarak klavulanik asitle inhibe olmaktadirlar. B. fragilis’in CepA enzimi, B.
uniformis ve B. vulgatus’un kromozomal CblA ve CfxA, E. coli’den izole edilen
FEC-1 ile S. maltophilia’nin L2 ve Y. enterocolitica’dan izole edilen Bla-I enzimleri
bu grupta yer almaktadir (104).

2f:  Karbapenem antibiyotiklerine etkili, serin betalaktamazlar1 bu grup
icindedir. Klavulanik asit ile inhibe olmaktadirlar. Aztreonama direng saglarlar ancak

uguncil kusak sefolosporinleri hidrolize edemezler (104, 108).

Grup 3: Bu grup, molekiiler sinif B’de yer alan metallobetalaktamaz (MBL)
enzimlerinden olusur. etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) ile inhibe olurlar.
Aktiviteleri i¢in Zn (¢inko) iyonlarina gereksinmeleri vardir.

3a: Bu enzimler maksimum aktivite igin Zn2 (ginko) eklenmesini gerektirirler
(110). Bu grup igerisinde B. cepacia’nin PCM-1, S. maltophilia’nin L1, S.
marcescens, P. aeruginosa, A. baumannii, gibi degisik tiirlerde saptanan IMP-1-18
ve VIM-1-13 enzimleri yer almaktadir (109).

3b: Aeromonas turlerinin metallo enzimlerini kapsar ve bunlara “gercek
karbapenemazlar” da denir. 3b enzimlerinden en az 3 tanesi diisiik ¢inko iyonlari
varliginda inhibe olurlar. Diger MBL’ larin ise aktif bolgelerinde ¢inko bulundugu ve
enzimin katalitik aktivitesi i¢in bu iyonun mutlaka ortamda bulunmasi gerektigi
kabul edilmektedir (109). Grup 3b’deki biitiin enzimler EDTA ile inhibe olur. EDTA
eklenmesinden sonra ¢inko eklemenin enzimlerin ¢ogunun aktivitesini geri

kazandirdig1 gosterilmistir (110).

24



3c:  Bu grubun 6zelligi diger betalaktamlara gore karbapenemler iizerine
zayif etki gostermeleridir. Bu grupta sadece Legionella gormanii’ nin rettigi
MBL’ler yer almaktadir (109). Bu enzim, genis spektrumlu sefalosporinler ve
sefamisinler de dahil sefalosporinleri ¢cok yuksek oranda hidroliz etmesiyle ayrilir

yani guclu sefalosporinaz aktivitesine sahiptir.

Grup 4: Yapilar1 heniiz tam olarak saptanamamistir ve molekiil sinifi heniiz
belirlenmemis penisilinazlar bu gruba toplanmustir. A. faecalis, B. fragilis, C.
jejuni’den izole edilen enzimler, Clostridium butyricum’un indiiklenebilen enzimi, E.
coli’nin plazmid kontrolindeki SAR-2 betalaktamazi bu gruba sokulmustur.
Grup1°’deki kromozomal indiiklenebilir betalaktamazlar, Grup 2’deki ESBL enzimler
ve Grup 3’deki metallobetalaktamazlar hastane enfeksiyonlarinda sik¢a karsimiza

cikar ve 6nemli bir saglik sorunu olusturmaktadir (111, 112).
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Tablo 2: Betalaktamaz Gruplar1 ve Ozellikleri

Beta-laktamaz Molekiil
grubu Alt grup smfi Ozellik
1 C Cogunlukla gram-negatif bakterilerdeki
kromozomal enzimler (ancak plazmidde de
kodlanabilir)
Klavulanik asitle inhibe olmaz.
2 A D Bircogu klavulanik asitle inhibe olur.
2a A Stafilokok ve enterokoklardaki penisilinazlar
2b A Cogunlukla gram-negatif bakterilerdeki genis
spektrumlu beta-laktamazlar (TEM-1. TEM-2,
SHV-1)
2be A Oksiiminosefalosporin = ve  meonobaktamlara
direnc olusturan genislemis spektrumlu beta-
laktamazlar (ESBL)
2br A Inhibitérlere  direngli TEM (IRT) Dbeta-
laktamazlar
bir tane SHV tiirevi
2c A Karbenisilini hidroliz eden enzimler
2d D Oksasilini hidroliz eden enzimler
Klavulanik asit ile az inhibe olurlar.
2e A Klavulanik asit ile inhibe olan sefalosporinazlar
2f A Karbapenemleri hidroliz eden. aktif bdlgede
serin ig¢eren ve Klavulanik asit ile inhibe olan
enzimler
3 3a.3b.3c B Metallo-beta-laktamazlar.
Klavulanik asit ile inhibe olmazlar.
4 ? Diger gruplara girmeyen dizileri belirlenmemis
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2.3.2. Aminoglikozidlere Kars1 Diren¢ Mekanizmalari

Aminoglikozidler 06zellikle aerop gram negatif basil ve gram pozitif kok
tiirlerine etkili antibiyotiklerdir. Bu ajanlara karst dogal ve kazanmilmis direng

mekanizmalart sunlardir:

Aminoglikozid yapisim1 degistiren enzimler: Aminoglikozidlere karsi kazanilmis
direncte plazmid veya transpozon kokenli enzimlerin iiretimi en sik goriilen
mekanizmadir. Aminoglikozidlerin yapisini degistiren enzimler, Asetil transferazlar
(AAC), Adenil transferazlar (ANT) ve Fosfotransferazlardir. Aminoglikozidlerin
yapisinin degistirilmesi, hiicre i¢ine tasinmasini ve protein sentezini engellemesini

bozmaktadir (82, 113).

Ribozomlardaki hedef degisiklikleri: Aminoglikozidlerin bakteri hucresindeki
hedefi olan ribozomlarda mutasyonlar sonucu ortaya g¢ikar. Streptomisine direng bu
yolla olusur (113).

Antibiyotigin hiicre icine alimmimin bozulmasi: Aminoglikozidlerin hiicre igine
taginmasinin engellenmesi tiim ajanlara ¢apraz direng gelismesine neden olmaktadir.
Aminoglikozidler pozitif yiikli bilesiklerdir. Pozitif yukli (katyonik) olan bu
bilesikler, Gram-olumsuz bakterilerin dis zarindaki lipopolisakkarit (LPS)
tabakasindaki divalan katyonlarla (6rn: Mg+2) yer degistirip, membran
biitiinliigliniin bozulmasi sonucu hiicre igine girerler. Zardaki LPS, dis membran
proteinleri, porinler veya fosfolipitlerin yapisindaki degisiklikler aminoglikozidlerin
hiicre igine girisini engeller. Anaerop bakteriler aminoglikozidlerin hiicre igine
girmesini saglayan elektron transport sistemine sahip olmadiklarindan dogal olarak

aminoglikozidlere direnglidirler (82, 86, 114).

2.3.3. Tetrasiklin’e Kars1 Diren¢ Mekanizmalari

Bu diren¢ dogada en sik karsilasilan antibiyotik direncidir. Daha ¢ok iki

mekanizma ile meydana gelir.
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Aktif pompa sistemi: Bu sistemde yer alan proteinler ,yapisal olarak transport
proteinlerine benzer ve ATP’ye bagimlidirlar. Hem gram pozitif hem de gram negatif
bakterilerde Tet A’dan Tet F’e kadar, Tet K ve Tet L olarak tanimlanmis pompa

sistemleri goriilmiistiir (82, 113).

Ribozomal korunma: Bu direngte sitoplazmik bir protein gorev almaktadir. Bu
protein tetrasiklinin ribozoma baglanmasina engel olmaz. Fakat aminoagcil t-RNA’nin

da islevini siirdiirebilecek sekilde baglanmasini sagladigi diisiiniilmektedir.

2.3.4. Makrolid, linkozamid ve streptogramin B’ye Karsi Diren¢ Mekanizmalari

Bu grup antibiyotikler kimyasal olarak birbirinden farkli etki mekanizmalari
aynidir. gram negatif bakterilerin hiicre duvarinin hidrofobik bilesikleri ge¢irmemesi

nedeniyle bu gruba dogal direnglidirler. Diger diren¢ mekanizmalari sunlardir.

Ribozomal hedefin degistirilmesi: Bu antibiyotikler icindeki en 6nemli direng
mekanizmasi ribozomlara baglanmanin engellenmesidir. Eritromisin rezistans
metilazi olarak bilinen metilaz enzimleri ile 23S RNA degisiklige ugratilir ve sonucta
bu antibiyotikler ribozoma baglanamaz. Metilasyon, ribozomal baglanma bdlgesinin
ozelliklerini degistirdiginden, antibiyotiklere kars1 ¢capraz direng olusur. S.aureus ve
B.fragilis gibi birgok mikroorganizmada bu tip direng gortlebilir (82, 86, 113).

Enzimatik inaktivasyon: Antibiyotiklerin enzimatik olarak degistirilmesi s6z
konusudur. Eritromisin  esterazlar gram negatif bakterilerde gorulirken,
linkozamidleri ve streptograminleri inaktive eden enzimler ise stafilokoklarda
gorulmektedir (82, 86, 113).

Aktif pompa sistemi: S.epidermidis’te eritromisin ve streptograminlere direng

olusturan pompa mekanizmas1 varken, Pseudomonas, Enterobacteriaceae ve

Acinetobacter’ de de gecirgenligin azalmasina bagh direng goriilmiistiir.
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2.3.5. Kloramfenikole Karsi Diren¢ Mekanizmalari

Temel mekanizma ilacin etkinligini yitirmesine yol a¢an kloramfenikol asetil
transferaz enzimidir. Bu enzimce yapis1 degistirilen antibiyotik 50S ribozomal alt
initeye baglanamaz. 12’ den fazla, farkli enzim tanimlanmis olup bunlar; plazmid
veya transpozonlar araciligiyla aktarilabilmektedir. P.aeruginosa’da kloramfenikole

kars1 aktif pompa ile olusan direng de bildirilmistir (82, 86, 113).

2.3.6. Sulfonamidler ve trimetoprime Karsi1 Diren¢ Mekanizmalari

Bu antibiyotiklere dogal direng, dis membran gegirgenliginin diisiik olmasiyla
olusur. Trimetoprime kazanilmig diren¢ ise en sik plazmid kokenli dihidrofolat
rediiktaz enzimlerinin sentezi sonucunda olusur. S.aureus ve Neisseria spp.
tirlerinde kromozomal mutasyona bagli olarak yiiksek diizeyde PABA iiretimi
sulfonamid direncine yol acar. Dihidropteroat sentaz (DHPS) enzimindeki plazmid

veya kromozomal kokenli degisiklikler sulfonamide direng olusturur (115).

2.3.7. Kinolonlara Karsi Diren¢ Mekanizmalar:

Kinolon direnci genellikle DNA giraz enziminin A alt tinitesinde degisime yol
acan gyr A mutasyonlarindan kaynaklanmaktadir. Bunun disinda dis zar
degisiklikleri ile antibiyotigin hiicre ic¢ine girisinin engellenmesi de kinolon

direncindeki bir diger mekanizmadir (82).

2.3.8. Glikopeptidlere Karsi Diren¢ Mekanizmalari

Gram negatif bakteriler dis membranlart nedeniyle bu grup antibiyotiklere
dogal olarak direnclidirler. Lactobacillus ve Enterococcus gallinarum’da
glikopeptidlere dogal direncglidir. Glikopeptidlere kazanilmis direng, daha ¢ok
Enterococcus faecium ve Enterococcus faecalis’te tanimlanmustir. Enterokoklarda 4
tip glikopeptid direnci bildirilmistir. Bunlar VanA, VanB, VanC ve VanD’dir. Van A
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tipi direngte hem vankomisin hem de teikoplanine indiklenebilen direng varken, Van
B, Van C ve Van D tipinde ise teikoplanine direng yoktur. Stafilokoklarda,
enterokoklardan daha az olmakla beraber, glikopeptid direnci gorilmektedir (82,
113).

2.3.9. Rifampin’e Kars1 Diren¢ Mekanizmalari

RNA polimerazin B alt {initesindeki aminoasit degisikliklerine yol agan
kromozomal mutasyonlar direng gelisimine neden olmaktadir. Bunun disinda
rifampin hidrofobik bir bilesik oldugu ve dis zardan gecemedigi icin gram negatif
bakterilerin gogu bu antibiyotige dogal direnglidir (82).

2.4, TIPLENDIRME YONTEMLERI

2.4.1. Fenotipik yontemler

Patojen bakterilerin ¢ogu tanimlanmis ve bunlarin identifikasyonunda anahtar
olabilecek fenotipik 6zellikler belirlenmistir. Fenotipik yontemler genetik 6zellikleri
yansitir ve oldukca spesifiktir. Bir patojen kdkende belirli bir fenotip nadir olarak
bulunuyorsa, bu fenotip tek basina kokenin yayilma yolu hakkinda fikir verebilir.
Ayni fenotipik ozelliklere sahip kokenler s6z konusu oldugunda ise, ek olarak alt
tiplendirme yapilmahidir (116). Fenotipik farkliliklari ortaya koyan tiplendirme
yontemlerinin  dezavantaji mikroorganizmalarin bu 0Ozelliklerinin  degisebilir
olmasidir. Bu degisiklikler 6nceden tahmin edilemez veya degisen ¢evre kosullarina
bir cevap olarak olusabilirler. Fenotipik olarak alt tiplendirme i¢in siklikla kullanilan
yontemler; antibiyotiplendirme, serotiplendirme, biyotiplendirme, faj tiplendirme,
bakteriosin tiplendirme, multilokus enzim elektroforezi ve hicresel proteinlerin

poliakrilamid jel elktroforezidir (117).
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2.4.2. Genotipik yontemler

Genotipik yontemler epidemiyolojik olarak iliskisiz izolatlar arasindaki genetik
farkliliklar1  ortaya koyarlar. Bu yontemlerin temeli, mikroorganizmalarin
kromozomal ve ekstrakromozomal genetik elementleri arasindaki fakliliga dayanir.
Pek cok yontemde DNA’nin restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesim islemi ya
da nukleik asit amplifikasyon islemi vardir (118, 119). Genotiplendirme yontemleri
fenotiplendirmeye gore; tiplendirebilirlik, tekrarlanabilirlik ve ayirict gli¢ yoniinden
daha tsttndir (116).

Molekiler tekniklere ilgi ve enfeksiyonlarin epidemiyolojik arastirmalarina olan
ilgi giin gectikge artmaktadir (120, 121). Cesitli molekiiler yontemler gelistirilmis
olmasina karsin bakteriyel tiirlerin ¢ogunda kullanilabilecek en uygun metod PFGE

olarak gorulmektedir (122).
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Tablo 3: Tiplendirme yontemleri (Kaynak:60, 107, 120, 121, 123, 124, 125’den
derlenmistir).

Fenotipik yontemler

Antibiyotiplendirme

.Serotiplendirme

.Biyotiplendirme

.Bakteriyofaj tiplendirme

.Bakteriyosin tiplendirme

.Multilokus enzim elektroforezi

.Hiicresel proteinlerin poliakrilamid jel elektroforezi

Genotipik yontemler
I. Nukleik asit temelli yontemler

. Plasmid profileri

. Restriction fragment length polymorphism (RFLP)
. Pulsed field gel electrophoresis (PFGE)

. Segmented RNA gel electrophoresis

. Ribosomal RNA gel electrophoresis

. Multilocus sequence typing (MLST)

Il. PCR temelli yontemler

. Hedefi bilinen tekrarlayan sekanslar
Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus Sequences

(ERIC)
Repetitive Extragenic Palindromic Sequences (REP)
Double Repetitive Element (DRE)
Insertional Sequence (IS)
Polymorphic Guanine/Cytosine-Rich Repetitive Sequences
(PGRS)

. Randomly amplified polymorphic DNA (RAPD),
. Arbitrary Primed PCR (AP-PCR))
. Amplified fragment length polymorphism (AFLP)
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2.5. PULSED-FIELD GEL ELECTROPHORESIS (PFGE)

Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) ilk kez 1983 yilinda tarif edilmis ve
kisa bir siirede molekiiler epidemiyolojik analizler arasinda "altin standart" haline
gelmistir  (125). Geleneksel elektroforez teknikleri 50 kb Gzerindeki DNA
molekdllerinin jel icerisindeki elektroforetik gogline izin vermemektedir (126).
Kromozomal DNA’y1 daha az kesen ve geleneksel agaroz jel elektroforezi ile
degerlendirilemeyecek kadar biiyilk DNA parcalart olusturan restriksiyon
enzimlerinin tanimlanmasi alternatif metodlara gereksinim dogurmustur (127). Bu
nedenle ¢esitli elektroforetik teknikler tanimlanmistir (Tablo 4). Bu teknikler, suresi
ve yonleri degistirilen bir elektriksel akim (pulse) ile 1000 kb uzunluguna kadar olan

DNA molekdllerinin ¢oziimlenmesine izin vermektedir (123).

Tablo 4: Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) tipleri (Kaynak 120, 123, 126,
127°den derlenmistir)

- Rotating Gel Electrophoresis (RGE)

- Programmable Autonomously Controlled Electrodes (PACE)

- Pulse Homogeneous Orthogonal Field Gel Electrophoresis (PHOGE)
- Orthogonal Field Alternation Gel Electrophoresis (OFAGE)

- Transverse Alternating Field Electrophoresis (TAFE)

- Field Inversion Gel Electrophoresis (FIGE)

- Counter-damped Homogeneous Electric Field Electrophoresis (CHEF)

Field Inversion Gel Electrophoresis (FIGE): PFGE’nin en basit tipidir. Elektrik
akimi belirli siirelerle ve 180° ag1 ile (ileri ve geri) iki yonde verilmektedir (sekil 1-1).

Ileri yonde uygulanan akimin siiresi daha uzundur (126, 128).

Counter-damped Homogeneous Electric Field Electrophoresis (CHEF):

PFGE’nin en yaygin kullanilan tipidir. Bu sistemde altigen bi¢iminde yerlestirilen
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cok sayidaki elektrod yardimiyla 120° a1 ile sabit hizda elektrik akimi verilmektedir.
CHEF ¢esitli antimikrobiyal-direngli bakterilerin yayilimini  degerlendirmede
kullanilir (Sekil 1-11) (126, 128, 129).
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Sekil 1: Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) tipleri (128)
I: Field Inversion Gel Electrophoresis (FIGE)

I1: Counter-damped Homogeneous Electric Field Electrophoresis (CHEF)

PFGE’de saglam DNA elde etmek amaciyla bakteriler diigiik erime 1s1l1 agaroz
ile karistirilir (128, 130). DNA miktarinin gozlenemeyecek kadar az veya fazla
olmamasi i¢in hiicre konsantrasyonu belli degerler arasinda [1x10°% 5x10° CFU/mI
(610 nm de yaklasik 0,5-1 absorbans araliginda) ] olmalidir (127). Bu yontemde, sivi
veya kat1 besiyerinde iiretilen bakteriler, diisiik erime 1s1l1 agaroza karistirilip kiiciik
kaliplar igine dokilmektedir (130). Agaroz kalibi hazirlandiktan sonra bakteri
hicreleri, enzim ve deterjanlarla pargalanir. Gram pozitif bakteriler igin kullanilan
enzimler lizozim, lizostafin ve mutanolizindir. Gram-negatif mikroorganizmalarin
lizisinde ise proteinaz-K/deterjan karisimi kullanilmaktadir (127). Bu islemden sonra
agaroz kalib1 50-55°C’de distile su ve TE soliisyonu ile yikanir. Bdylece protein ve
karbonhidrat gibi kontaminantlarin uzaklagtirilmas:t saglanir. Hazirlanan agaroz
kaliplar1 TE (10mM Tris, ImM EDTA (pH 7,5)) tamponu icerisinde 4°C'de aylarca
saklanabilmektedir (127). Agaroz icerisinde saf halinde kalan kromozomal DNA bir
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restriksiyon enzimi kullanilarak Kkesilir. DNA kabul edilebilir bir say1 (10'dan az 25-
30'dan fazla olmamali) ve biiyiiklikte kesilmelidir (122, 130). GC’den zengin
bakteriyel genomda AT bolgeleri, AT’den zengin bakteriyel genomda ise GC
bolgeleri daha az bulunmaktadir. Bu nedenle Xbal, Spel gibi AT iceren enzimler
GC'den zengin bakterilerin kromozomlarmi1 daha az keserler, Smal gibi GC igeren
enzimler ise AT’den zengin bakterilerin kromozomlarin1 daha az kesmektedir (127,
128, 130).

Kesilen agaroz dilimleri tarak disine yerlestirildikten sonra c¢evresine jel
dokiilebilir. Boylece daha siki bir iliski saglanarak, kirilma riski en aza indirilir,
dolayisiyla daha keskin bant paternleri elde edilebilir. Hazirlanan elektroforez jeli
belirli araliklarla yonii degistirilen elektrik akimina tabi tutularak 10-800 kb
uzunlugundaki DNA pargalarinin ayrimi saglanir. Elektroforez isleminden sonra jel
etidyum bromurle boyanarak, bant profilleri goriintr hale getirilmektedir (127).
Biuylk DNA parcalarinin agarozda ayristirilmasina etki eden gesitli faktorler vardir.
Bunlar1 baslicalari; agaroz konsantrasyonu, tampon konsantrasyonu, sicaklik, pulse

suiresi, voltaj ve toplam elektroforez siresidir (131).

1.Bakteri igeren agaroz kalib1 hazirlanir.

==

Bakteri siispansiyonu hazirlanir Agaroz kalibina dagitilir

2.Lizis solusyonu I ve II kullanilarak bakteri hiicresi pargalanir (DNA izolasyonu)

. ]

Lizis solusyonu Agaroz kalib1
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3.Y1ikama ile protein ve karbonhidrat gibi kontaminantlar uzaklastirilir

4.DNA bir RE kullanilarak kesilir

5.Elektroforez islemi uygulanir

[ | R R | Ry | K S S A
il

Yitksek snime 31k agamz

Agaroz kalib1 ¥4 oraninda kesilir

Kuyucuklara yerlestirilir

6.Etidyum bromurle boyanarak incelenir

Sekil 2: PFGE yapilis asamalar1 (130)

2.5.1.PFGE’de Kullanilan Kontroller

Test edilecek izolatlar disinda restriksiyon profilleri ¢ok iyi bilinen bakteriler

de kontrol amaciyla kullanilir. Bu sayede hiicre parcalanmasi, yikama ve
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endoniikleaz basamaklarinin uygunlugu, jel ve elektroforez kosullari ve sonuglarin
tekrarlanabilirligi kontrol edilmis olur. Jeldeki en az bir gukurda ama ideali jelin
basinda ve ortasinda olmak iizere molekiil agirlik standardi kullanilmalidir. Bu
standartlar delesyon, insersiyon ya da mutasyonlar gibi tek bir genetik olaydan

kaynaklanabilecek degisikliklerin yorumlanmasina yarar saglar (130).

2.5.2. Restriksiyon Profillerinin Analizi ve izolatlarin Yakinhk Derecelerine

Gore Smiflandirilmasi

Restriksiyon profili analizi ve yakinlik derecelerinin belirlenmesi amaciyla
oncelikli olarak, ortak ya da salgin profili belirlenir. Ortak profil yoksa biiyiik
olasilikla izolatlar birbirleriyle iliskisizdir. Ortak susun profili belirlendikten sonra
buradaki bantlarin say1 ve boyutlari diger izolatlarinki ile karsilagtirilir. Her bir
izolatin profili, ortak susla olan iliskisine gore siniflandirilir. Tenover ve ark.; PFGE
sonuglariin yorumlanmasi igin belirli bir sistem 6nermislerdir. Bu sistemde bant
profillerine bakilarak izolatlarmn birbirleriyle iligkilerinin  derecelendirilmesi
yapilabilmektedir (119).

* Ayni izolatlar: Ayni say1r ve boyutlarda bant iceren izolatlar i¢in kullanilir. Bu
izolatlar, genetik olarak farksiz kabul edilir. Epidemiyolojik olarak iligkilidir.

* Yakin iliskili izolatlar: Salgin susu ile aralarinda 2—3 bant farki vardir. Biiyiik bir
olasilikla salginla iliskili suslardir.

* Muhtemel iliskili izolatlar: Salgin suslar ile aralarinda 4—6 bant farki vardir.
Muhtemelen salginla iliskilidirler.

e [ligkisiz izolatlar: Aralarinda >7 bant farki olan suslardir. Salgmla iliskileri

bulunmayan suslardir.
2.5.3. Sonuclarin Rapor Edilmesi
Salgin suslarina ait oldugu diisiiniilen DNA restriksiyon profilleri tip A, yakin

ya da muhtemel iligkili profiller tip A1, tip A2, iliskisiz profil sergileyenler ise tip B,
tip C ... olarak isimlendirilir ve rapor edilir (122, 132).
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3. GEREC VE YONTEM

Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Siileyman Demirel Uygulama ve
Arastirma hastanesi yogun bakim iinitesinde yatan hastalarin g¢esitli 6rneklerinden
(idrar, balgam ve yara slrintlst vs) 2009-2010 yillarinda izole edilen 33 adet
Pseudomonas aeruginosa ve 48 adet Acinetobacter baumannii susu c¢alisma
kapsamina alind.

Baglangicta 2009-2013 aras1 yogun bakim tinitesinden izole edilen tiim suslar
hedeflenmis, ancak sus sayisinin ¢oklugu ve projenin 100 susa gore hazirlanmis
olmasi nedeniyle epidemiyolojik verilerine en iyi ulasabildigimiz 2009-2010

yillarina ait suslar ¢calismaya dahil edilmistir.
3.1. Bakterilerin izolasyonu:

Hastanemizde balgam, idrar, yara, BOS ve kan drneklerinden izole edilen P.
aeruginosa ve A. baumannii suslar1 degerlendirildi. Bu 6rneklerden balgam, idrar,
bos drnekleri 10 mikrolitrelik standart 0ze ile yara ornekleri ise ekiivyon cubuk ile
%S5 koyun kanli agar ve Eosin Methylene Blue Agar (EMB) besiyerine ekildi. Plaklar
37 °C’de 24 saat inkiibe edildi. Kan &rnekleri ise Bact/Alert 3D 60 (biomerieux)
cihazinda kendi siselerine 5 ml kan konularak, bir hafta i¢inde iireme olan siselerden
standart 6ze ile %5 koyun kanli agar ve EMB besiyerine ekildi ve plaklar 37 °C’de
24 saat inkiibe edildi. Tim iireme olan plaklar koloni morfolojisine bakilarak
saflastirilmis ve igne 6ze ile alinan koloniler {i¢ sekerli demirli agar, sitrat agar, {ire
agar ve SIM (sulfide-indole-motility) besiyerlerine ekildi 37 C’de 24 saat inkiibe
edildi. Nonfermanter oldugu saptanan suslar Mueller-Hinton agar besiyerine ekildi.
Pseudomonas aeruginosa suslarinin tanisi i¢in Mueller-Hinton agar besiyerindeki
pigmentasyonu kullanildi ve Acinetobacter baumannii suslarimin tanisi igin ise
Mueller-Hinton agar besiyerinden alinacak siiriintiiniin oksidaz testinin negatif
olmast ve hareket besiyerinde hareketsiz olma Ozelligi kullanildi. Daha iyi
identifikasyon i¢cin API 20NE (Biomerieux) kiti kullanildi.
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Kullanilan besi yerleri:

Eosin Methylene Blue Agar (EMB): Hazirlanis1: EMB agar (HIMEDIA) kullanilda.
37,5 g’1 1000 ml’lik distile su igerisinde ¢oziildii.1 atmosfer basing altinda 121 °C de
15 dakika otoklavlandi. Uygun 1sida sogutularak petri kutularina 4 mm kalinliginda
dokildii. Plaklar kullanilincaya kadar +4 °C’de buzdolabinda sakland.

%S koyun kanh agar: Hazir olarak alinan koyun kanli agar (OR-BAK) kullanildi.

Uc sekerli demirli agar (TSI): TSI agar (BBL) kullanildi. 59,4 g’1 1000 ml’lik
distile su igerisinde ¢oziildii.1 atmosfer basing altinda 121 °C de 15 dakika

otoklavlandi. Tiiplere yatik olarak dokiildii ve sogutuldu. Plaklar kullanilincaya kadar
+4 °C’ de buzdolabinda saklandi.

Ure agar: Ure agar besiyeri (HIMEDIA) kullanildi. 24 g’1 950 ml’lik distile su
igerisinde ¢oziildii.1 atmosfer basing altinda 121 °C de 15 dakika otoklavlandi.
Uygun 1sida sogutularak tiiplere yatik olarak dokiildii. Plaklar kullanilincaya kadar
+4 °C’de buzdolabinda saklandi.

Sitrat agar: Sitrat agar besiyeri (BBL) kullanildi. 24,2 g’1 1000 ml’lik distile su
icerisinde ¢oziildii.1 atmosfer basing altinda 121 °C de 15 dakika otoklavlandi.
Uygun 1s1da sogutularak tiiplere yatik olarak dokiildii. Plaklar kullanilincaya kadar
+4 °C’de buzdolabinda saklandi.

Sim besiyeri: Sim (MERCK) kullanildi. 30 g’1 1000 ml’lik distile su igerisinde
¢oziildii.1 atmosfer basing altinda 121 °C de 15 dakika otoklavlandi. Uygun 1sida
sogutularak tiiplere dik olarak dokiildii. Plaklar kullanilincaya kadar +4 °C’de
buzdolabinda saklandi.

Mueler-Hinton agar besiyeri: Mueler-Hinton agar besiyeri (Oxoid) kullanildi. 38
g’1 1000 mI’lik distile su igerisinde ¢oziildii.1 atmosfer basing altinda 121 °C de 15
dakika otoklavlandi. Uygun 1sida sogutularak 90 mm ¢apli petri kutularina 4 mm
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kalinliginda dokiildii. Plaklar kullanilincaya kadar +4 °C’de buzdolabinda saklandi.

Bu hazirlanan besiyeri disk difiizyon duyarlilik testlerinde kullanildi.

3.2. Antibiyotik Duyarhlik Testleri:

Antibiyotik duyarlilik testleri Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
antimicrobial susceptibility testing standards M2-A9 and M7-A7 kriterlerine gore
Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile yapilip degerlendirildi. 18-20 saatlik taze
kiltur pasajlarindan saf olarak elde edilen bakteri kolonileri deneylerde kullanildi.
Bu kolonilerden elde edilen bakterilerden Mueller Hinton buyyonunda 0.5 Mc
Farland bulanikliginda bakteri stispansiyonu hazirlanarak steril ekiivyon ile 6nceden
hazirlanan Mueller-Hinton agar plaklarina yayildi. En fazla 30 dakika icerisinde
duyarliliklart  belirlenecek antibiyotik diskleri yerlestirildi. Amikasin 30 pg,
Seftazidim 30 pg, Gentamisin 10 pg, Imipenem 10 pg, Sefepime 30 png,
Piperasillin/Tazobaktam 100/10 ug, Aztreonam 30 mcg, Meropenem 10 mcg diskleri
yerlestirildi ve 35°C- 37°C’lik etiivde 18-20 saat inkiibe edildi. Antibiyogramlar 18-
20 saatlik inkiibasyondan sonra zon c¢aplari CLSI standartlarina gore oOlgiilerek
direnclilik, orta derecede duyarlilik ve duyarlilik durumlar: kaydedildi.

3.3. Pseudomonas aeruginosa’mn PFGE ile Molekiiler Tiplendirilmesi

3.3.1. izolatlarin hazirlanmasi

Biyokimyasal ve/veya molekiiler yontemlerle tiir diizeyinde tanimlamasi
yapilmis olan bakterilerden kanli triptikaz soy agar besiyerine tek koloni ekimi
yapildi. Bir gecelik inkiibasyondan sonra kiltiriin safligi kontrol edildi. Buradaki tek
koloniden tekrar triptikaz soy agar besiyerine, tek koloni ekimine uygun olacak
sekilde, pasaj yapilarak bir gece inkiibasyona birakildi. Saf kultlr halinde Greyen
koloniler plastik 6¢ze ile toplanarak, 1 ml hicre suspansiyon tamponu (HST) (100
mM Tris-HCI, 100 mM EDTA, pH 8,0) icinde siispanse edildi. Hiicre slispansiyonu,
2500 x g’de, 4°C’de, 15 dakika (alternatif olarak 13.000 x g’de, 4°C’de, 2 dakika)
santriftj edildi. Santrifiij sonrasinda tistteki HST atildi. Peletin Gzerine tekrar 1 ml

soguk HST eklenerek, kisa siireli vorteks yapildi. Bakteri yogunlugu,
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spektrofotometre (Beckman Coulter DU 730) yardimiyla 590 nm’de 1 absorbans
(yaklasik McFarland 4 bulanikligr) olacak sekilde ayarlandi. Bakteri stispansiyonu

kisa stire i¢inde (5 dakika) agaroza gomiilecek ise oda 1sisinda, gecikecek ise kirik

buz icinde bekletildi (133, 134)
3.3.2. izolatlarin agaroza gomiilmesi

HST igerisinde % 2’lik diisiik erime 1s1l1 agaroz ( Bio-Rad Laboratories )
hazirlandi. 0.50 g agaroz, 100 ml’lik balona kondu. Uzerine 9 ml HST eklenir,
yavasca karistirilarak agarin dagilmasi saglandi. Balonun agzina aliiminyum folyo
kapatilarak mikrodalga firinda 10 saniye tutulur, ¢ikarilarak hafif¢e karistirildi.
Tekrar 2-3 saniye mikrodalga firinnda tutuldu. Agaroz iyice ¢6ziiliinceye kadar kisa
stireli mikrodalgada tutma islemi tekrarlandi. Agaroz iyice ¢ozuldukten sonra, balon
45-50°C’lik su banyosuna kondu. % 10’luk sodyum dodezil sulfattan (SDS)
(50°C’de 1s1tilmis) 1 ml eklenerek iyice karistirildi. Agaroz-SDS karisimindan 200 pl
ependorf tiiplere dagitildi ve 45-50°C'deki su banyosunda (veya kuru 1s1 blogunda)
bekletildi. Her sus igin bir agoroz kalibi isaretlenip buz kabina oturtuldu. HST iginde
hazirlanmis bakteri siispansiyonundan 100 ul alinarak, 50°C'de tutulan ve icerisinde
100 ul disiik erime 1sili agaroz- SDS bulunan tipe eklendi. Birka¢ defa pipetaj
yapilarak hiicrelerin agaroz i¢inde homojen dagilmasi saglandi. Bekletilmeden,
hiicre-agaroz-SDS karigimindan -hava kabarcigi olmayacak sekilde- agaroz kalibina
100 pl dagitildi. Kaliplar, agaroz katilagincaya kadar +4°C’de, 10 dakika bekletildi.
Bu asamada agaroz kaliplarin sogukta tutulmasi kaliteli DNA hazirlanmast i¢in
O6nemlidir. BOylece erken hicre par¢alanmasi ve endoniikleaz aktivitesi azalirken,

agarozun homojen katilagmasi saglanmaktadir (133, 134).
3.3.3. Agaroz icindeki hiicrelerin parcalanmasi

Bes ml’lik steril kapakli tiiplere, 0.5 ml hiicre liziz soliisyon I (50 mM Tris-HCI
[pH 8.0], 50 mM EDTA, 2.5 mg/ml lizozim, 1.5 mg/ml proteinaz K) konuldu.
Icerisinde bakteri bulunan agaroz, kaliptan ¢ikarilarak lizis soliisyonuna yerlestirildi.
37°C’de 1 saat ¢alkalamali su banyosunda bekletildi (Not: Tlp su banyosuna hafif
yatik pozisyonda yerlestirilir). Liziz soliisyon | dokdlerek, yerine 0,5 ml hucre liziz
solisyon 11 (0,5 M EDTA, % 1 sarkozil, 400 pg/ml proteinaz K) konuldu. 55°C’de 2
saat calkalamali su banyosunda bekletildi (134).
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3.3.4. Hucre lizisinden sonra agaroz kaliplarin yikanmasi

Lizis agsamasindan sonra agaroz kalibinin katilasmasi i¢in tiipler buz igerisinde
en az 15 dakika bekletildi. Dikkatlice lizis solisyonu Il aspire edildi. icinde agaroz
kalip bulunan tiipe, 50°C’ye 1sitilmis olan steril ultra saf sudan (Reagent Grade Type
1) 4 ml eklenerek, 50°C galkalamali su banyosunda 15 dakika bekletildi (su ile
y>kama islemi). Su tamamen aspire edildi. Belirtilen su ile yikama iglemi iki defa
daha tekrarlandi. Su tamamen aspire edildi. Daha sonra agaroz kaliplar1 ii¢ defa (her
biri 50°C’de 15 dakika olmak iizere), 4 ml TE (10 mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA, pH
7,6) tamponuyla yikandi (Not: Yikama sonrasi agaroz kaliplar seffaflasir). Boylece
iginde saflastirilmis DNA bulunan agaroz, restriksiyon enzimi (RE) ile kesime hazir
hale getirilmis oldu (133, 134).

3.3.5. Agaroz Kaliplar i¢cindeki DNA’nin RE ile Kesilmesi
P. aeruginosa icin etkinligi daha 6nce arastirilmis olan Xbal 20 U/ul (MBI

Fermantas Hanover MD) enzimi kullanilmistir (135).

3.3.6. P. Aeruginosa DNA’sim1 I¢eren Kahiplarin Xbal RE ile kesimi

DNA igeren agaroz kalib1 bir lam iizerine alinarak bir bistiirii yardimiyla 1/4
oraninda kesildi. Pargalardan biri, 100 pl 1xXbal tamponu igine konarak ¢alkalamali
su banyosunda 37°C’de 10 dakika bekletildi (Diger pargalar sonraki ¢alismalarda
kullanilmak {izere TE tamponu i¢inde saklanir). Sonra siv1 aspire edildi. Her agaroz

kalib1 i¢in asagidaki karisim hazirlandt:
10 pl 10x Xbal tamponu
3 ul Xbal enzimi (20 U/ul) (MBI Fermantas Hanover MD)
1 ul BSA (10 pg/ul)
86 ul steril ultra saf su (Reagent Grade Type 1)

Toplam hacim 100 pl.
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Bu karigimin igerisine, enzimin tamponu ile yikanmig agaroz kalibi konulup,
calkalamali su banyosunda 37°C’de 2 saat inkiibe edildi (136). Inkiibasyon sonunda
tipler buzdolabinda 15 dakika bekletildi. Kaliplar elektroforez i¢in hazirdir.

3.3.7. Elektroforez Jelinin Hazirlanmasi 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 (Agarose Il Amresco) hazirlandi. 1 gr
“pulsed-field certified agarose” 200 ml’lik balona konuldu. Uzerine 100 ml 0,5 x
TBE eklenip, yavasca karistirilarak agarin dagilmasi saglandi. Balonun agzina
aliminyum folyo kapatilarak mikrodalga firinda 60 saniye tutulup, ¢ikarilarak hafifce
karistirilip, tekrar 15 saniye mikrodalga firininda tutuldu. Agaroz iyice ¢ozuldikten
sonra, balon 45-50 °C’lik su banyosuna konuldu. Agaroz dokiilecek kaset hazirlanip,
sizdirmamasi i¢in etrafi bantlandi. Su terazisi ile tamamen diizgiin oldugu kontrol
edilmis bir zemine konuldu. RE ile kesilmis olan agaroz kaliplarin her biri, 15 disli
taragin dislerinin u¢ kismina (taragin uc ¢izgisine tam paralel olacak sekilde)
yerlestirildi. Taragin iki kenar ve ortasindaki dislerine kontrol susuna ait kaliplar
yuklendi. Kurutma kagidi veya havlu ile agaroz kaliplarinin etrafindaki sivinin
fazlas1 alindi. Maksimum 5 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra, drnek konulan
kistm DNA’nin yiirliyecegi yone gelmek kaydiyla, tarak agaroz dokiilecek kaset
icine yerlestirildi. Su banyosundan ¢ikarilmig ve sicakligi yaklasik 45-50°C olan
agaroz dikkatli bir sekilde hava kabarcig1 olusturulmadan kaset igine dokiildii. Oda
isisinda 20-30 dakika katilasmaya birakildi. Tarak dikkatlice cikarildi. Istenirse
cukurlar %1°lik agarozla doldurulabilir. Sonra, agaroz kasetinin gergeveleri ¢ikarilir,
tabla tzerindeki agaroz, icerisinde 1900-2000 mililitre 0,5 x TBE tamponu bulunan
PFGE tankina yerlestirildi (133).

3.3.8. Elektroforez
Her bakteri igin elektroforez kosullar farklidir. P. aeruginosa igin CHEF-DR
Il sisteminde (Bio-Rad Laboratories, Nazareth, Belgium) uygulanan elektoforez

kosullar1: Baslangi¢ vurus siiresi 5 sn, bitis vurus suresi 25 sn, vurus agist 120°, akim

6 V/cm2, sicaklik 11 °C, siire 30 saattir (TBE tamponu pH=8,0) (135).

43



3.3.9. Sonuclarin Goézlenmesi ve Analizi

Elektroforezden sonra jel, 5 ug/ml etidyum bromir iceren 400 ml ultra saf su
icine alindi. Yirmi dakika boyandi. UV 1s18a altinda goriintiilendi. Gel logic 2200
imaging system (ayrim giicii: 1708x1280 pixel, Kodak Company, NY, USA)
kullanilarak DNA bant goriintiilerinin fotografi ¢ekildi. Resimler TIFF formatinda
kayit edildi. GelCompar II yazilim sistemi (version 3,0; Applied Maths, Sint-
Martens-Latem, Belgium) kullanilarak bant profilleri analiz edildi. Oncelikle her
resimde bulunan (¢ adet standart (1, 7, 15. kuyucuklarda yurutilen) yardimi ile
resimler arast normalizasyon yapildi. “Unweighted pair group method with
mathematical averaging (UPGMA)” kullanilarak PFGE profillerinin, dendogrami
olusturulup ve kiimelesme analizi yapildi. Bantlara bagli “Dice” benzerlik
katsayisina gore suslar arasindaki iliski belirlendi. Benzerlik katsayisinin
hesaplanmasinda bant ve profil toleransi, %1— 1.5 olarak alind1 (125, 137). Tenover
ve arkadaglar1 (119) tarafindan gelistirilmis Kriterler kullanilarak izolatlar ayni, yakin
iligkili, muhtemel iligkili ve iliskisiz olarak degerlendirildi.
* Ayni izolatlar: Ayni say1 ve boyutlarda bant iceren izolatlar i¢in kullanilir. Bu
izolatlar, genetik olarak farksiz kabul edilir. Epidemiyolojik olarak iligkilidir.
* Yakn iliskili izolatlar: Salgin susu ile aralarinda 2—3 bant farki vardir. Biiytik bir
olasilikla salginla iligkili suslardir.
* Muhtemel iligkili izolatlar: Salgin suslar ile aralarinda 4—6 bant farki vardir.
Muhtemelen salginla iligkilidirler.
« Tliskisiz izolatlar: Aralarinda >7 bant farki olan suslardir. Salgmla iliskileri

bulunmayan suslardir.

3.4. Acinetobacter baumannii’nin PFGE ile Molekiiler Tiplendirilmesi

3.4.1. izolatlarin hazirlanmasi

Biyokimyasal ve/veya molekiler yodntemlerle tir diizeyinde tanimlamasi
yapilmis olan bakterilerden kanli triptikaz soy agar besiyerine tek koloni ekimi
yapild1. Bir gecelik inkiibasyondan sonra kiiltiiriin safligi kontrol edildi. Buradaki tek
koloniden tekrar triptikaz soy agar besiyerine, tek koloni ekimine uygun olacak
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sekilde, pasaj yapilarak bir gece inkiibasyona birakildi. Saf kultlr halinde Ureyen
koloniler plastik 0ze ile toplanarak, 1 ml hicre suspansiyon tamponu (HST) (100
mM  Tris-HCI, 100 mM EDTA, pH 8,0) icinde sispanse edildi. Bakteri
stispansiyonu, spektrofotometre (Beckman Coulter DU 730) yardimiyla 590 nm’de
yaklagik McFarland 1 bulanikligi olacak sekilde ayarlandi. Hazirlanan bu
stispansiyondan her bir ependorf tiptne 100ul konur ve (zerine proteinaz K (20

mg/ml) 5ul eklendi.

3.4.2. izolatlarin agaroza gomiilmesi

HST icerisinde % 1’lik seakem gold agaroz (Combrex Bio Science Rockland
Inc) hazirlannp 0.05 g agaroz, 100 ml’lik balona konuldu. Uzerine 5 ml HST
eklenip, yavasca karistirilarak agarin dagilmasi saglandi. Balonun agzina aliiminyum
folyo kapatilarak mikrodalga firinda 10 saniye tutulup, ¢ikarilarak hafifce karistirildi.
Tekrar 2-3 saniye mikrodalga firinnda tutuldu. Agaroz iyice ¢oziiliinceye kadar kisa
sireli mikrodalgada tutma islemi tekrarlandi. Agaroz iyice ¢ozlldikten sonra, balon
45-50°C’lik su banyosuna konup % 1°lik sodyum dodezil sulfattan (50°C’de
isitilmig) her bir ependorf igin 100ul eklendi. Agaroz-SDS karisimindan 200 pl
ependorf tiiplere dagitilip ve 45-50°C'deki su banyosunda (veya kuru 1s1 blogunda)
bekletildi. Her sus igin bir agoroz kalibi isaretlenip buz kabina oturtuldu. HST iginde
hazirlanmis bakteri siispansiyonu+proteinaz K karigimindan 100 pl alinarak, 50°C'de
tutulan ve igerisinde 100 pl diisiikk erime 1sili agaroz- SDS bulunan tipe eklendi.
Birka¢ defa pipetaj yapilarak hiicrelerin agaroz i¢cinde homojen dagilmasi saglandi.
Bekletilmeden, hucre-agaroz-SDS karisimindan -hava kabarcigi olmayacak sekilde-
agaroz kalibina 100 pl dagitilip Kaliplar, agaroz katilasincaya kadar +4°C’de, 10
dakika bekletildi. Bu asamada agaroz kaliplarin sogukta tutulmasi kaliteli DNA
hazirlanmasit i¢in onemlidir. Boylece erken hiicre pargalanmasi ve endoniikleaz

aktivitesi azalirken, agarozun homojen katilagmasi saglanmaktadir.
3.4.3. Agaroz icindeki hiicrelerin parcalanmasi

Bes ml’lik steril kapakl1 tiiplere, 1 ml hiicre liziz soliisyonu (50 mM Tris-HCI
[pH 8.0], 50 mM EDTA, % 1 sarkozil, 20 mg/ml proteinaz K) konuldu. igerisinde
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bakteri bulunan agaroz, kaliptan ¢ikarilarak lizis soliisyonuna yerlestirilip 55°C’de 2

saat ¢alkalamali su banyosunda bekletildi (139).
3.4.4. Hucre lizisinden sonra agaroz kaliplarin yikanmasi

Lizis asamasindan sonra agaroz kalibinin katilagmasi i¢in tiipler buz icerisinde
en az 15 dakika bekletildi. Dikkatlice lizis soliisyonu aspire edildi. icinde agaroz
kalip bulunan tiipe, 55°C’ye 1sitilmis olan steril ultra saf sudan (Reagent Grade Type
1) 4 ml eklenerek, 55°C calkalamali su banyosunda 15 dakika bekletildi (su ile
yrkama islemi). Su tamamen aspire edildi. Belirtilen su ile yikama islemi bir defa
daha tekrarlandi. Su tamamen aspire edildi. Daha sonra agaroz kaliplari ti¢ defa (her
biri 55°C’de 15 dakika olmak iizere), 4 ml TE (10 mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA, pH
7,6) tamponuyla yikandi (Not: Yikama sonrasi agaroz kaliplar seffaflasir). Boylece
iginde saflastirilmis DNA bulunan agaroz, restriksiyon enzimi ile kesime hazir hale

getirilmis oldu.
3.4.5. Agaroz Kaliplar1 i¢cindeki DNA’nin RE ile Kesilmesi

A.baumannii icin etkinligi daha once arastirilmis olan Apal 10 U/ul (MBI
Fermantas Hanover MD) enzimi kullanilmistir (136, 138).

3.4.6. A.baumannii DNA’sm Iceren Kahiplarin Apal RE ile kesimi

DNA igeren agaroz kalibi bir lam tizerine alinarak bir bistiirii yardimiyla 1/4
oraninda kesildi. Pargalardan biri, 100 pl 1xApal tamponu i¢ine konarak ¢alkalamali
su banyosunda 37°C’de 10 dakika bekletildi (Diger parcalar sonraki ¢aligmalarda
kullanilmak {izere TE tamponu i¢inde saklanir). Sonra siv1 aspire edildi. Her agaroz

kalib1 i¢in asagidaki karisim hazirlandi:
10 pul 10x Apal tamponu
3 ul Apal enzimi (10 U/ul) (MBI Fermantas Hanover MD)
1 ul BSA (10 pg/ul)
86 ul steril ultra saf su (Reagent Grade Type 1)

Toplam hacim 100 pl.
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Bu karisimin igerisine, enzimin tamponu ile yikanmis agaroz kalib1 konulup,
calkalamali su banyosunda 37°C’de 2 saat inkiibe edildi (136). Inkiibasyon sonunda
tipler buzdolabinda 15 dakika bekletildi. Kaliplar elektroforez i¢in hazirda.

3.4.7. Elektroforez Jelinin Hazirlanmasi 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 skeam gold agaroz (Combrex Bio Science
Rockland Inc) hazirlandi (139). 1 gr agaroz 200 m1’lik balona konuldu. Uzerine 100
ml 0,5 x TBE eklenip, yavasca karistirilarak agarin dagilmasi saglandi. Balonun
agzina aliminyum folyo kapatilarak mikrodalga firinda 60 saniye tutulup, ¢ikarilarak
hafif¢e karistirilarak, tekrar 15 saniye mikrodalga firininda tutuldu. Agaroz iyice
cozildukten sonra, balon 45-50 °C’lik su banyosuna konuldu. Agaroz dokilecek
kaset hazirlandi, sizdirmamasi igin etrafi bantlandi. Su terazisi ile tamamen diizgiin
oldugu kontrol edilmis bir zemine konuldu. RE ile kesilmis olan agaroz kaliplarinin
her biri, 15 disli taragin dislerinin u¢ kismina (taragin ug ¢izgisine tam paralel olacak
sekilde) yerlestirildi. Taragin iki kenar ve ortasindaki dislerine kontrol susuna ait
kaliplar yuklendi. Kurutma kagidi veya havlu ile agaroz kaliplarinin etrafindaki
stvinin fazlasi alindi. Maksimum 5 dakika oda i1sisinda bekletildikten sonra, 6rnek
konulan kistm DNA’nim yiirliyecegi yone gelmek kaydiyla, tarak agaroz dokiilecek
kaset icine yerlestirildi. Su banyosundan ¢ikarilmis ve sicakligi yaklagik 45-50°C
olan agaroz dikkatli bir sekilde hava kabarcigi olusturulmadan kaset igine dokuldu.
Oda 1s1sinda 20-30 dakika katilasmaya birakildi. Tarak dikkatlice ¢ikarildi. Istenirse
cukurlar %1°lik agarozla doldurulabilir. Sonra, agaroz kasetinin ¢ergeveleri ¢ikarilip,
tabla tzerindeki agaroz, icerisinde 1900-2000 mililitre 0,5 x TBE tamponu bulunan
PFGE tankina yerlestirildi.

3.4.8. Elektroforez
Her bakteri i¢in elektroforez kosullar1 farklidir. A.baumannii igin CHEF-DR I
sisteminde  (Bio-Rad Laboratories, Nazareth, Belgium) uygulanan elektoforez

kosullari: Baglangi¢ vurus siiresi 5 sn, bitis vurus suresi 20 sn, vurus agist 120°, akim

6 V/cm2, sicaklik 14 °C, siire 19 saattir (TBE tamponu pH=8,0) (139).
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3.4.9. Sonuclarin Gozlenmesi ve Analizi

Elektroforezden sonra jel, 5 ug/ml etidyum bromr iceren 400 ml ultra saf su
icine alinip 20 dakika boyandi. UV 1s18a altinda goriintilendi. Gel logic 2200
imaging system (ayrim giicii: 1708x1280 pixel, Kodak Company, NY, USA)
kullanilarak DNA bant goriintiilerinin fotografi ¢ekildi. Resimler TIFF formatinda
kayit edildi. GelCompar II yazilim sistemi (version 3,0; Applied Maths, Sint-
Martens-Latem, Belgium) kullanilarak bant profilleri analiz edildi. Oncelikle her
resimde bulunan (i¢ adet standart (1, 7, 15. kuyucuklarda yiiriitillen) yardimi ile
resimler arast normalizasyon yapildi. “Unweighted pair group method with
mathematical averaging (UPGMA)” kullanilarak PFGE profillerinin, dendogrami
olusturulup ve kiimelesme analizi yapildi. Bantlara bagli “Dice” benzerlik
katsayisina gore suslar arasindaki iliski belirlendi. Benzerlik katsayisinin
hesaplanmasinda bant ve profil toleransi, %1— 1.5 olarak alindi1 (125, 137). Tenover
ve arkadaglar1 (119) tarafindan gelistirilmis kriterler kullanilarak izolatlar ayni, yakin
iliskili, muhtemel iligkili ve iliskisiz olarak degerlendirildi.
* Aymi izolatlar: Ayni say1 ve boyutlarda bant igeren izolatlar i¢in kullanilir. Bu
izolatlar, genetik olarak farksiz kabul edilir. Epidemiyolojik olarak iligkilidir.
* Yakin iliskili izolatlar: Salgin susu ile aralarinda 2—3 bant farki vardir. Biiyiik bir
olasilikla salginla iliskili suslardir.
* Muhtemel iligkili izolatlar: Salgin suslarn ile aralarinda 4—6 bant farki vardir.
Muhtemelen salginla iliskilidirler.
o [liskisiz izolatlar: Aralarinda >7 bant farki olan suslardir. Salgmnla iliskileri

bulunmayan suslardir.

3.5. istatistiksel incelemeler

Istatistiksel degerlendirme, Statistical Package for Social Scienses (SPSS) 15
(Inc., Chicago, Illinois, USA) istatistiksel analiz yazilimi kullanilarak
gerceklestirildi. Verilerin normal dagilim gosterip gostermedikleri Tek orneklem
Kolmogorov-Smirnov Testi ile incelendi. Niteliksel degiskenlerin karsilastirmasinda
Ki-kare ve Fisher testi kullanildi. Analiz sonuglari; niteliksel degiskenler igin yiizde
ve frekans olarak, siirekli degiskenler i¢in ortalama + standart sapma (Ort+SS) olarak

ifade edildi. Tiim analizlerde p<0.05 degeri istatistiksel anlamli kabul edildi.
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3.6. Etik Kurul Onay1

Bu calisma Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan
10.05.2012 tarih ve 2012/05 sayili etik kurul onay1 almistir.
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4. BULGULAR

4.1.Antibiyotik Duyarhlik Sonug¢lar1

Incelemeye alinan 81 nonfermenter bakterinin 33 (%40,7) adeti P. aeruginosa
ve 48 (%59,3) adeti A. baumannii idi. Bu bakterilerin 15 (%19,5) idrar, 15 (%19,5)
yara, 13 (%16) kan, 29 (%35,8) balgam, 5 (%6,1) BOS ve 4 (%4,9)’t diger
orneklerden izole edildi. P. aeruginosa drneklerden en ¢ok idrardan 11 (%33,3) izole

edilirken, A. baumannii ise en ¢ok balgamdan 22 (%45,8) izole edildi (Tablo-5).

Tablo 5: Ornek tiirii ve izole edildigi bakteriler ( p=0.003 Ki-kare testi)

Ornek Tiri P. aeruginosa A. baumannii
n(%) n(%)
Balgam 7 (%21,2) 22 (%45,8)
Idrar 11 (%33,3) 4 (%8,3)
Yara 9 (%27,3) 6 (%12,5)
Kan 3 (%9,1) 10 (%21)
BOS _ 5 (%10,4)
Diger 3 (%9,1) 1 (%2)

Calismaya dahil edilen 81 adet bakterinin izole edildigi hastalarin 39 (%48.1)’u

erkek, 42 (%51.9)’i kadindi (Tablo-6).

Tablo 6: izole edilen bakterilerin kadin erkek dagilimi ( p=0.299 Ki-kare testi)

Cinsiyet P. aeruginosa A. baumannii
n(%) n(%)

Erkek 18 (%54,5) 21 (%43,7)

Kadin 15 (%45,5) 27 (%56,3)
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P. Aeruginosa 33 (%40,7) ve A. baumannii 48 (%59,3) suslariin yillara gére

dagilim1 asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 7: P. Aeruginosa ve A. Baumannii enfeksiyonlarmm 2009-2010 dagilimi
(p=0.006 Ki-Kare testi)

Bakteri 2009 2010 Total
n(%) n(%) n(%)
P. Aeruginosa 13(%39,4) 20(%60,6) 33(%40,7)
A. Baumannii 31(%64,5) 17(%35,5) 48(%59,3)

P. aeruginosa’nin % 30,3°4 imipenem, % 39,4’i aztreonama, % 30,3’
amikasin, % 36,4’u seftazidim, % 33,3’ meropenem, % 30,3’t sefepim, % 27,3’
gentamisin, % 30,3’u piperasilin-tazobaktama direngli bulunmustur (Tablo 8). P.
aeruginosa izolatlarmin %40’i ¢coklu antibiyotik direncine sahipti (U¢ ve daha fazla
antibiyotige direng). Suslarin %601 tim antibiyotiklere duyarli bulundu. En duyarl
olduklar1 antibiyotik ise %70 duyarlilik oraniyla gentamisin, piperasilin/tazobaktam
ve amikasin olarak saptandi.

Izole edilen 48 adet A. baumannnii suslarmmn %93,8’i piperasilin-
tazobaktama, %77,1°1i amikasine, %47,9’u gentamisine, %83,3’1i sefepime, %72,9°u
imipeneme, %72,9’u meropeneme, %87,5’1 seftazidime, %91,7°i aztreonama direncli
bulunmustur (Tablo 8). Bunlarin %91,6 (44 sus) ¢oklu antibiyotik direncine sahipti
(Uc ya da daha fazla antibiyotige karsi direngli). Suslarin 21’1 (%43) tiim
antibiyotiklere direncli bulundu. Ikisi az duyarli olmak iizere 13 sus (%27) sadece
gentamisine duyarliydi. En sik direng ise piperasilin-tazobaktama goruldi (%91,8).
Biri piperasilin-tazobaktama az duyarli olmak tizere 4 sus (%8) tum antibiyotiklere
duyarhiydi. Alt1 aylik siire i¢erisinde toplam 48 A. baumannii susu izole edilmistir.
Bunlarin 22’si (%46) balgam Ornegiydi. Solunum enfeksiyonlarmin (balgam
ornekleri) hepsinin mekanik ventilasyona bagli olarak gelistigi saptanmistir. En
direncli A. baumannii suslar1 kan ve BOS kiltirlerinden izole edildi. Kan izolatlarini
biri CN’ e duyarli 9°u (%90) tiim ilaclara direncli bulundu. ikinci sirada yiiksek

direng oranlar1 balgam izolatlarinda saptandi. Bunlarin 4’ 0 (%18) tim ilaglara
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direngliydi biri az duyarli olmak tizere 7°si (%39) sadece CN’ e duyarli bulundu.

Antibiyotik direncleri tablo 8’ de yer almaktadir

Tablo 8: Bakteri turiine gore antibiyotik direncleri (Ki-kare testi)

Antiyotik P. aeruginosa A. Baumannii
S I R S I R P
n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)

TPZ 23(69,7) _ 10(30,3) | 2(4,1) 1(2,1) | 45(93,8) | [10.001
AK 23(69,7) _ 10(30,3) | 9(18,4) 2(4,1) | 37(77,1) | 10.001
CN 23(69,7) 1(3) | 9(27,3) | 22(44,9) | 3(6,3) | 23(47,9) | =0.081
FEP 18(54,5) | 5(15,2) | 10(30,3) | 7(14,6) 1(2,1) | 40(83,3) | [10.001
IMP 22(66,7) 1(3) |10(30,3) | 13(27,1) _ 35(72,9) | =0.001
MEM 22(66,7) _ 11(33,3) | 13(27,1) _ 35(72,9) | =0.001
CAZ 20(60,6) 1(3) |12(36,4) | 5(10,4) 1(2,1) | 42(87,5) | [10.001
AZT 20(60,6) _ 13(39,4) | 4(8,3) _ 44(91,7) | 10.001

IMP: Imipenem, AK: Amikasin, CAZ: Seftazidim, FEP: Sefepim, CN: Gentamisin,
TPZ: Piperasilin-Tazobaktam, MEM: Meropenem, AZT: Aztreonam.

Izole edilen suslarin, numunelere, 6rnek alinma

direnclerine gore dagilimi tablo 9°da yer almaktadir.

zamanlarina ve antibyotik

Tablo 9: Tiim suslarin 6zellikleri

Bakteri | Sus | Numune il TPZ CAZ FEP AZT | IMP | MEM | AK CN
No
7 Yara 2010-Subat Di Di Di Di Di Di Di Di
3 idrar 2009-Aralik Di Di Di Di Di Di Di Di
9 Kan 2010-Subat DI Di Di Di Di Di Di Di
g 2 idrar 2009-Kasim DI Di DI Di DI Di Di DU
D 18 | Balgam 2010-Subat Di Di Di Di Di Di Di Di
Eﬁ_ 13 Diger 2009-Kasim Di Di Di Di Di Di DU DU
& 14 | idrar 2009-Kasim 0-bU Di DU Di DU Di DU DU
15 idrar 2009-Aralik 0-DU Di DU Di O-DU | DU Di Di
17 idrar 2010-Ocak DI 0O-DU | O-DU | Di DI Di Di Di
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20 | Balgam 2010-Mart Di Di Di Di Di Di DU 0-DU
60 | Balgam 2010-Haziran | O-DU DU DU DU | DU DU DU DU
61 Balgam 2010-Nisan O-DU DU DU DU DU DU DU DU
62 | idrar 2010-Mart DU DU DU DU | DU DU DU DU
63 | idrar 2010-Ocak 0-DU DU DU DU | DU DU DU DU
65 Yara 2010-Ocak DU DU DU DU DU DU DU DU
66 | Yara 2010-Subat DU DU DU DU | DU DU DU DU
67 | idrar 2010-Subat DU DU DU DU | DU DU DU DU
68 | idrar 2010-Nisan DU DU DU DU | DU DU DU DU
69 Yara 2010-Nisan DU DU DU DU DU DU DU DU
70 Yara 2010-Mayis DU DU DU DU DU DU DU DU
71 | Yara 2010-Nisan Di Di Di Di Di Di Di Di
72 | Yara 2010-Mart 0-DU DU DU DU | DU DU DU DU
73 Balgam 2009-Kasim 0-DU DI Di DI DU DU DI DI
75 Diger 2009-Kasim O-DU DU DU DU DU DU DU DU
77 | Yara 2009-Kasim DU DU DU DU | DU DU DU DU
80 | Balgam 2010-Mart Di Di Di Di Di Di Di Di
81 | idrar 2010-Subat 0-DU DU DU DU | DU DU DU DU
82 | Yara 2009-Kasim 0-DU DU DU DU | DU DU DU DU
83 | Kan 2009-Ekim 0-DU DU O-DU | DU | DU DU DU DU
84 Balgam 2009-Kasim O-DU DU O-DU | DU DU DU DU DU
85 | Kan 2009-Aralik 0-DU DU O-DU | DU | DU DU DU 1DU
87 | idrar 2009-Ekim 0-DU DU O-DU | DU | DU DU DU DU
88 | Diger 2010-Mart 0-DU DU DU DU | DU DU DU DU
26 | Balgam 2009-Aralk Di Di Di Di Di Di 0-DU | DU
40 BOS 2010-Subat Di Di Di DI Di DI DI DU
43 Balgam 2009-Aralik Di Di DI Di DI Di DI DI
50 | Yara 2009-Aralik Di Di Di Di Di Di Di DU
51 | Yara 2009-Aralik Di Di Di Di Di Di Di Di
91 | Balgam 2009-Kasim 0-DU DU DU DU | DU DU DU DU
55 BOS 2009-Aralik Di Di Di Di Di Di Di Di
57 | Yara 2010-Ocak Di Di Di Di DU DU Di Di
92 Balgam 2009-Kasim Di Di Di DI DU DU DI DI
41 Kan 2010-Subat DI Di Di Di Di Di Di DU
45 | Kan 2009-Aralik Di Di Di Di Di Di Di Di
48 | Kan 2009-Aralik Di Di Di Di Di Di Di Di
49 | BOS 2009-Aralik Di Di Di Di Di Di Di Di
90 Balgam 2010-Ocak Di DU DU DI DU DU DU 0-DU
52 | Kan 2009-Aralik Di Di Di Di Di Di Di Di
53 BOS 2009-Aralik Di Di Di Di Di Di Di Di
= 54 Balgam 2009-Aralik Di Di Di Di Di Di DI DU
§ 23 | idrar 2010-Mart Di Di Di Di Di Di Di 0-DU
E 42 | Balgam 2010-Subat Di Di Di Di | Di Di Di DU
< 44 | Kan 2010-Ocak Di Di Di Di Di Di Di Di
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46 | Balgam 2009-Aralk Di Di Di Di Di Di Di DU
21 | Balgam 2010-Mart Di Di Di Di Di Di Di DU
22 Balgam 2010-Mart Di Di Di Di Di Di Di Di
24 | Balgam 2010-Mart Di Di Di Di Di Di Di DU
25 Balgam 2009-Aralik Di Di Di DI Di DI DI DI
47 | BOS 2009-Aralk Di Di Di Di Di Di Di DU
27 | Kan 2009-Aralik Di Di Di Di Di Di Di Di
28 | Yara 2010-Ocak Di Di Di Di Di Di Di Di
29 | Kan 2009-Aralik Di Di Di Di Di Di Di Di
30 Balgam 2009-Aralik DI Di DI Di DI Di 0-DU | DU
31 Balgam 2009-Kasim DI Di DI Di DI Di Di DU
32 | Kan 2009-Aralik Di Di Di Di Di Di Di Di
33 Balgam 2009-Kasim DI Di DI Di DI Di DU DU
34 Balgam 2009-Kasim Di DI Di DI Di DI DU DU
35 Diger 2010-Subat DI Di DI Di DI Di DU DU
36 Balgam 2009-Kasim Di DI Di DI Di DI DI 0-DU
38 | Kan 2010-Ocak Di Di Di Di Di Di Di Di
39 | Yara 2010-Mart DU DU DU DU | DU DU DU DU
89 | Balgam 2009-Kasim 0-DU DU DU DU | DU DU DU DU
93 | idrar 2009-Kasim Di Di Di Di Di Di Di Di
37 | Kan 2010-Ocak Di Di Di Di Di Di Di Di
94 idrar 2009-Kasim DU DU DU DU DU DU DU DU
96 Balgam 2010-Ocak Di Di O-DU | Di DU DU Di Di
97 Balgam 2009-Aralik Di Di Di DI DU DU 0-DU | DU
98 Balgam 2010-Ocak Di 0-DU | DU Di DU DU Di 0-DU
99 Balgam 2009-Ekim Di Di Di DI DU DU DI DI
100 | Yara 2009-Ekim Di Di Di Di DU DU DU DU
101 | idrar 2009-Kasim Di 0-DU | DU Di DU DU Di DU

4.2. Molekuler Tiplendirme Sonugclari

PFGE yontemiyle 33 adet P. aeruginosa ve 48 adet A. baumannii susu
tiplendirmeye alindi. Toplam 81 adet bakteri PFGE ile tiplendirildi. PFGE ile
tiplendirilen 33 adet P. aeruginosa ve 48 adet A. baumannii izolatinin dendogrami
(Sekil 3 - 4) verildi.

PFGE yontemiyle tiplendirilen 33 adet P. aeruginosa susundan 18 (%54,5)
genotip saptandi. Bu genotiplerden 5 adeti kiime olusturan suslar1 igermektedir. Her
kiimedeki sus sayisi 2-8 arasinda degismektedir. Toplam 17 (%51,5) sus kiime
olusturmaktadir. Bu suslardan 4 adeti yakin iliskili olarak degerlendirildi. Ug veya
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daha az bant farki olusturma kriteri dikkate alindiginda suslarin 21 (%63,6)’1 klonal
yonden iliskili bulundu. Izolatlarin 12 adeti (%36,3) 6zgli PFGE profili gosterdi.
PFGE yontemiyle tiplendirilen 48 adet A. baumannii susundan ise 13 (%27.08)
genotip saptandi. Genotiplerden 8 adeti kiime olusturan suslar1 icermektedir. Herbir
kiimedeki sus sayis1 2 ile 12 arasinda degismektedir. Toplam 41 (%85,4) sus kiime
olusturmaktadir. Bu suslardan 2 adeti yakin iliskili olarak degerlendirildi. Ug ya da
daha az bant farki olusturma kriteri dikkate alindiginda suslarin 43 (%89,5)’li klonal
yonden iliskili olarak degerlendirildi. Izolatlarm 5 adeti (%10,4) 6zgii PFGE profili

gosterdi.

4.2.1. Pseudomonas aeruginosa’'mm PFGE profilleri ve antibiyotiklere

duyarhhiklar:

Birinci Kume: (Genotip I). Aralarinda PFGE’ e gore bant farki olmayan iki
susdan (18, 62 nolu suslar) olusmaktaydi (Sekil 3). Bir ay ara ile iki farkli hastadan
izole edilen bu sugslardan biri (62 nolu sus) tiim antibiyotiklere duyarliyken, digeri
(18 nolu sus) tiim antibiyotiklere direncli bulundu.

fkinci Kiime: Ayn1 PFGE gen dizilimine sahip iki susu (82, 85 nolu suslar)
ve onlara %97 benzerlik gosteren 63, 65, 66, 67, 68, 81, 82, 85 nolu suslar1 igeren
genotip 3 den olusuyordu. Suslarin tamami test edilen tiim antibiyotiklere duyarl
bulundu.

Uclinci kiime: Ayni hastadan izole edilen 3 sustan olusmaktadir. Genotip X
ve Xa’ y1 igerir. Genotip X, 70 ve 80 nolu suslar1 kapsamaktaydi (Sekil 3). Bunlar
genetik olarak %96,6 benzerken antibiyotiklere direngleri tamamen farkliydi. Yetmis
nolu sus tim antibiyotiklere duyarli 80 nolu sus timune direngli bulundu. Genotip
Xa (72 nolu sus) bunlarla %94,6 oraninda genetik benzerlige sahipti ve tiim
antibiyotiklere duyarli bulundu.

Dordunct kiame: (Genotip Xl). PFGE profilleri aynm1 farkli antibiyotik
profillerine sahip iki sustan olusmaktadir (69, 73 nolu suslar). Altmisdokuz nolu sus
tiim antibiyotiklere duyarliydi. 73 nolu susun sadece IMP ve MEM’ e duyarli FEP’ e
ise az duyarli oldugu gozlendi. Bunlar 6 ay ara (Kasim-Nisan) ile farkli hastalardan

izole edilmistir.
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Besinci kiime: (Genotip XIII). ikisi ayn1 (2 ve 7 nolu suslar) biri farkli (13
nolu sus) hastadan izole edilen ayn1 PFGE profiline sahip ii¢ sus icermektedir. 7 nolu
nolu sus tiim antibiyotiklere direngli bulundu. 2 nolu sus CN’e, 13 nolu sus ise hem
CN’e ve hem de AK.’e duyarliydi.

Kiime igerisinde en fazla sus sayis1 (8 sus) ikinci kiimedeydi. Ikinci kiimede
alt1 ay gibi en uzun siire bu klonun varlig1 tespit edildi. Ugiincii kiimede ise bir hafta

ile en kisa siire klonun varligi tespit edildi (Sekil 3).
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pseudomonas pseudomonas

18 1
62 1
75 11
- 82 111
85 111
63 111
65 111
66 111
67 111
68 111
81 111
60 1V
83 V
61 V1
77 Vi1
87 Vila
20 viil
88 1X
70 X
80 X
72 Xa
69 X1
73 X1
71 X11
13 X111
X111
X111
17 Xllla
84 X1V
14 XV
XV1
XV11
15 Xvill

Sekil 3: Tiplendirmesi yapilan 33 P. aeruginosa susunun PFGE profillerinin
dendogrami. Dendogramda %100 ayn1 profili gosteren suslar (6r: 18 ile 62, 82 ile 85)

ortak kiime igerisinde gosterilmistir.
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4.2.2. Acinetobacter baumannii’nin PFGE profilleri ve ve antibiyotiklere

duyarhhklar:

Birinci Kiime: (Genotip 1) Ayn1 PFGE genotipine sahip iki sustan olusuyordu
(93,55 nolu suslar) (Sekil 4). Biri Kasim-2009” da idrar enfeksiyonunundan digeri
Aralik-2009° da baska hastanin BOS’undan izole edilmistir. Her ikisi de tim
antibiyotiklere direncli bulunmustur.

Ikinci Kiime: (Genotip 111) PFGE genotipleri ayn1 iki sustan olusmaktadir (51,
96 nolu suslar). Tum antibiyotiklere direngli olan 51 nolu sus Aralik-2009” da
yaradan izole edilmis. Digeri FEP’ e az duyarli MEM, IMP’ ye duyarli bulunmustur.
Ocak-2010’ da baska bir hastanin balgamindan izole edilmistir. Bu kiime ile % 95,2
oraninda benzer olan bir sus Illa olarak degerlendirildi. Bu sus sadece CN’ e
duyarliydi.

Uclinci Kiime: (Genotip 1V) PFGE bantlar1 aym iki izolati igerir. Bu
suslardan ilki (100 nolu sus). Ekim-2009’ da yaradan izole edilmis, IMP, MEM, AK
ve CN’e duyarl bulunmustur. Ikincisi (91 nolu sus) bundan bir ay sonra baska bir
hastanin balgaminda saptanmig ve tim antibiyotiklere duyarli bulunmustur.

Dordunct Kame:(Genotip V) Birbiri ile ayn1t PFGE bandina sahip 6 (21, 24,
30, 42, 98, 48 nolu suslar) sus ve bunlara %97,7 oraninda benzeyen 35 nolu sustan
olugsmaktadir (Sekil 4). 48 nolu sus tiim antibiyotiklere direncliydi. Yirmibir, 24 ve
42 nolu suglar ayni antibiyotik direng profiline sahipti ve sadece gentamisine
duyarliydi. 30 nolu susun AK az duyarli, CN’ e duyarli oldugu go6zlendi. Otuzbes
nolu sus gentamisin ve amikasin duyarliydi. Doksan sekiz nolu sus ise FEP, IMP ve
MEM’ e duyarli CAZ’ a az duyarli bulundu. Yirmibir ve 42 nolu suslar ayri
hastadan, 48 ve 35 nolu suslar ayn1 hastadan, olmak tizere 5 farkli hastadan Aralik
2009-Mart 2010 arasinda izole edildiler.

Besinci Kiime: (Genotip VIII) (41, 54, 31, 32, 36, 46 nolu suslar) besi Kasim
ve Aralik 2009’ da, biri Subat 2010°da izole edilmistir (41 nolu sus). Dort sus (46,
31, 36, 32 nolu suslar) aynmi yilda farkli hastalardan alinan Ug¢ balgam, bir kan
kiltiiriinden izole edildi ve ayn1 genotipe sahipti

Altinal Kiime: (Genotip X) PFGE bantlar1 ayni olan, alt1 susu igeriyordu (sus
numaralari: 37, 45, 49, 90, 52, 53 ). Doksan nolu sus TZP, AZT’ ye direncli

digerlerine duyarli iken digerleri timdane direncli bulundu.
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Yedinci Kume: (Genotip XI) Birbiri ile % 97,6 ve % 96 PFGE gen
benzerligine sahip 3 gruptan olusmaktadir (Sekil 4). Birincisi birbiri ile ayn1 olan 33,
34, 38, 39 nolu suslar1 igerir. Bunlar farkli hastalarin balgam, kan ve yara
kiltlirlerinde tiremisti. Yaradan izole edilen 39 nolu sus tiim antibiyotiklere duyarl
bulundu. Otuzii¢ ve 34 nolu suslar sadece aminoglikozitlere (AK ve CN)
duyarhiydilar. Otuzsekiz nolu sus tiim antibiyotiklere diren¢liydi ve kandan izole
edildi. Ikinci grup birbiri ile ayni, birinci gruptaki suslarla % 97,6 benzer genotipe
sahip, tum antibiyotiklere direncli 25, 27, 28 nolu suslardan olusmaktadir. 25 ve 28
nolu suslar ayni hastanin balgam ve yarasinda sirasiyla Aralik-2009 ve Ocak-2010’
da izole edildi. Digeri Aralik 2009’ da farkli bir hastanin kanindan izole edildi.
Uclinct grup (22, 29, 43, 44 ve 50 nolu suslar) birbiri ile ayn1 digerleri ile % 96
benzer genotipe sahipti. Elli nolu sus sadece gentamisine duyarli digerleri tiim
antibiyotiklere direncli bulundu.

Sekizinci kume: (Genotip XIII) Genotip olarak birbirinin ayni antibiyotik
direnc profili agisindan farkli bulunan 4 susu (101, 89, 94, 99 nolu suslar) igeriyordu
(Sekil 4). Farkli hastalarin idrar ve balgamindan izole edilmislerdi. Doksandokuz ve
100 nolu suslar ayn1 atadan koken alan farkli direng profiline sahip suslar olabilir.
100 nolu sus sadece TZP, AK ve AZT’ ye direncli 99 nolu sus ise sadece IMP ve
MEM’ e duyarli bulundu. Iki sus (89, 94 nolu suslar) biri TPZ’ ye az duyarli olmak
lizere tiim antibiyotiklere duyarliydi.

48 adet A. baumannii susu izole edilmistir. Bunlarin 22 si (%45,8) balgam
ornegiydi. Solunum Yyolu enfeksiyonlarmin (balgam 6rnekleri) hepsinin mekanik
ventilasyona bagli olarak gelistigi saptanmistir. En direncli A. baumannii suslar1 kan
ve BOS kulturlerinden izole edildi. Kan izolatlariin biri CN’ e duyarli 9’u (%90)
tiim ilaglara direngli bulundu. Ikinci sirada yiiksek direng oranlari balgam
izolatlarinda saptandi. Bunlarin 4’ G (%18) tum ilaclara direncliydi. Biri az duyarl
olmak Gzere 7’si (%39) sadece CN’ e duyarli bulundu.

48 adet A. baumannii izolatlar1 PFGE ile 13 genotip olusturdu. Kirkbir susu
igeren 8 kiime olustu ve 5 tane (%10,4) 6zgiil sus saptandi. Ug ya da daha asag: bant
fark1 olusturma kriteri g6z oniine alindiginda 48 susun 43’1 (%89,5) klonal agidan
iliskili olarak degerlendirildi. Kiime igerisinde en fazla sus sayist (12 sus) yedinci
kiimedeydi. Yedinci kiimede bes ay gibi en uzun sire klonun varlig: tespit edildi. Bir

ve Uglncu kiimede bir ay ile en kisa siire klonun varlig: tespit edildi.
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I acineto acineto

| 55
ns_| I 93
92 11
51 111
95.2 96 111
oss_| 40 111a
100 1V
4' i 91 1V
a| 3 21V
24 V
83.0 30 V
42 vV
98 V
o7 48 v
oo 3BV
05 26 V1
789
L 23 Vi1
41 V111
54 V111
976 31 Vvill
32 Vil
89.2 36 Vill
46 V111
w07 | I 97 1X
37 X
45 X
49 X
90 X
52 X
9.0 53 X
{ J 57 Xa
33 X1
34 X1
s 38 X1
s - 39 X1
25 X1
27 X1
28 X1
86.9 e 22 X1
29 X1
43 X1
L 44 X1
50 X1
47 X11
101 X111
89 X111
94 X111
99 X111

Sekil 4: Tiplendirmesi yapilan 48 A. baumannii susunun PFGE profillerinin
dendogrami. Dendogramda %2100 ayni profili gosteren suslar (6rnegin: 55 ile 93 nolu

60



suslar genotip I, 51 ile 96 nolu suslar genotip II igerisinde yer almistir) ortak kiime

icerisinde gosterilmistir
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5. TARTISMA

Her gecen gun hastane kokenli bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin
tedavisi giiclesmekte hatta bazen imkansiz hale gelmektedir. Hastanelere kolonize
olan bakteriler genellikle antibiyotiklere karsi toplumda kolonize olmuslardan ¢ok
daha direngli suslari igerir. Bunun nedeni kullanilan antibiyotiklere karsi bakterilerin
diren¢ gelistirmesidir. Bu durum karsisinda tibbin yeni ilaglar aramasi bulunan
ilaglara kars1 yeni direnglerin gelisimi ve son zamanlarda artan oranlarda gézlenen
antimikrobiyal ilaglarin hastanelerde bol miktarda kullaniliyor olmasidir. Direng
oranlar1 ve direngten sorumlu olabilecek olasi enzimler her iilke ve merkeze gore
degisiklikler gostermekle birlikte her merkez i¢in degismeyen bir gergek, bakterilerin
direng oranlarinin giin gectik¢e artmakta oldugudur

P. aeruginosa, smirli sayida antibiyotige hassasiyet gosteren, artan antibiyotik
direnci ile 6nemli bir sorun haline gelmistir. Ozellikle yogun bakim iinitelerinde
hastane enfeksiyonlarina neden olmasindan dolay1 enfeksiyon hastaliklar1 alaninda
6nemli bir yere sahip olan virulan bir mikroorganizmadir (140-142). YUzeyel bir deri
enfeksiyonundan fulminan sepsise kadar degisen ¢ok cesitli enfeksiyonlara neden
olabilir (143).

P. aeruginosa kokenleri Aydin ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada; en sik
idrardan (%33.8), ikinci siklikta piiyden (%23.8) ve f{¢iincii siklikta yanik
orneklerinden (%20.6) tespit edilmistir (144). Turgut ve ark’nin yapmis olduklari
calismada, P. aeruginosa kokenleri %39,5 ile en sik idrardan ve %37,2 ile ikinci
siklikta trakeal aspirattan, %20,6 ile iigiincli siklikta ise yara Orneklerinden izole
ettiklerini bildirmislerdir (145). Akcay ve ark. ise calismalarinda, P. aeruginosa
kokenlerini %45 ile en sik trakeal aspirat 6rneklerinden, ikinci siklikta %23 ile idrar
orneklerinden, tgiincii siklikta %21 ile yara orneklerinden elde etmislerdir (146).
Yaptigimiz ¢alismada; hastane enfeksiyonu etkeni olan P. aeruginosa suslari, en sik
idrar orneklerinden (%33,3) izole edilmistir. ikinci siklikta yara 6rnekleri (%27,3) ve
uclincu ise balgam ornekleri (%21,2) gelmektedir.

P. aeruginosa suslarmin servislere gore dagilimmnin  incelendigi
Bayramoglu’nun ¢alismasinda; P. aeruginosa kokenleri en sik pediatri servisinden

(%32,4), ikinci siklikta YBU’den (%9,9), iiciincii siklikta ise genel cerrahi
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servisinden (%7) elde edilmistir (147). Gundiz ve ark. ise, P. aeruginosa
kokenlerini en stk YBU’den (%43.3), ikinci siklikta kulak burun bogaz servisinden
(%18), tgtincii siklikta cerrahi servisinden (%8.6) saptadiklarini bildirmislerdir
(148). Yukarida goriildiigii gibi P. aeruginosa en sik yogun bakimlarda goriilmekte
ve ciddi bir sorun olusturmaktadir. Bu nedenle bizim ¢alismamizda da 2009-2010
tarihleri arasinda YBU’de meydana gelen P. aeruginosa enfeksiyonlar
degerlendirilmeye alinmistir.

Palabiyikoglu ve arkadaslar1 tarafindan 1996 yilinda Ibni Sina Hastanesi
Merkez Bakteriyoloji Laboratuarinda yapilan ¢alismada; 110 P. aeruginosa susunun
9 antibiyotige (gentamisin, amikasin, ofloksasin, siprofloksasin, sefotaksim,
seftazidim, sefoperazon, piperasilin, imipenem) karsi duyarhiliklari arastirilmistir. En
az etkili antibiyotigin hastane kaynakli suslarda %5,5, hastane dis1 suslarda %29,1
duyarlilik oranlar ile sefotaksim, en etkili antibiyotigin ise sirasiyla %89,1 ve %98
duyarlilik oranlari ile imipenem oldugu saptanmustir (149). Ozgeng ve arkadaslarmin
SSK Izmir Egitim Hastanesinde 1996 yilindaki caligmasinda P. aeruginosa nin
cesitli antimikrobiklere kars: direnglilik durumu; Amoksisilin-klavulanik asit %2100,
seftazidim %23, sefotaksim %81, aztreonam %44, imipenem %18, meropenem %17,
gentamisin %64, netilmisin %42, amikasin %27, tobramisin %57, siprofloksasin
%40, ofloksasin %55 ve norfloksasin %30 olarak saptanmistir (150). Calismamizda
ise seftazidim 9%36,4, imipenem %30,3, meropenem %33,3, aztreonam %39,4
olarak ortaya c¢ikmistir. Yine bu calismada da ortaya ¢ikan karbapenemlere olan
direncin yiikseldigini gostermektedir. Bunun nedeni karbapenemlere direncin yanlig
antibiyotik kullanimina bagli olarak artmis olmasi olabilir.

Akgay ve arkadaslar tarafindan Haydarpasa Numune Hastanesi’nde Mayis
1998-Mayis 1999 tarihleri arasinda yapilan ¢aligmada; 100 tane P. aeruginosa
susunun %67’si imipeneme, %60’1 meropeneme duyarli olarak bulunmustur (151).
Koroglu ve arkadaslari tarafindan Inénii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi’nde
P. aeruginosa Uzerinde yapilan calismada; aminoglikozitlerden gentamisine %39,
netilmisine %26 ve amikasine %15 diren¢ saptanmistir (152). Sahin ve arkadaslari
tarafindan Abant izzet Baysal Universitesi Diizce Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde P.
aeruginosa ile yapilan ¢alismada; imipeneme %12, siprofloksasine %13, piperasiline
%14, amikasine %17, seftazidime %17, aztreonama %21, gentamisine %29 ve

netilmisine %40 oraninda direng saptanmistir (153).
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Stratevo ve arkadaslar1 tarafindan 2001-2006 yillar1 arasinda Sofya’da
(Bulgaristan) 5 Universite hastanesinde P. aeruginosa ile yapilan ¢alismada gesitli
antibiyotiklere kars1 direnglilik durumlari; karbenisiline %93,1, azlosiline %91,6,
tobramisine %89,6, piperasiline %86,2, siprofloksasine %80,3, gentamisine %79,7,
netilmisine %69,6, amikasine %59,1, piperasilin/tazobaktama %56,8, aztreonama
%49,8, seftazidime %45,8 ve imipeneme %42,3 olarak saptanmistir (154). Brink ve
arkadaslar: tarafindan Giiney Afrikada yapilan galismada patojen bakteriler arasinda
P. aeruginosa karbepeneme %42-%45 arasinda direng gostermistir (155).
Calismamizda imipenem %30,3 ve meropenem %33,3 direnci ile yaklasik ayni
bulunmustur. Verilerden de anlasilacagi gibi antibiyotik direncimiz yurt dis1 ile
yaklasik ayn1 oranlardadir.

Bu calismada izole ettigimiz suslarin %40°1 ¢oklu antibiyotik direncine
sahipti. Suslarin %60°’1 tim antibiyotiklere duyarli bulundu. En duyarli olduklar
antibiyotik ise %70 oraniyla CN oldugu saptand1. TPZ, AK, FEP, IMP, MEM, CAZ,
AZT’ye diren¢ oranlart %27 ile 39 arasinda yer aldi. Brezilya, Hindistan ve
Tiirkiye’den yogun bakim ve Tunus’tan travma ve yanik {nitesi kokenli P
aeruginosa suslarinda bildirilen direng oranlari; FEP %54.5, AZT %36.4-88, MEM
%45.4, CN %36.4-100, IMP %37- %50, TPZ %23,5 -56, AK %18.2-26, %29,6-
59, CAZ %35-45,8, %54.5-96 (154, 156-159) Diren¢ oranlarimiz bunlardan
genellikle daha diisiik oldugu (TPZ %30, AK %30, CN %27, FEP %30, IMP %30,
MEM %33, CAZ %36, AZT %39) godzlenmektedir (Tablo. 10). Bu hastanemiz
acisindan sevindirici bir durumdur. Ancak 6 ayda 33 pseudomonas enfeksiyonu 200
yatakli bir hastanenin 20 yatakli yogun bakim {initesi i¢in ciddi bir sorundur.

Acinetobacter’ler, dogada toprak ve sularda yaygin olarak bulunan firsatgi
patojenlerdir (160, 161). Birgcok antibiyotige ¢oklu diren¢ gostermeleri, kuru
yiizeylerde uzun silire canli kalabilmeleri, farkli 1s1 ve pH degerlerinde
yasayabilmeleri nedeniyle giintimiizde Pseudomonas cinsi bakterilerle birlikte
hastane enfeksiyonu etkenleri arasinda ilk siralarda yer alir hale gelmislerdir (162-
164). Ozellikle antibiyotiklerin asir1 ve kontrolsiiz kullanildig1, invaziv tan ve tedavi
prosediirlerinin sik uygulandigi YBU’de 6nemli bir saglik problemi olarak karsimiza
¢ikmaktadirlar (63, 66, 165). Son 30 yilda pnomoni, idrar yolu enfeksiyonu ve

cerrahi yara enfeksiyonlarinda goriilme sikligi artan tek gram negatif bakteri
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olduklart1 ve wventilatérle iliskili pnomoni ile kateterle iligkili kan dolasimi
enfeksiyonlarinin en sik nedeni haline geldikleri gosterilmistir (166-168).

Mekanik ventilasyonun bir komplikasyonu olarak siklikla ortaya ¢ikan hastane
kaynakli pnomoni enfeksiyonlarinin en sik nedeni Acinetobacter 'dir (55, 62-65).
Ulkemizde Yogun Bakim Unitelerinde ventilatdrle iliskili pndmoni %18,9 oraninda
gelismekte ve bunlarin %29,2’si Acinetobacter lerle meydana gelmektedir (166).
Calismamizda da A.baumannii’in neden oldugu enfeksiyonun en sik izole edildigi
balgam Orneklerinden 22 hasta (%44,9)’da gorllen pnémoni oldugu ve bunlarin
hepsinin mekanik ventilasyona bagli olarak gelistigi belirlenmistir.

Leblebicioglu ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada Acinetobacter lerin
Tiirkiye’de kateterle iliskili kan dolasimi enfeksiyonlarinin da en sik (%23,2) nedeni
olduklari tespit edilmistir (166). Bakteriyemilerde en sik izole edilen Acinetobacter
tird 4. baumannii’dir ve en Onemli kaynaklari intravendz ve solunum yolu
kateterleridir (70, 169). Cerrahi yara, yanik ve idrar yolu enfeksiyonlari
bakteriyeminin daha az siklikla karsilasilan kaynaklaridir (55). Bakteriyemilerin
%21-70 kadarinda ise herhangi bir kaynak tespit edilememektedir (70).
Calismamizda da Acinetobacter kokenlerinin neden oldugu enfeksiyonlarin en
onemli kaynaklar1 solunum yolu (%44,9) ve kan (%20,4) oldugu belirlenmistir.

A.  baumannii’nin  antimikrobiyal = duyarlilik  oranlari  farkliliklar
gostermektedir. Amerika Birlesik Devletlerinde (A.B.D) 1998-2001 yillar1 arasinda
yapilan bir c¢alismada; yogun bakim hastasi olmayanlar ve olanlarda sirasiyla
amikasin duyarliligi %92, %93,1, seftazidim duyarliligi %86,6, %83,1, imipenem
duyarliligi %86,6, %80,3 olarak saptanmistir (170). A.B.D.’de yapilan diger bir
caligmada ise duyarlilik oranlari imipenem i¢in %24, seftazidim igin %8, amikasin
icin %13, siprofloksasin icin %7, tobramisin icin %15, gentamisin icin %32,
sulbaktam ampisilin icin %28 bulunmustur (171). Ulkemizde Caylan ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada Acinetobacter tiirlerinde ilag duyarliliklarinin her
gecen y1l azaldigi gorulmektedir. 1995- 2002 yillar arasinda imipenem duyarliliginin
%92°den %62’ye, siprofloksasin duyarliliginin %45°ten %25’e dustlgl tespit
edilmistir (172). Aksaray ve arkadaslarinin 2000 yilinda yaptiklari g¢alismada
imipenem 9%°55,5 duyarlilik orani ile en duyarli antimikrobiyal olurken; amikasin
%34,8 ile ikinci sirada yer almaktadir (173). Hacettepe Universitesi’nde 2000-2004
yillar1 arasinda yapilan MYSTIC (Meropenem Yearly Susceptibility Test
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Information Collection) antimikrobiyal siirveyans programi dahilindeki g¢alisma
sonuclarina gore meropenem (%53), imipenem (%48) ve tobramisin (%44) duyarlilik
oranlari ile en duyarli antibiyotikler olarak gortlmektedir (174).

Ulkemizde yapilan cesitli calismalarda Acinetobacter tirlerinin piperasilin/
tazobaktama %78-98, ampisilin/ sulbaktama %42-95 ve sefoperazon/ sulbaktama
%64,7-88 oranlarinda dirence sahip oldugu gosterilmistir (175, 176). Calismamizda
piperasilin/ tazobaktama %93,8 saptanmasinin sebebi ise suslarin salgina ait olmasi
diistiniilebilir.

Alp ve ark’ larinin yaptiklar1 bir ¢aligmada amikasine %67,3, tobramisine
%14,9 oranlarinda direncin oldugunu bildirmiglerdir (177).

Otkun ve ark’nin 1995 yilinda yaptig1 ¢alismada izole edilen A. baumannii
kokenlerinde amikasine %28, gentamisine %73 diren¢ bulunmustur (179). Tatman
Otkun ve ark’nin ¢aligmasinda 1994-2000 yillarinda izole edilen A. baumannii
kokenlerinde ise amikasine %43, tobramisine %23 diren¢ bulunmustur (180). Bizim
caligmamizda ise aminoglikozidlere (amikasin ve gentamisin) direng yakin
degerlerde, %47,9-77,1 olarak bulunmustur. Gazi ve ark. Ocak 2000-Aralik 2004
tarihlerinde yogun bakim tiinitesinden izole ettikleri 402 A. baumannii kokeninde
meropeneme %36,3, imipeneme %40,5 direngli bulmuslardir (164). Yavuz ve ark.
2003-2004 yillarinda yaptiklart ¢alismada 114 A. baumannii kokeninde imipeneme
%17 direngli bulmuslardir (178). Tiirkiye’de yapilan galismalarda ise direng oranlari
%73-%92 arasinda bildirilmistir (178, 181, 182). Calismamizda imipenem ve
meropenem direnci %72,9 olarak bulunmustur. Diger ¢aligmalarla benzerdir.

Son yillarda yapilan ¢alismalarda yogun bakim koékenli suslarin antibiyotik
direng oranlar1 Brezilya, Hindistan ve Tiirkiye’den FEP % 63.68, AZT %72,7, CAZ
% 63,6, %85, %97, MEM % 63,6, GN %45,4, IMP %54,5-88,9, TZP %37-45,4, AK
%27,3-92 (156, 158, 159) olarak bildirilmistir. Bizim suslarimizin %93,8’i TPZ’e,
%77,1’1 AK, %47,9’'u CN, %83,3ii FEP, %72,9’u IMP, %72,9'u MEM, %87,5’i
CAZ, %91,7°1 AZT’ e direngli bulunmustur (Tablo 10). Yogun bakim {initemizde 6
ayda 48 enfeksiyonun goriilmesi ve etken olarak izole edilen bu suslarin
antibiyotiklere diren¢ oranlarinin bu kadar ytliksek olusu endise verici bir sonugtur.
Farkliliklar bolgesel kaynakli olabilecegi gibi, ¢alismamizin tamaminin salgin susu

olmasi ile de iligkili olabilir.
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Bakteriyel patojenler icin kullanilan molekiiler epidemiyolojik analizler
arasinda “altin standart” olarak kabul edilen yontem PFGE’dir (183). Bir enfeksiy6z
ajanin  degisik izolatlar1 arasindaki muhtemel iliskiyi ortaya ¢ikarmak igin
kullanilmaktadir (184). Epidemiyolojik analiz icin bakteriyel izolatin tesadiifi olarak
ya da kisiden Kisiye gecisi Uzerinde durulmaktadir. PFGE uygulamalarinda diger
molekiler epidemiyolojik yontemlerde oldugu gibi kromozomal benzerlikler
karsilastirilarak yorum yapilir (185).

Pagani ve arkadaslari italya’da farkli merkezlerde salginlara neden olan 9 P.
aeruginosa susunun genetik yakilhigint PFGE yontemiyle arastirdigi calismada, bu
Suslardan ikisinin ayn1 paterne sahipken, digerlerinin farkli klonlara ait olduklar1 ve
boylelikle de farkli salginlarin farkli klonlarca olusturuldugu sonucuna varilmistir
(186).

Luzzaro ve arkadaslarinin ltalya’da yaptiklari diger bir ¢alismada, bir
hastanenin yogun bakim {iinitesinde salgina yol agmis P. aeruginosa suslarinin PFGE
yontemiyle klonal kaynakli oldugu ve daha dnce ayni hastanede sporadik olarak izole
edilen P. aeruginosa suslariyla benzerlik gostermedikleri belirlenmistir (187).

Nikbin ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢calismada iki farkli hastaneden izole ettikleri
P. aeruginosa suslarmin Dral restriksiyon enzimi ile gergeklestirilen PFGE
sonucunda toplam 84 farkli patern tespit etmislerdir. Her iki hastanede de 14 izolatin
bulundugu ana patern ortak olarak saptanmigtir (188).

Hla ve arkadaslarinin 55 adet P. aeruginosa izolatinin genotipik iligkisinin
arastirlldigt PFGE c¢alismasinda; Xbal restriksiyon endonikleaz ile %96-%100
benzerlik gosteren ve 8 izolatin yer aldig1 major bir patern saptanmistir (189).

Uner ve arkadaglarimin Malatya’da yaptiklari {iroloji servisinde meydana
gelen salgindan izole edilen 14 adet P. aeruginosa susunun klonal iligkisini tespit
etmek icin PFGE yontemini kullanmiglar. Sonugta %78’den fazla benzerlik gosteren
muhtemel iliskili iki genotip bulmuslardir (135).

Scott ve Pitt’in yaptigi bir arastirmada Londra’da dort farkli hastaneden
kistik fibrozisli hastalardan izole edilen P. aeruginosa suslarinin hastalar ve
hastaneler arasinda gegisleri incelenmistir. Spel restriksiyon enzimi ile
gerceklestirdikleri PFGE profillerinde dort ana patern saptamislardir. Iki farkl
hastanede belirlenen iki ana genotip ortak olarak bulunmus bu paternler arasinda
%80 benzerlik tespit edilmistir (190).
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Biitiin bu yapilan galismalarin 1s18inda hastanemizde 2009-2010 tarihleri
arasinda yogun bakim servisindeki hastalardan cesitli 6rneklerden izole edilen 33
adet P. aeruginosa susu Xbal restriksiyon endoniikleaz kullanilarak PFGE yontemi
ile aralarindaki benzerlik arastirilmistir. Sonugta 18 genotip saptanmis, 5 genotip
kiime olusturan suslar1 icermektedir. Toplam 17 sus kiime olusturmustur. Dort sus
yakin iligkili olarak degerlendirilmistir. Oniki sus 6zgii profil gostermistir. Tiim bu
sonuglara gore ili¢ ya da daha az bant farki olusturma kriteri dikkate alindiginda
suslarin 21 (% 63,6 )’i klonal yonden iliskili bulunmustur. Kiime olusturan genotipler
asagidaki sekilde yorumlanabilir.

Genotip I’de yer alan iki susun antibiyotik direng profilleri tamamen zitt1 (biri
tiim antibiyotiklere duyarliyken digeri tiimiine direngli bulunmustur) ve sadece bir ay
ara ile izole edilmisti. Bu nedenle birinden digerine yayildigi sdylenemez. Ancak
ortak atadan gelen, zaman igerisinde antibiyotiklere diren¢ kazanan ayni genotipe
sahip iki farkli sus olarak degerlendirebiliriz.

Genotip II’nin ilk izolati (85 nolu sus) kan 6rneginden Kasim-2009’da izole
edildi. Ayn1 genotip (82 nolu sus) bir ay sonra bagka hastanin yarasindan izole
edildi. Genotip HI’tin iki susu (63 ve 65 nolu izolatlar) ayni hastanin idrar ve
yarasinda es zamanli (Ocak-2010) saptandi. Ayni genotip, bir ay sonra baska bir
hastanin (66 ve 81 nolu suslar) idrar ve yarasindan yine es zamanli izole edildi. Diger
tigti farkll hastalarda, yakin zamanlarda enfeksiyonlara neden oldu. Son izolat Nisan-
2010’ da gozlendi. Bu durum, ayni genotipin, personel araciligiyla hastalar arasinda
4 ay boyunca tagindigin1 gostermektedir.

Genotip X (70 ve 80 nolu suslar) ve Xa (72 nolu sus)’y1 igeren ligiincli kiime
oldukga ilgingti. Bu kiimedeki tiim suslar ayn1 hastadan izole edildi. Genotip X’un 80
nolu susu hastanin balgamindan 15 Mart’ta saptandi. Ayni tarihte yarasindan Genotip
Xa (72 nolu sus) izole edildi. Yetmis nolu sus Mayis’ da ayni hastanin yara
kalturunden izole edildi. Bu tarihte hastanin kateterinden kiime dis1 6zgl bir sus olan
genotip IX’ da izole edildi. Yetmis ve 80 nolu suslar %96,6 oraninda genotip
benzerligine sahipti ve 70 nolu sus tiim ilaglara duyarliyken 80 nolu sus tiimiine
direncli bulundu. Genotip Xa’ bunlarla %94,5 oraninda genetik benzerlige sahipti ve
tim ilaglara duyarli bulundu. Kiime dis1 olan Genotip IX yine tim ilaclara
duyarliydi. Ayn1 hasta yogun bakimda 2 farkli A. baumannni susu ile enfekte

olmustur. Bu kiimede yer alan 70, 80 ve 72 nolu suslar arasinda %94’{in iizerinde
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klonal benzerlik vardir. Bu nedenle bu ii¢ susun ortak kaynaktan geldikleri
sOylenebilir. Ancak genotip IX farkl bir sus olarak degerlendirilebilir.

Dordincu kiime ayni gen dizilimine, farkli antibiyotik duyarliligina sahip iki
susu icerir(69 ve 73 nolu suslar). Genotip XI Kasim-2009 ve Nisan-2010 da iki
farkli hastada yara ve solunum yolu enfeksiyonu yapti.

Besinci kiime genotip XIII” Un Kasim-2009’ da izole edilen 13 nolu susu CN
ve AK’ e duyarliydi ve 2 nolu sus es zamanli olarak farkli bir hastanin idrarindan
izole edildi. Sadece CN duyarliydi. Bu sus muhtemelen hastanede var olan genotip
X iin AK’ e direng kazanmasi ile olusmustu. Ug ay sonra ayn1 genotip (13 nolu
sug) hastanin yarasindan tekrar izole edildi. Bu stre igerisinde CN’ e de direng
kazanmigti. Muhtemelen bu suslar hastanemizde var olan ortak kokenden gelip
zamanla diren¢ kazanarak hastalar arasinda yayilmistir.

Tiplendirme ¢alismalarinda amag, soyutlanmig ve genotiplendirilmis olan
kokenlerin epidemiyolojik olarak birbirleri ile iligkili olup olmadiklarini ortaya
koymak ve iliskili ise bu iliskiyi derecelendirmektir (191). Mikroorganizmalarin
molekdler tiplendirilmesinde tekrarlanabilirligi ve yiiksek ayirt edici giicii PFGE’yi
tim dezavantajlarina ragmen en iyi alternatif yapmaktadir ve birgok arastirmaci
tarafindan molekiiler yontemler i¢inde altin standart olarak kabul edilmistir (116,
122). Seifert ve ark. A. baumannii ile yaptiklart PFGE standardizasyonunda ve
laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirlik ¢alismasinda Apal restriksiyon enzimini
kullanmislar ve epidemiyolojik olarak iligkili bakterilerin ayriminin laboratuvarlar
arasinda uyumlu olarak yapilabildigini gostermislerdir (125).

Prashanth ve arkadaslari; yaptiklari ¢alismada yogun bakimlarda Ureyen 71
Acinetobacter izolatim1 PFGE ile tiplendirmisler, 59 (%83) farkli patern
belirlemislerdir (192).

Isparta sehrinde Siileyman Demirel Universitesine Sesli Cetin ve arkadaslar:
tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada genotip analizi yapilan 66 A. baumannii
izolatinda 36 PFGE paterni, on iki kiime olusturmaktadir. Epidemiyolojik iliski
oranini %80,3 olarak bulmuslardir (193)

Hui Wang ve arkadaglari, 1999-2005 yillar1 arasinda 11 hastanede 221
imipenem direngli izolatt PFGE ile tiplendikleri ¢alismada; iki veya daha fazla
subtipten olusan 15 patern tanimlamislar. Bu ¢alisma peryodu esnasinda dort sehirde

10 hastanede klonal yayilim saptamislar. Ayrica bir klonun hastane ¢evresinde 6 yil
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varligini siirdiirmiis oldugu tespit edilmistir. Ancak klonal yayilim olan hastaneler
arasindaki, hasta transferlerine rastlanmamistir (194).

Bizim yaptifimiz c¢alismada hastanemizdeki yogun bakim servisinden
cesitli Orneklerden izole edilen 48 adet A. baumannii susu Xbal restriksiyon
endonilikleaz kullanilarak PFGE yontemiyle aralarindaki benzerlik arastirilmistir.
Sonug olarak 13 (%27.08) genotip saptandi. Genotiplerden 8 adeti kiime olusturan
suslar1 igermektedir. Toplam 41 (%85,4) sus kiime olusturmustur. Bu suslardan 2
adeti yakin iliskili olarak degerlendirilmistir. U¢ ya da daha az bant farki olusturma
kriteri dikkate alindiginda suslarin 43 (%89,5)’ti klonal yonden iliskili olarak
degerlendirildi. izolatlarm 5 adeti (%10,4) 6zgii PFGE profili g6sterdi. Sonug olarak
hastanemiz yogun bakimindaki hasta Orneklerinden izole edilen A. baumannii
suslarinin ¢apraz gecis gosterdigi ortaya ¢ikmistir.

Tum antibiyotiklere direngli olan Genotip | bir ay ara ile iki farkli hastada,
biri ciddi olmak Uzere iki enfeksiyona neden olmustur.

Genotip 11l ve IV kendi aralarinda ayn1 PFGE bantlarina sahip, ikiser sus
iceriyordu ve tiim suslarin antibiyotik direng profilleri farkliydi. Genotip III’Un
suslart (51 ve 96 nolu suslar) muhtemelen zaman iginde farkli antibiyotiklere direnc
olusturmus ortak ata kaynakli ve hastane kokenli suslardi. Genotip IIla da bunlara
yakin benzerlige (%95,2) sahip olmasi nedeni ile hastane kdkenli bir sus olabilir.
Genotip IV’iin 100 ve 91 nolu suslar1 da yine hastanede ortak bir atadan koken alan
farkli antibiyotik direng profillerine sahip suslar olmalidir.

Genotip V’in iki susu (21 ve 42 nolu susglar) ayni hastanin balgamindan bir ay
ara ile saptandi, ayn1 genotipe sahiptiler ve sadece CN’e duyarliydilar. Muhtemelen
ayni hastanin devam eden solunum yolu enfeksiyonundan alinmis iki ayr1 6rnekten
tremisti.

Genotip V’ in PFGE de bir bant farkina sahip olan iki farkli susu (48 ve 35
nolu suslar) iki ay icinde ayn1 hastada gozlendi. ilki (48 nolu sus) kandan izole edildi
tiim antibiyotiklere direngliydi. Ikincisi kateter enfeksiyonundan izole edildi. AK ve
CN’ e duyarliydi. Genotip V’in diger suslar1 (24, 98, 30 nolu suslar) farkli hastalarin
balgam orneginden izole edilmisti. Otuz nolu sus Aralik’ta izole edildi ve AK az
duyarli CN’ e duyarli bulundu. Yirmidort nolu sus Mart’da izole edildi ve sadece
CN’e duyarliydi. Bu sus 30 nolu susun zaman igerisinde AK’ ne diren¢ kazanmasiyla

olusmus olabilir. Genotip V’in yaptig1 enfeksiyonlarin tiimii muhtemelen ayni
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genotipin zaman igerisinde antibiyotiklere diren¢ kazanmasiyla olusan, hastanemize
ait suslarlarla gelismisti.

Genotip VIIP’in ayn1 hastanin balgam ve kanindan iki ay ara ile izole edilen
54 ve 41 nolu suslarmin PFGE bantlar1 ayniydi. Ikiside sadece CN’ e duyarli
bulundular. Hasta ya solunum yolu enfeksiyonu ardindan sepsise girmisti ya da
basindan beri sepsisliydi. Bu iki sus genotip VIII’ in diger dort susuna %97,6
oraninda benzerdi. Ayni hasta ayrica genotip VII (23 nolu sus ) ile Mart ayinda idrar
yolu enfeksiyonu gegirmisti.

Genotip VI’ in diger dort susu (31, 36, 32, 46 nolu suslar) PFGE’ de aymi
genotipe sahipti ve bunlar farkl kisilerden izole edilmisti. Otuzbir, 46 nolu suslar
sadece CN’e duyarli 36 nolu sus CN’e orta duyarli, 32 nolu sus hepsine direncli
bulundu. Bu grup genotip VIII’ in zaman iginde CN’ne diren¢ kazanmasi ile olugsmus
suslar olmalidir.

Genotip X’ un iki susu (45 ve 49 nolu suslar) ayni hastaya aitti. Aralik-2009
ve Ocak- 2010’ da kan ve BOS’dan izole edilmisti. Hasta muhtemelen sepsisliydi ve
enfeksiyon devam ediyordu. Bu genotipin daha duyarli olan susu (90 nolu sus) bir
hastanin balgaminda izole edildi. Diger 5 susunun gl kan, ikisi BOS’ dan izole
edildi ve bunlar tim antibiyotiklere direngli suslardi. Doksan nolu sus hari¢ timii
ayni bakterinin dort farkli hastaya yayilarak olusturdugu hastane enfeksiyonlari
olmalidir.

Genotip XI’in 33 ve 34 nolu suslar1 Kasim ayinda iki farkli hastada solunum
yolu enfeksiyonu yapmisti. Aynm1 PFGE bantlarina sahipti ve sadece
aminogilikozitlere duyarliydi. Bu iki sus birinden digerine tasinmis ayni etken
olabilir. Otuzsekiz nolu sus Ocak-2010" da farkli bir hastanin kaninda goriildi. Bu
susun 33 ve 34 nolu suslarin bu siire iginde aminoglikozitlere direng kazanmasiyla
olusmus hastanemize ait bir sus oldugu diisiiniilebilir.

Haziran 2010’ da izole edilen tiim antibiyotiklere duyarli bulunan 39 nolu
yara izolati, 33, 34, 38 nolu suslarla ayn1 PFGE bantlarina sahip olmas1 nedeniyle
hastanemiz kdkenli bu suslarin duyarli bir formu olabilir.

Genotip XI’in ikinci grubunda yer alan 25, 27, 28 nolu suslar hastanemizde
var olan ve hastalar arasi personel araciligiyla taginan suslar olmalidir. Bunlarin

oncekilerle benzerligi %97,6 olarak gozlendi.

71



Genotip XI’in {giincli grubunu olusturan Onceki suslarla %96 benzerlige
sahip olan 5 sustan 43 ve 44 nolu iki sus ayn1 hastanin Aralik-2009 ve Ocak-2010’ da
balgam ve kanindan izole edildi. Muhtemelen bunlar hastada devam eden bir
enfeksiyonun iki farkl kiiltiirtinden izole edilmis ayni suslardi. Diger ii¢ susun ikisi
Aralik-2009 ve Ocak-2010 izolatiydi. Farkli hastalardan izole edilmisti. Yirmiiki, 29,
43 ve 44 nolu suslar hastalar arasinda personel tarafindan taginan hastane suslari
olmalidir. Bunlarla ayn1 PFGE tipine sahip sadece CN duyarli olan 50 nolu sus ise
ayn1 atadan koken alan yine hastanemize ait bir sus olmalidir.

Genotip XI’in tiim ilaglara duyarli bulunan 39 nolu susu harig, diger 11 susu
hastanemize aitti ve muhtemelen kendi personelimiz araciligiyla taginan hastene
enfeksiyonu etkenleriydi.

Genotip XIII'i olusturan 4 susun ikisi (89 ve 94 nolu suslar) ayni susun
hastane i¢i yayilimi olmalidir. Diger ikisi ise (99 ve 100 nolu suslar) ayni kokenin
hastane igerisinde zamanla bazi ilaglara diren¢ kazanmasi ile olugsmus yeni suslar

olmalilar.
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6.SONUC VE ONERILER

Sonug olarak yogun bakim {initesinden izole edilen 33 P. aeruginosa ve 48 A.
baumannii susunun gapraz gegisi gosterilmistir. Bazen bir hasta bir iki ay ara ile ayni
tir bakterinin farkli genotipiyle, bazende farkli hastalar ayni genotiple enfekte
olmustur. Capraz bulasin yiiksek derecede saptanmasi ve Ozellikle A. baumannii
suslariin bircok ilaca karsi yiliksek direng oranlari gostermesi yogun bakim
unitelerinde acil 6nlemler alinmasi gerektigini gostermektedir.

Yogun bakim {initelerinde salginlari zamaninda fark edebilmek icin
surveyans c¢alismalart yapilmali, hastalardan ve c¢evreden tarama kiiltiirleri
alinmalidir. Ayn1 zamanda sik araliklarla personeli egitilmeli, hastalar arasinda ortak
kullanilan malzemeler azaltilmali, el hijyenine ve eldiven kullanimina gereken 6zen
gosterilmelidir. Ayrica uygun siirede ve antibiyogram sonucuna gore antibiyotik
kullaniminin yarar1 olacagi da diistinilmelidir. Boylece gereksiz ila¢ kullaniminin ve
direng gelisiminin online gecilebilir. Her hastanenin kontrol énlemleri ve antibiyotik
politikas1 degisiklik gostermektedir (195). Her hastane slirveyans sonuglarina goére

kendi 6nlemlerini ve prosedurlerini belirlemelidir.
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