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KSU ARASTIRMA VE UYGULAMA HASTANESINDE HASTANE ENFEKSIYON
ETKENIi OLARAK iZOLE EDILEN Acinetobacter baumannii iZOLATLARININ
HIZLI MOLEKULER EPIDEMiYOLOJIK TANISI

(DOKTORA TEZI)

ARZU KAYIS

OZET

Hastanede yatan hastalarda morbidite ve mortalitesi yiiksek enfeksiyonlara yol acan
Acinetobacter baumannii, onemli bir hastane kokenli patojendir. Bu bakteri, pndmoni,
bakteriyemi, idrar yolu enfeksiyonu, yara enfeksiyonu ve menenjit gibi c¢esitli
enfeksiyonlardan izole edilebilir. Bir¢cok antibiyotik smnifina, 6zellikle de karbapenemlere
direng gelistirmesi nedeniyle Acinetobacter baumannii ciddi bir klinik problem haline
gelmistir. Bu calismada, hastane kokenli Acinetobacter baumannii izolatlarmin klonal
iligkilerinin rep-PCR yontemiyle belirlenmesi amaglanmistir. Calismada Haziran 2014-
Ekim 2016 tarihleri arasmda Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi Arastirma ve
Uygulama Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarma cesitli kliniklerden gonderilen
orneklerden, standart bakteriyolojik yOntemlerle izole edilen ve BD Phoenix otomatik
mikrobiyoloji sistemi ile tanimlanan hastane kokenli 70 Acinetobacter baumannii izolat
kullanilmistir. Acinetobacter baumannii izolatlarmin farkl antibiyotiklere duyarliliklar1
BD phoenix otomatik mikrobiyoloji sistemi ile belirlenmistir. Acinetobacter baumannii
izolatlarindaki antibiyotik diren¢ oranlar1 BD phoenix yontemi ile sirasiyla; ertapenem
%100, amoksisilin/klavulanat, ampisilin, seftriakson, sefuroksim %98.6, aztreonam,
seftazidim, siprofloksasin, imipenem, piperasilin ve piperasilin-tazobaktam %97.1,
sefepim, gentamisin, meropenem ve netilmisin %95.7, amikasin %91.4, trimetoprim-
sulfametoksazol %88.5, tigesiklin %45.7, kolistin %4.3 olarak bulunmustur. Rep-PCR ile
yapilan klonal iliski analizi sonucunda; biri baskin klon olmak {izere 10 klon tespit
edilmistir. Izolatlar arasmdaki benzerlik oram %95.8 olarak saptanmustir. 1. klon baskin
klon olarak belirlenmistir. 70 Acinetobacter baumannii izolatinin %68.6 (n= 48/70)’sinin
1. klona ait oldugu tespit edilmis; 4. klona ait 8 izolat, 6. ve 2. klona ait 3’er izolat, 3. ve 5.
klona ait 2’ser izolat, diger klonlarda (7., 8., 9., 10.) ise birer izolat saptanmistir. Baskin
klondaki (1. klon) izolatlarin 33’i (%68.7) yogun bakim iinitelerinden, 15’1 (%31.3)

kliniklerden elde edilmistir. Baskin klondaki ilk ve son izolatin izolasyon tarihleri arasinda



18 aylik slire oldugu belirlenmistir. Hastanemiz yogun bakim {initelerinde ve diger
servislerde hakim oldugu goriilmiistiir. Acinetobacter baumannii izolatlarnm servisler
arasi transfer edilen hastalar ve ¢capraz bulaslar sonucu yayildig1 diistiniilmiistiir. Caligmada
kullanilan rep-PCR diversilab yonteminin epidemiyolojik c¢aligmalarda ve enfeksiyon
kontroliinde kullanilabilecek kolay uygulanabilen, hizli ve basarili bir yontem oldugu
kanisina varilmistir. Direngli izolatlarin hastane ortamindaki dagiliminin klonal iliski

gostermesi, enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin 6nemini bir kez daha gostermistir.

Anahtar sozciikler: Acinetobacter baumannii, antibiyotik direnci, klonal iligki, rep-PCR,

hastane enfeksiyonu.
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RAPID MOLECULAR EPIDEMIOLOGIC DIAGNOSIS OF Acinetobacter
baumannii ISOLATES ISOLATED AS HOSPITAL INFECTION AGENT IN KSU
RESEARCH AND PRACTICE HOSPITAL

(PhD THESIS)

ARZU KAYIS

ABSTRACT

Acinetobacter baumannii 1s a major nosocomial pathogen which can cause
infections with high morbidity and mortality in hospitalized patients. Acinetobacter
baumannii may be isolated from various infections such as pneumonia, bacteremia, urinary
track infections, wound infections and meningitis. In recent years Acinetobacter baumannii
has become a serious clinical problem because of the development of resistance to many
antibiotics, especially to carbapenems. The aim of this study was to determine the clonal
relationship between isolates of nosocomial Acinetobacter baumannii by using rep-PCR
method. 70 nosocomial Acinetobacter baumannii isolates identified by BD Phoenix
automated microbiology system and isolated by standard bacteriologic methods from
various clinical samples that sent to Medical Microbiology Laboratory of Kahramanmaras
Sutcu Imam University Research and Practice Hospital at the period of June 2014-October
2016 were used in this study. The sensitivity of Acinetobacter baumannii isolates to
different antibiotics is determined by BD Phoenix automated microbiology system.
Antibiotic resistance rates obtained from isolates of Acinetobacter baumannii by BD
Phoenix method; ertapenem 100%; amoxicillin-clavulanate, ampicillin, ceftriaxon,
cefuroxime 98.6%; aztreonam, ceftazidime, ciprofloxacin, imipenem, piperacillin and
piperacillin-tazobactam 97.1%; cefepime, gentamicin, meropenem and netilmicine 95.7%;
amikacine 91.4%; trimethoprim-sulfamethoxazole 88.5%; tigecycline 75.7%; colistine
4.3% respectively. As a result of the clonal correlation analysis with Rep-PCR; 10 clones
were identified, one being the main clone. The similarity rate between isolates was 95.8%.
Clone 1 was found to be the dominant type. Forty eight (68.6%) of the 70 Acinetobacter
baumannii isolates belonged to clone 1, 8 isolates (11.4%) to clone 4, 3 isolates to clone 6
and 2, 2 isolates to clone 3 and 5, one of each to the other clones (7., 8., 9., 10.). Dominant
clone (clone 1) was isolated from 68.75% (33/48), 31.25% (15/48) intensive care unit and

clinics, respectively. The time interval between the first and last isolate was eighteen
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months in dominant clone. Isolates of the clone 1 were found to be dominant at the
intensive care and other clinics in our hospital. It is concluded that Acinetobacter
baumannii isolates were scattered as a result of cross transmission and patient transfer
among clinics in the hospital. It has been concluded that the rep-PCR diversilab method
used in the study is an easy, fast and successful method that can be used in epidemiological
studies and infection control. The clonal relationship of resistant isolates in the hospital

environment has once again shown the importance of infection control measures.

Key words: Acinetobacter baumannii, antibiotic resistance, clonal relationship, rep-PCR,

nosocomial infection.
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1. GIRIS VE AMAC

Acinetobacter baumannii (A.baumannii), 1970’11 yillardan beri 6nemli hastane
enfeksiyonu etkenleri arasmmda anilan ve giliniimiizde tiim diinyadaki hastane
enfeksiyonlarinda, o6zellikle yogun bakim ve yanik {initelerinde en sik izole edilen
patojenlerden biri haline gelmistir (Towner, 2009). Giliniimiizde genis spektrumlu
antibiyotiklerin daha yogun ve siklikla da irrasyonel kullanimi gibi faktorlerin etkisiyle
hastane ortamlarinda ¢oklu ila¢ direngli mikroorganizmalar yerlesmistir. Ozellikle
ventilator iligkili pndmoniler, cerrahi yara enfeksiyonlar1 ve yanik enfeksiyonlar1 gibi steril
alanlara miidahaleye bagli olarak goriilen hastane enfeksiyonlarindan yogun olarak ¢oklu
ilag direncli (CID) A.baumannii suslar1 izole edilmistir (Gokmen ve ark., 2012). Yapilan
cok sayidaki molekiiler bazli izlem ¢aligmasinda, karbepenem direngli belirli klonlarm tiim
diinyada hastaneler igerisinde persiste ederek klonal genisleme gosterme egiliminde oldugu
ortaya konmustur (Turton ve ark., 2004; Nemec ve ark., 2004; Coelho ve ark., 2006;
Gokmen ve ark., 2012).

Hastane enfeksiyonuna neden olan patojenlerin erken ve dogru olarak saptanmasi,
gerekli enfeksiyon kontrol onlemlerinin hizla alinmas:1 ve enfeksiyonun biiyiik ¢apli bir
salgina donlismeden dnlenmesi acisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Molekiiler tiplendirme
veya genotiplendirme, tiir i¢inde degisken ancak suslarda stabil olan belirli bir genetik
gosterge kullanilarak, salgin sirasinda toplanan ve epidemiyolojik olarak iliskili izolatlarin
genetik olarak iligkili olup olmadiklarinin arastirilmasi esasina dayanmaktadir. Genel
olarak epidemiyolojik yonden iliskili izolatlar klonal olarak da iliskili olup, ortak bir
kaynaktan koken alir. Klonal iligkinin ortaya konulmasiyla epidemik izolatlar, sporadik
veya endemik olanlardan ayrilmakta bu sekilde enfeksiyonun kaynagi belirlenebilmektedir.
(Durmaz, 2001; 2005; Peleg ve ark., 2008). Hastane enfeksiyonlarinin molekiiler
epidemiyolojik degerlendirmesinde kullanilacak yontemin, hizli, rutin kullanima uygun,
tekrarlanabilirligi ve ayrim giicli yiiksek ve sonuglarin objektif kriterlere dayali olarak
kolay yorumlanabildigi bir yontem olmas1 gerekmektedir. Son yillarda repetitive
extragenic palindromic elements PCR (rep-PCR) yonteminin, hizlh ve kolay
uygulanabilirligi ile dikkat ¢eken Diversilab® sistemi (bioMeriéux, Fransa) ile sunulmasi,
yar1 otomatize sekilde molekiiler tiplendirme olanagi saglamistir. Bu ydntemin altin
standart kabul edilen pulsed field jel elektroforezi (PFGE) ve fluorescent amplified
fragment-length polymorphism (f-AFLP) tiplendirme yontemleri ile karsilastirilabilir



sonug¢ verdigi gosterilmistir (Healy ve ark., 2005; Saeed ve ark., 2006). Yaptigimiz bu
calismada, hastane enfeksiyonu etkeni olarak cesitli klinik 6rneklerden izole edilen
A.baumannii izolatlarinin rep-PCR  yontemi ile klonal iliskilerinin belirlenmesi
amacglanmistir. Boylece hastanemizde uygulanmakta olan enfeksiyon kontrol dnlemlerinin
ne derece etkili oldugu degerlendirilerek gerekli ek onlemlerin alinmasi, saglik personeli
ve hastalarm egitimi konularinda katki saglanacaktir. Ayn1 zamanda iiniversitemizde bu

alanda yapilan ilk caligmadir.

1.1. Acinetobacter baumanni’nin Genel Ozellikleri

1.1.2. Taksonomi ve tarihce

Son 30 yilda bir¢ok taksonomik degisiklige ugrayan Acinetobacter tiirleri ilk kez
20. ylizyilm baslarinda 1911 yilinda Hollandali mikrobiyolog Beijerinck tarafindan
kalsiyum asetatli bir besiyeri kullanilarak topraktan izole edilmis ve Micrococcus
calcoaceticus olarak adlandirilmistir.  Sonraki yillarda benzer mikroorganizma,
Diplococcus mucosus, Micrococcus calcoaceticus, Alcaligenes haemolysans, Mima
polymorpha, Moraxella Iwoffi, Herellea vaginicola, Bacterium anitratum, Moraxella Iwoffi
glucidolytica, Neisseria winogradskyi, Achromobacter anitratus ve Achromobacter
mucosus gibi adlarla 15 ten fazla farkli cins ve tiir olarak tanimlanmistir. Brisou ve Prevot,
1954 wyilinda, Achromobacter cinsinde ki hareketsiz (non-motile) mikroorganizmalari
hareketli (motile) mikroorganizmalardan ayirmak i¢in Acinetobacter ismini cins ismi
olarak Onermislerdir. Ancak bu tanim 1968 yilinda Baumann ve arkadaslarimin yaptigi
calismadan sonra kabul goérmiistiir (Peleg ve ark., 2008). 1968 yilinda Baumann ve
arkadaslarinin ¢alismasinda daha 6nce tanimlanmis farkl tiirlerin tek bir cinse ait oldugu
ve daha ileri bir smiflandirmanin fenotipik karakterlere gére miimkiin olmadigi ortaya
konmustur (Baumann ve ark., 1968). Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, 1974
yilt  baskisinda,  Acinetobacter  cinsi  igerisinde  Acinetobacter  calcoaceticus
(A.calcoaceticus) tek tiir olarak tanimlanmis ve listelenmistir. Ancak “Approved List of
Bacterial Names” listesinde glukozdan asit olusturma o6zelligi temel almarak
A.calcoaceticus ve Acinetobacter Iwoffii’yi (A.lwoffi) igeren iki farkl tiir yer almistir

(Peleg ve ark., 2008).

1986 yilinda Bouvet ve Grimont deoksiriboniikleik asit (DNA)-DNA hibridizasyon
yontemi ile yaptiklar1 calismada Acinetobacter cinsini 12 DNA (hibridizasyon) grubuna

ayirmiglardir. Cinsin uzun ve karmasik tarih¢esinde Bouvet ve Grimont tarafindan



saglanan bu biiyiik gelismede 12 DNA grubundan 6’sina fenotipik 6zelliklerine gore A.
calcoaceticus (Acinetobacter gen. sp. 1), A.baumannii (Acinetobacter gen. sp. 2),
Acinetobacter haemolyticus (Acinetobacter gen. sp. 4), Acinetobacter junii (Acinetobacter
gen. sp. 5), Acinetobacter johnsonii (Acinetobacter gen. sp. 7) ve A. Iwoffii (Acinetobacter
gen. sp. 8) olarak resmi tiir isimleri de verilmistir. Calismada Acinetobacter gen. sp. 8 ile
Acinetobacter gen. sp. 9’un fenotipik testler ile ayrimi yapilamamistir (Bouvet ve Grimont,
1986). 1988 ve 1989 yillarinda Bouvet ve Jeanjean, Tjernberg ve Ursing ve Nishimura ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan calismalar daha 6nce Bouvet ve Grimont tarafindan tarif
edilen 12 Acinetobacter genomik tiirlerine ek olarak Acinetobacter radioresistens olarak
isimlendirilen radyasyona direncli fenotipik olarak farkli yeni bir Acinetobacter genomik
tlirliniin tanimlanmasi ile sonu¢lanmistir (Nishimura ve ark., 1988; Bouvet ve Jeanjean,
1989; Tjernberg ve Ursing, 1989). 1989°da Bouvet ve Jeanjean proteolitik Acinetobacter
genomik tiirlerinden olusan ve 13-17 arasinda numaralandirilan 5 DNA grubu
(Acinetobacter gen. sp.) tammmlamislardir. Bunu takiben Tjernberg ve Ursing 13-15
(Acinetobacter gen. sp.) olarak numaralandirilan 3 DNA grubu tanimlamislar ve 12
numarali DNA grubunun Acinetobacter radioresistens ile ayni oldugunu gostermislerdir
(Bouvet ve Jeanjean, 1989; Tjernberg ve Ursing, 1989). Ancak, daha sonra yapilan
calismalarda Tjernberg ve Ursing’in tanimladigt DNA grubu 14 (Acinetobacter gen. sp.
14TU) ile Bouvet ve Jeanjean’in tanimladigi DNA grubu 13 (Acinetobacter gen. sp.
13BJ)’iin ayni oldugu gosterilmistir. Ayrica tanimlanan Acinetobacter tiirlerinden A.
calcoaceticus, A. baumannii, Acinetobacter gen. sp. 3 ve Acinetobacter gen. sp. 13TU’ nun
birbirlerine genetik olarak yakin tiirler oldugu ve fenotipik testlerle tiir diizeyinde
ayrilmasmin zor oldugu belirtilmis ve bu tiirler A4.calcoaceticus-A.baumannii kompleks
olarak adlandirilmistir (Gerner-Smidt ve ark., 1991; Gerner-Smidt, 1992). A.
calcoaceticus-A. baumannii  kompleksi, genus Tlyeleri i¢inde hastane kokenli
enfeksiyonlarin en sik karsilasilan nedenidir. Ancak A. calcoaceticus g¢evresel bir tiir
oldugu ve bilinen ciddi bir klinik hastalia neden olmadig: i¢in, klinik vakalarda etken
olarak kompleks isminin kullanilmasi yaniltici olabilir (Peleg ve ark., 2008). 2001 ve 2003
yillarinda yapilan calismalarda Acinetobacter parvus, Acinetobacter ursingii ve
Acinetobacter schindleri olarak adlandirilan ii¢ insan kdkenli tiir ve aktif camurdan (atik su
aritma tesislerinden) izole edilen Acinetobacter baylyi, Acinetobacter bouvetii,
Acinetobacter grimontii, Acinetobacter tjernbergiae, Acinetobacter towneri, Acinetobacter
tandoii ve Acinetobacter gerneri olarak adlandirilan yedi tiir olmak {iizere 10 yeni

Acinetobacter tirii bildirilmistir (Nemec ve ark., 2001; Nemec ve ark., 2003; Carr ve ark.,



2003). Daha sonra yapilan molekiiler ¢alismalarda Acinetobacter junii ile Acinetobacter
grimontii susunun ayni oldugu tespit edilmis ve sinonim olarak smiflandirilmistir
(Vaneechoutte ve ark., 2008). 2008 yilinda orman topragindan izole edilen Acinetobacter
soli olarak adlandirilan bir tiir ve 2009 yilinda ise insan ve hayvan Orneklerinden izole
edilen Acinetobacter gyllenbergii ve Acinetobacter beijerinckii olarak adlandirilan iki yeni
tiir bildirilmistir (Kim ve ark., 2008; Nemec ve ark., 2009). DNA hibridizasyon grubu
olarak numaralandirilan Acinetobacter gen. sp. 10, Acinetobacter gen. sp. 11, A.
calcoaceticus-A. baumannii kompleks icerisinde bulunan Acinetobacter gen. sp 3 ve
Acinetobacter gen. sp 13TU fenotipik olarak diger Acinetobacter’lerden ayrimi yapilarak
sirasiyla Acinetobacter berezinae, Acinetobacter guillouiae, Acinetobacter pittii ve
Acinetobacter nosocomialis olarak adlandirilmistir (Nemec ve ark., 2010; Nemec ve ark.,

2011).

1.1.3. Mikrobiyolojik dzellikleri ve tiir tanimlamasi

Acinetobacter cinsi, zorunlu aerop, non-fermentatif, hareketsiz, DNA G+C igerigi
%39-%47 olan ve siklikla diplokok seklinde goriilen gram negatif bakterilerdir. Ancak
klinik Orneklerin direkt preparatlarinda ve pozitif kan kiiltiir siselerinden hazirlanan
preparatlarda baslangigta gram pozitif kok olarak da goriinebilecegi belirtilmektedir.
Genellikle kapsiilli olan smif liyeleri gram boyama sirasinda kristal viyoleyi tutma
egilimleri oldugundan yanlislikla gram pozitif olarak tanimlanabilmektedir. Uremenin
logaritmik fazinda 1-1,5 x 1,5-2,5 um boyutlarinda basil seklinde, stasyoner fazinda ise
kok seklinde, daha ¢ok kokobasil, ikiserli, kiime halinde veya kisa zincir olarak
goriilebilirler (Bahar ve Esen, 2008; Peleg ve ark., 2008; Jung ve Park, 2015; Almasaudi,
2016). Zor iireyen bir mikroorganizma degildirler ve besinsel olarak fakir ortamlarda hatta
antiseptiklerin varliginda bile yasamaktadirlar. Genel iiretim besiyerlerinde 35-37°C’de
kolayca iireyebilirler. Acinetobacter’lerin bir¢cok karbon ve enerji kaynagini kullanabilme
yetenekleri rutin laboratuar ortaminda kolayca tretilmelerini sagladiklar1 gibi dogada
yaygin olarak bulunmalarmi da aciklamaktadir. Ug sekerli demirli besiyeri (TSI: Triple
Sugar Iron Agar) ve oksidatif fermantatif besiyerinde asit olusturmazlar. Kanli agarda 24
saatlik inkiibasyondan sonra genellikle 0.5-2 mm c¢apinda diiz ve opak koloniler
olustururlarken, bazende mukoid, grimsi beyaz koloniler olustururlar (Schreckenberger ve
ark., 2007; Peleg ve ark., 2008; Almasaudi, 2016). MacConkey agar ve Eozin Metilen Blue
agar’da renksiz veya hafif pembemsi koloniler yaparlar (Koneman ve ark., 2006).

Koloniler MacConkey agarda bakterinin besiyeri igeriginde bulunan kristal viyoleyi



absorblamasi sonucu mor renkte de goriilebilir (Schreckenberger ve ark., 2007; Peleg ve
ark., 2008). Acinetobacter tirlerinin c¢ogu daha kiiciik ve daha seffaf koloniler
olustururken, A. calcoaceticus- A. baumannii komplekse ait tiirlerin kolonileri bir gecelik
kiiltlirden sonra 1,5-3 mm c¢apa ulasir. 4. calcoaceticus-A.baumannii kompleksinin
kolonileri bu ozellikleri ile Enterobacteriaceae iiyelerine benzerler. A. calcoaceticus-
A.baumannii kompleks digindaki bazi Acinetobacter tiirleri McConkey agarda liremeyerek
Enterobacteriaceae’den farklilik gosterirler. Acinetobacter haemolyticus (A. haemolyticus)
izolatlar1 ve Acinetobacter genomik tiir; 6, 13BJ, 14BJ, 15BJ, 16 ve 17 gibi heniiz iyi
tanimlanmamig bazi tilirler koyun kanli agarda hemoliz 6zelli§i gosterebilirken A.
calcoaceticus- A. Baumannii komplekse ait tiirlerde bu 6zellik goriillmemektedir (Peleg ve

ark., 2008).

DNaz, oksidaz ve indol negatif, glukozu oksitleyen, katalaz pozitif olan
Acinetobacter’lerin bir¢ogu nitratlar1 nitritlere indirgeyemezler (Koneman ve ark., 2006;
Schreckenberger ve ark., 2007; Peleg ve ark., 2008; Almasaudi, 2016). Gram boyamada
siklikla Moraxella ya da Neisseria olarak yanlis tanimlanabilen Acinetobacter’ler, bu
smiflardan oksidaz reaksiyonunun negatif olmasi ile ayrilirlar. Acinetobacter tiirlerinin
glukozu fermente edememesi, nitrat1 indirgeyememesi ve anaerobik ortamda iireyememesi
gibi 6zelikleri Enterobacteriaceae’lerden ayrimlarmin yapilmasinida saglar (Peleg ve ark.,
2008). Yine baz1 yayinlarda Acinetobacter’lerin sakkarolitik ve asakkarolitik olarak iki tiir
seklinde ayrimlarmin yapilabileceginden s6z edilmektedir (Forbes ve ark., 2002). 4.
baumannii sakkarolitiktir ve karbonhidratlardan asit olusturur (Koneman ve ark., 2006;
Schreckenberger ve ark., 2007). Glukoz eklenmis kanli agarda veya tirozin igeren kalp
inflizyon agarda glukozu okside eden bazi Acinetobacter tiirleri, kahverengi renk
degisimine yol agarlar. Bu olay, MacConkey ve Mueller-Hinton besiyerlerinde de
gozlenmistir. Acinetobacter’lerin klinik ve ¢evre drneklerinden tiretilebilmeleri i¢in segici-
ayirici besiyerleri de gelistirilmis olup; bromkrezol moru, safra tuzlari, laktoz, maltoz
sekerleri, pepton, kazein, sodyum kloriir i¢eren Herellea agar klinik Orneklerden;
vankomisin, sefsulodin, sefradin gibi antibiyotikleri i¢ceren Leeds Acinetobacter Medium
ise hem klinik Orneklerden hem de c¢evreden Acinetobacter’lerin izole edilmesinde
kullanilabilen segici ve aywrt edici besiyerleridir (Schreckenberger ve ark., 2007;

Almasaudi, 2016) .

Acinetobacter tiirlerinin identifikasyonu; sitokrom oksidaz aktivitesinin olmamasi,

hareketsizlik ve penisiline direng temeline dayanilarak yapilabilir (Koneman ve ark., 2006;



Schreckenberger ve ark., 2007). Rutin laboratuvar kosullarinda biyokimyasal reaksiyonlara
ve iireme Ozelliklerine gore Acinetobacter tir ayrimi yapilmaktadir. Bu aymrimda glukoza
oksidatif etki, hemoliz ve 44°C’de iireyebilme genellikle yeterli olmaktadir. Glukozu
oksitleyen ve hemoliz yapmayan izolatlar genellikle A. baumannii’dir. A. baumannii
44°C’de tireyebilme Ozelligi ile digerlerinden kolayca ayirt edilebilir. Glukoz negatif
kokenlerden hemoliz yapmayan A. Iwoffii, hemoliz yapan A. haemolyticus olarak
adlandirilir. 4. johnsonii diger tiirlerden 37°C’de lireyememesi nedeni ile aywrt edilebilir

(Schreckenberger ve ark., 2007).

Klasik mikrobiyolojik yontemler disinda otomotize sistemler ve molekiiler
yontemlerle de Acinetobacter tiir ayrimi yapilabilmektedir. Acinetobacter’leri diger gram
negatif nonfermentatiflerden ayirabilen belirli bir metabolik test yoktur. Acinetobacter
cinsi Uiyelerinden bazilar1 API 20 NE gibi ticari sistemlerin de i¢inde bulundugu fenotipik
yontemlerle tanimlanabilir. Fakat bu fenotipik testler, Acinefobacter smifina ait yeni
kesfedilen tiirlerin tanimlanmasinda etkili degildir. A. calcoaceticus-A. baumannii
kompleksine ait tiirlerin fenotipik 6zelliklerinden yola ¢ikilarak birbirlerinden ayrilmasi
zordur (Nemec ve ark., 2011). Bu tiirlerin ayrimi i¢in molekiiler teknikler gerekli
olmaktadir (Peleg ve ark., 2008). Tiir tanimlamasini manuel ya da yar1 otomatize olarak
yapan ve gliniimiizde tani laboratuarlarinda yaygin olarak kullanilan AP120 NE, Vitek 2:0,
Phoenix ve MicroScan Walk Away sistemleri de 4.baumannii tanimlamasida bir takim
sorunlara sahiptir. Bu sistemlere ait sorunlardan baslicalari, tiir tanimlanmasinda kullanilan
substratlarin 6zel olarak Acinetobacter tanimlanmasi i¢in uygun hale getirilmemis olmasi
ve veritabaninin smirli olusudur. Bu sistemlerde 4.baumannii, Acinetobacter genomik tiir
3 ve Acinetobacter genomik tiir 13 TU genellikle A.baumannii olarak tanimlanmaktadir

(Horrevorts ve ark., 1995; Bernards ve ark., 1995; Bernards ve ark., 1996).

Acinetobacter’lerin tiir diizeyinde siniflandirilmasinda DNA-DNA hibridizasyon
yontemi, referans standart yontem olarak kabul edilir. Ancak c¢ok emek isteyen bir
yontemdir ve rutin mikrobiyolojik laboratuvar islemleri i¢in kullanish degildir (Peleg ve
ark., 2008). Bu yontemin disinda Acinetobacter’lerin tiir diizeyinde identifikasyonunu

saglayacak cesitli molekiiler yontemler gelistirilmistir. Bunlar;

e Genom DNA-DNA hibridizasyonu (Bouvet ve ark., 1986).
e Restriksiyon enzim analizi: Amplified ribosomal DNA (16S rDNA) restriction
analysis (ARDRA) (Vaneechoutte ve ark., 1995; Dijkshoorn ve ark., 1998).



e Genom parmak izi analizi: Amplified fragment length polymorphism (AFLP)
(Janssen ve ark., 1997; Nemec ve ark., 2001).

e Ribotiplendirme (Gerner-Smidt, 1992).

e tRNA spacer fingerprinting (Ehrenstein ve ark., 1996).

e Restriksiyon enzim analizi: 16S-23S rRNA intergenic spacer sequences (Dolzani
ve ark., 1995).

e Sekans analizi: 16S-23S rRNA Gene Spacer Region (Chang ve ark., 2005).

e Sekans analizi: rpoB (RNA polimeraz -subunit) gen ve flanking spacers (La Scola
ve ark., 2006).

e Bazi gen  kompozisyonlarm  amplikon  analizi: ~ Multilocus  PCR,

electrosprayionization mass spectrometry (PCR/ESIMS) (Ecker ve ark., 2006)

Tiir tanimlamasinda 1yi sonuglar veren ve rutin laboratuarlara girmis bir yontem de
matrix-assisted laser desorption ionization-time-of-flight (MALDI-TOF) kiitle
spektrofotometrisidir. Bu yontem tiir tanimlamasini bir saatten kisa bir siirede yapabilen
etkin bir yontem olmakla birlikte literatiire bakildiginda halen Acinetobacter’lerin tiir
diizeyinde tanimlanmasinda oranlarmn yeterli olmadigi belirtilmektedir (Seifert ve ark.,
2007; Kishii ve ark., 2014). Fakat MALDI-TOF kiitle spektrofotometrisi A. calcoaceticus-
A.baumannii kompleks icerisindeki tiirleri ayrimlayabilecek sekilde gelistirilmeye devam
edilmektedir (Sedo ve ark., 2013). PCR-ESIMS ve Higgins ve arkadaslar1 tarafindan
onerilen gyrB genlerindeki farkliliklardan faydalanan polimeraz zincir tepkimesi (PZT)
temelli basit bir yontem de A.baumannii ve Acinetobacter genomik tiir 13TU ayrimini hizl

bir sekilde yapabilmektedir (Ecker ve ark., 2006; Higgins ve ark., 2007).

Turton ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada, Acinetobacter spp. izolatlarinda blapx,.
si-benzeri Karbapenemaz geni tespit edilen suslarin A.baumannii olarak tanimlandigini
bildirmiglerdir (Turton ve ark., 2006). Ancak daha sonraki calismalarla 4. baumannii
disindaki tiirlerde de plazmit kdkenli blaoxa-si-venzeri Karbapenemaz geninin belirlenmesi,
bu yontemin tam giivenilebilir bir yontem olmadigini diisiindiirmiistiir (Lee ve ark., 2011;

Zander ve ark., 2013).

1.1.4. Epidemiyoloji

Acinetobacter tiirleri canlilarda ve cansiz nesnelerde yasamlarini siirdiirebilen,
siklikla topraktan izole edilen, toplum kokenli enfeksiyonlarda ender rastlanilan ancak

hastane kokenli enfeksiyonlardan siklikla izole edilen bakterilerdir (Koneman ve ark.,



2006). Acinetobacter tiirleri, yasamlarini siirdiirebilmek i¢in gereksinimlerinin az olmasi
ve ¢esitli karbon kaynaklarin1 kullanabilmeleri nedeniyle dogada toprak, su ve
yiyeceklerde saprofit olarak serbest yasayabilmektedirler (Towner, 1997; Allen ve
Hartman, 2000).

Ozellikle koltukalti, kasik gibi nemli bdlgeler basta olmak iizere derinin normal
florasinda yer alirlar. Saglikli bireylerin yaklasik %25’inin derilerinde Acinetobacter
tiirlerini tagidigir belirtilmektedir (Bergogne-Berezin ve Towner, 1996). Acinetobacter
tiirleri hastane personelinin derisinde siirekli bulunan en yaygin gram negatif
mikroorganizma olarak tanimlanmaktadir. Deri tasiyiciligi oranlarmin yiiksek olmasi hasta
bakimi sirasinda bakterinin saglik personeline ge¢cmesine ve etkenin siirekli yayilmasina
neden olur (Kaul ve ark., 1996). Saglikli goniilliiller ve yatan hastalar {izerinde
karsilagtirmali yapilan bir ¢alismada hastalarda Acinetobacter tiirleri ile kolonizasyon orani
%75 iken kontrol grubunda bu oran %42.5 olarak tespit edilmistir. Bu ¢alismada en sik
kolonizasyon bolgesi eller (%26), kasik bolgesi (%25), ayak parmak arasi (%24), alin
(%23) ve dis kulak yolu (%21) olarak saptanmustir (Seifert ve ark., 1997). Deri disinda
ag1z boslugu ve solunum yollarinda da tasiyicilik s6z konusudur. %7 oraninda faringeal
kolonizasyon goriilmektedir (Mulin ve ark., 1995). Hastaneye yatirilmamis bireylerde bu
durum oldukc¢a nadirdir. Hastanede yatan bireylerde ise Ozellikle salgin donemlerinde
tastyicilik hizi yiliksek olup %7-18 oraninda bogaz tasiyiciligi goriilmektedir. Trakeostomi
stiriintiilerinde bu oran %45’e kadar ¢ikmaktadir (Mulin ve ark., 1995; Bergogne-Berezin
ve Towner, 1996; Patil ve Chopade, 2001). Hastanede yatan bireylerde deri ve solunum

sistemi disinda sindirim siteminde de kolonizasyon goriilebilir (Jung ve Park, 2015).

Acinetobacter tiirlerinin hastanede uzun siire canliligini korumasi, hasta-personel,
cevre ve kullanilan aletlerde kolonize olmalari, hastane kokenli enfeksiyonlara yol
acmalarina neden olur (Seifert ve ark., 1995). Cevresel ortamlar dikkate alindiginda,
Acinetobacter tiirleri hastane havasi, buhar makinesi, musluk, periton diyalizat banyolari,
yataklar, tansiyon aletleri, anjiyografi kateteri ve ekipmani, solunum tedavisi soliisyonlar1
ve mekanik ventilasyon cithazindan izole edilmistir (D’Agata ve ark., 2000; Kanafani ve
Kanj, 2014). Rezervuar insanlar ve hastane cevresindeki cansiz materyeller, hastalar

arasinda gegis i¢in elverisli bir durum saglar (Bergogne-Berezin ve Towner, 1996).

Klinik 6rneklerden izole edilen tiim Acinetobacter kdkenlerinin %80°den fazlasini
A.calcoaceticus-A.baumannii kompleksi olusturmaktadir (Koneman ve ark., 2006). Son 30

yilda pnomoni, idrar yolu enfeksiyonu ve cerrahi alan enfeksiyonlarinda goriilme sikligi



artan tek gram negatif bakterinin 4. baumannii oldugu gosterilmistir (Gaynes ve Edwards,
2005). Ustelik son yirmi yilda Acinetobacter enfeksiyonlar: 1liman iklimlerde giderek
yayginlagan ortak bir hastane enfeksiyon sorunu haline gelmistir (Munoz-Price ve
Weinstein, 2008). Bir¢ok epidemiyolojik ¢alismada Avrupa, Kuzey Amerika, Arjantin,
Brezilya, Cin, Tayvan, Hong Kong, Japonya ve Kore olmak {izere diinyanin bir¢ok
farkl1 bolgesinde multi drug resistant (MDR= CID) A. baumannii enfeksiyonu
vakalarinin ortaya ¢iktigi bildirilmis ve bunlarin ¢ogu hastane kdkenli enfeksiyonlarla
iliskilendirilmistir (Almasaudi, 2016). CID A. baumannii suslarindaki artis genis
spektrumlu antibiyotiklerin daha yogun ve irrasyonel kullanimi ile iliskilendirilmekle
beraber bazi ¢alismalarda bu duruma savas ve deprem gibi dogal felaketlerin de neden
olabilecegi belirtilmistir (Camp ve Tatum, 2010). 1999 Marmara depremi sonrasinda
baslica tedavi merkezi olan GATA Haydar Pasa Egitim Hastanesinin tiim yogun
bakim iinitelerindeki hastalarin %31.2°sinde A4.baumannii izole edilmis olup bu oran
deprem oOncesinde ise %7.3 olarak rapor edilmistir. Ayrica depremden Once izole
edilmemis CID suslarin deprem sonrasinda izole edildigi belirtilmistir (Onciil ve ark.,
2002). Irak ve Afganistan'da konuslanan Ingiltere ve Amerika ordusundaki yaralanan
askerler arasinda, CID A.calcoaceticus- A.baumannii kompleks izolatlariin sayisinda

bir artis oldugu saptanmistir (Peleg ve ark., 2008)

1.1.5. Viriilans faktorleri

Acinetobacter cinsi bakteriler genel olarak viriilans1 diisiik patojenlerdir. Konak
savunma mekanizmalar1 normal olan bireylerde enfeksiyon olusturmalar1 oldukga giictiir.
Genellikle hastane kokenli firsat¢1 enfeksiyonlara neden olurlar (Almasaudi, 2016). Asidik
pH ve diisiik 1sida iireyebilme Ozellikleri yaninda bilinen sitotoksin iiretimleri yoktur.
Hiicre duvarinda bulunan lipopolisakkaritin insan i¢in endotoksijenik potansiyeli ¢cok az
bilinmektedir (Bahar ve Esen, 2008). Kapsiil icermesi, bakteriosin iiretimi, kuru ortamda
uzun siire yasamasi gibi 6zellikler Acinetobacter’lerin yasam siiresini artirabilen énemli

faktorlerdir (Allen ve Hartman, 2000).

A.baumannii enfeksiyonlarinin Onlenmesi ve tedavisinde yasanan zorluklar,
bakterinin hastane ortaminda ve tibbi cihazlarda kisith kosullar altinda bile yasayabilme ve
yaygin antibiyotik direnci gelistirebilme yeteneginden kaynaklanmaktadir. Farkli
mekanizmalar ile bir¢ok antibiyotik grubuna karsi direng gelistirebilen A.baumannii’de

ortaya c¢ikan bu diren¢, umulmadik fenotipik ve fizyolojik degisikliklere neden



olabilmektedir. Antibiyotiklere karsi olusan bu bakteriyel adaptasyon “biyolojik uyum
bedeli (biological fitness cost)” olarak tanimlanmaktadir (Nilsson ve ark., 2006; Towner,
2009). Ancak biyolojik uyum bedeli olmaksizin kazanilmig antibiyotik direncinin
bulundugu da unutulmamali ve Acinetobacter tiirleri i¢in konunun aydimnlatilmasi
gerekmektedir. Tim bu faktorler A.baumannii’nin insan sagligi i¢in Onemini ortaya
koymakta ve sadece antimikrobiyal ajanlara diren¢ mekanizmalarinin degil, ayn1 zamanda
bakteri tarafindan eksprese edilen viriilans mekanizmalarinin dogasinin da anlasilmasini
onemli kilmaktadir (Tomaras ve ark., 2008; Asik, 2011). Acinetobacter’lerin viriilans
potansiyelleri ile ilgili genis c¢apli arastirmalar yapilmasma ragmen gercek patojenite
potansiyelleri ve viriilans faktorleri hakkindaki bilgiler azdir (Choi ve ark., 2005; Howard

ve ark., 2012). A.baumannii’nin viriilanstan sorumlu faktorleri;

1.1.5.1. Hiicre duvari organizasyonu

Acinetobacter cinsi bakterilerin hiicre duvar yapist diger gram negatif bakterilere
benzerlik gostermektedir. 4. baumannii’de L-ramnoz, D-glikoz, D-glukronik asit, D-
mannozdan olusan polisakkarit yapida bir kapsiil bulunmakta ve bu kapsiil bakteriyi
fagositozdan koruyarak, bakteri konakta tutunduktan sonra hiicre duvarma komplemanin
ulagmasini engelleyerek ve alternatif kompleman aktivasyonunu o6nleyerek bakterinin
viriilansina katkida bulunur (Koneman ve ark., 2006; Bahar ve Esen, 2008; Braun, 2008).
Ayrica kapsiiliin hiicre ylizey hidrofobisitesini artirdig1 ve medikal aletlere yapigsmada rol
oynadig1 gosterilmistir (Dal ve ark., 2012). A. baumannii’de diger gram negatif
bakterilerde oldugu gibi sitoplazmik membrani ¢evreleyen bir dig membran mevcuttur. Dig
membranmin lipopolisakkarit tabakasi diger gram negatif bakterilerdeki gibi A.
baumannii’de de farelerde letal toksisiteye, tavsanlarda viicut ismm yiikselmesine ve
“Limulus amoebocyte lysate’” testinin pozitif sonuglanmasina neden olur.
Lipopolisakkaritin mitojenik 6zellikleri ve TNF (Tumour Necrosis Factor) alfayi
indiikleme potansiyeli patojeniteye katkida bulunmaktadir (Bahar ve Esen, 2008; Garcia-
Patifio ve ark., 2017). Lipopolisakkarit tabaka hidrofobik lipit A, polisakkarit yapidaki kor
tabakas1 ve hidrofilik O antijeni olmak {izere ii¢ komponentten meydana gelmektedir.
Doymus yag asitlerinden meydana gelen Lipit A, lipopolisakkarit tabakanin esas immiin
aktive edici parcasi olup endotoksin aktivitesine sahiptir (Dal ve ark., 2012; Mortensen ve
Skaar, 2012). Lipit A ve O antijeni arasinda yer alan kor polisakkarit tabakasi hapten
niteliginde olup antijenik 6zellik gostermekte ve ayrica bakteriyofajlara 6zgii reseptorler

tasimaktadir.  Acinetobacter cinsindeki lipopolisakkarid O antijeni, tekrarlayan
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karbonhidratlardan olusmustur. 4. baumannii’nin dis membraninda, diger gram negatif
bakterilerdekine benzer sekilde c¢esitli proteinler (porinler, integral proteinler)
bulunmaktadir. Bu proteinler hiicre duvarmna segicilik kazandirmakta, bazi molekiillerin
(hidrolitik enzimler vb.) hiicre disina ¢ikisini, bazilarinin da hiicre i¢ine girigini
engellemektedir. D1 membranda bulunan bu proteinlerin kaybi antimikrobiyal direncin
ortaya ¢ikisinda onemli bir mekanizmadir. A. baumannii’nin ana porini, dis membranda
yer alan 35.6 kDa’lik 1stya duyarli bir protein olan ‘‘heat-modifiable protein’’dir (HMP-
AB). Bu porin Enterobacteriaceae ailesi iyelerinin OmpA ve Pseudomans aeruginosa’nin
(P. aeruginosa) OprF porinleri ile yakin benzerlik gostermektedir. A. baumannii’nin HMP-
AB porini, beta-laktam antibiyotiklerin hiicre i¢ine girigine izin veren bir porin olup bu
porinin kaybi1 penisilin ve sefalosporinlere kars1 direng gelismesine neden olmaktadir. Bu
porinin asir1 ekspresyonu sefalosporinlerin hiicre igine girigini artirarak, AmpC enzimi
varliginda bile sefalosporinlere karst1 duyarlilk artisma neden olmaktadir.
A.baumannii’deki diger dis membran proteinleri arasinda 33-36 kDa’lik protein, 29
kDa’lik porin yapisinda CarO proteini, bu porinle birlikte bulunan 25 kDa’lik protein ve 43
kDa’lik bir protein yer almaktadir. 29 kDa’lik CarO, 6zgiil olmayan monomerik bir kanal
proteini; 43 kDa’lik protein ise karbapeneme 6zgii OprD benzeri bir porin proteinidir. 4.
baumannii’de bulunan diger bir dis membran proteini de, Escherichia coli (E. Coli) ve P.
aeruginosa’daki OmpW ile benzerlik gdsteren OmpW benzeri porindir. 4.baumanii’de
periplazmik aralikta, proteaz, fosfataz, lipaz, niikleaz gibi hidrolitik enzimler ve penisilin
baglayici proteinlerin de aralarinda oldugu ¢ok sayida protein bulunmaktadir. Fosfolipid
yapidaki sitoplazmik membranda da farkli protein ailelerine mensup c¢esitli transport
proteinleri yer almakta olup bunlar arasinda bazilarmin (AdeB) antimikrobiyalleri ve
toksik bilesikleri hiicre disina aktif olarak pompalayarak A. baumannii’nin dogal ve

kazanilmis ila¢ direncine katkida bulunduklar1 gésterilmistir (Dal ve ark., 2012).

1.1.5.2. Biyofilm

Biyofilm, mikroorganizmalarin kendilerinin irettigi, bir ylizeye ve birbirlerine
yapismalarmi saglayan, organik polimerlerden olusan bir kaliptir. Bu sekilde bakteriler,
hem besinlere daha kolay ulasmakta, hem de kuruluga, bagisiklik sistemine ve
antibiyotiklere daha direngli hale gelmektedirler (Lemon ve ark., 2008). A. baumannii
kokenlerinin uzun siire cansiz yiizeylerde yagamlarini siirdiirebilmelerinin biyofilm tiretimi
sayesinde oldugu gosterilmistir (Vidal ve ark., 1996; Jawad ve ark., 1998). Biyofilm

olusumunu kontrol eden faktdrler arasinda besin durumu, pili bulunmasi, ylizey membran
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proteini ve makromolekiiler salgilar yer alir. A. Baumannii’nin belirli bir ylizeye
tutunmasindan sonra pili ve biyofilm iligkili protein (BAP; biofilm associated protein)
biyofilm iiretimini baglatir. Pili cansiz bir yiizeye tutundugu zaman 6nce mikro koloniler
olusur ve bunu biyofilm yapismin gelismesi takip eder. BAP bakteri hiicresinin yiizeyinde
bulunur, canli ve cansiz yiizeylerde iiretilen biyofilmlerin stabilizasyonunu saglar. Cevrede
bulunan metal katyonlar da A. baumannii’nin yiizeylere tutunma yetenegini arttirarak
biyofilm kontroliinde rol oynar (Howard ve ark., 2012). ““Quorum sensing’’ ise biyofilm
olusturma siirecinde, bakterilerin metabolik olaylarmnin kontroliinde 6nemlidir (Dijkshoorn
ve ark., 2007). Bir ¢calismada tiim kateter iliskili iiriner ve kan dolasimi enfeksiyonlar1 ile
sant iligkili menenjit etkenlerinin biyofilm iirettigi gosterilmistir (Rodriguez-Bafio ve ark.,

2008).

1.1.5.3. Demir alim mekanizmalari

Demir, bakterilerin elektron transportu, gen ekspresyonlarmin diizenlenmesi gibi
yasamsal fonksiyonlarin devaminda kritik bir rol oynamaktadir (Raymond ve Dertz, 2004).
Bir viriilans faktorii olan sideroforlar, demire yiiksek afinitesi olan diisiik molekiiler
agirliktaki bilesenlerden olusmus demir tutma mekanizmalaridir. 4. baumannii’nin de insan
viicudunda canliligini siirdiirebilmek i¢in insan hiicrelerindeki demiri almasini saglayan bir
acinetobaktin sideroforu tirettigi bilinmektedir (McConnell ve ark., 2013). Demir alimini
diizenleyen ferric iron uptake regulator (fur) proteini ve fur benzeri proteinlerin, diger
bakterilerde oldugu gibi 4. baumannii’de de patogenezde Snemli rol oynayan genleri

diizenliyor olabilecegi belirtilmektedir (Bergogne —Bérézin ve ark., 2008)

1.2. Yol Actig1 Hastane Enfeksiyonlar:

Acinetobacter tiirleri firsat¢1 patojen olarak enfeksiyon yaparlar. Son 30 yildan
fazladir hastane enfeksiyonlar1 artmistir ve bir¢ok hastane enfeksiyonu salgini bildirilmistir
(Van Looveren ve Goossens, 2004; Islahi ve ark., 2015). Tim Acinetobacter tiirleri
arasinda en sik ve en ciddi klinik tablolara yol acan etken 4. baumannii’dir. A. baumannii
enfeksiyonlarinin ¢ogu, bosaltim ve solunum sistemleri, peritoneal bosluk gibi yiiksek
miktarda sivi igeren organ sistemlerinde goriilmekle beraber genellikle bu sistemlerde
bulunan kateter ya da kalict cihazlarla baglantilidir. En sik hastane kdkenli pndmoniye

(HKP) neden olur. Yatan hastalarda A. baumannii ile meydana gelen enfeksiyonun
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tekrarlamasmin  yaklasik %30 mortalite oram1 gosteren ciddi bir hastaligin belirtisi

olduguna ianilir (Jung and Park, 2015).

1.2.1. Solunum sistemi enfeksiyonlar

HKP hastane enfeksiyonlar1 (H.E.) iginde ikinci, yogun bakim iinitesi (YBU)
enfeksiyonlar1 iginde ise birinci sikliktadir (Ewig ve ark., 2002). Hastaneye yatan hastalar
icinde HKP goriilme sikligi merkezlere gore degismekle birlikte %3-5 arasindadir
(Doughari ve ark., 2011). Diinyada H.E. i¢cindeki HKP oran1 %15 diizeyinde belirtilirken,
iilkemizde veriler %11-30 oldugunu gostermektedir. Ayrica tilkemizdeki HKP’ye yonelik
kaba mortalite oranlar1 ise %30-87 olarak bildirilmektedir. Bakteriyemi gelisen olgularda,
Acinetobacter spp., P. aeruginosa gibi sorunlu bakterilerle olusan pnomonilerde, yash
hastalarda (>60 yas), uygunsuz antibiyotik kullananlarda ve ventilator iligkili pndmoni
(VIP)’de dogrudan pnémoniye bagli mortalite oran1 daha da artmaktadir (Umut ve Saryal,
2009; Ozgiir ve Aksaray, 2014).

A.baumannii izolatlariin ¢ogu yatan hastalarin solunum yollarindan izole edilir.
Ancak iist solunum yolu kolonizasyonu mu pnémoni etkeni mi oldugunu ayirt etmek ¢ok
zordur (Almasaudi, 2016). A.baumannii izolatlar1 hem toplum kokenli hem de hastane
kokenli pndmoniye neden olmakla beraber en sik HKP’ye yol acarlar. Ozellikle
karsilasilan klinik tablo VIP dir. Hastane kokenli A. baumannii pndmonisinde mortalite
%35-70 oraninda bildirilmektedir. Bakteriyemi ya da sepsis bulgularinin olmast ve daha
onceki kolonizasyonun varligi A.baumannii’ye baglh gelisen HKP’lerde kotii prognoz
gostergesidir (Umut ve Saryal, 2009; Ozgiir ve Aksaray, 2014). A.baumannii’nin neden
oldugu VIP’de ise enfeksiyona atfedilen mortalitenin %40-70 arasinda oldugu bildirilmistir
(McConnell ve ark., 2013). Amerika’da 2008 yilinda Ulusal Saglik Giivenlik Agi1 (NHSN:
National Healthcare Safety Network) tarafindan gram negatif hastane kokenli
enfeksiyonlarda en 6nemli etkenin A.baumannii oldugu ve VIP’lerin %8.4’iinde etyolojide
bu bakterinin sorumlu oldugu bildirilmistir (Hidron ve ark., 2008). Ulkemizde 2016 Ulusal
Saghk Hizmeti Iliskili Enfeksiyonlar Siirveyans Agi Etken Dagilimi ve Antibiyotik Direng
Raporunda 4. baumannii, HKP etkenleri siralamasida %27.4 ile ikinci sirrada, VIP

etkenleri siralamasinda ise %45.7 ile birinci sirada yer almistir (Sencan, 2017a).

Cesitli ¢alismalarda A. calcoaceticus- A.baumannii kompleksine bagli HKP ve ViP
icin risk faktorleri arastirilmis ve dnceden antimikrobiyal kullanimi, entiibasyon, hastanede

uzun silire kalmak, uzun siire mekanik ventilasyon uygulanmasi risk faktorleri olarak
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belirlenmistir (Hartzell ve ark., 2007). Bunun disinda yogun bakimda yatis, ileri yas,
kronik akciger enfeksiyonu, immunsupresyon, cerrahi miidahale, endotrakeal veya gastrik
tiip uygulanmasi da risk faktorleri olarak sayilabilmektedir (Bergogne-Berezin ve Towner,
1996). Acinetobacter’lerin etken oldugu HKP veya VIP’in klinigi, diger hastane kokenli
patojenlerin neden oldugu pnomoniler ile benzerdir. Toplum kokenli Acinetobacter
pnomoni olgular1 sik olmasa da Avustralya ve Asya’dan bildirilmistir. Sigara i¢enlerde,
diabetlilerde, kronik akciger enfeksiyonu olanlarda daha sik olmakla beraber, saglikli
kisilerde de goriilebilmektedir (Hartzell ve ark., 2007). Acinetobacter tiirlerine bagh
gelisen toplum kdkenli pndmoni ani baslangicli ve fulminan seyirlidir. Hastalarm 1/3’iinde
septik sok goriiliir. Literatiirde, toplum kdkenli pndmonide, mortalite oranlarmin %40 - 60
arasinda degistigini bildiren ¢ok sayida yayin bulunmaktadir (Umut ve Saryal, 2009; Ozgiir
ve Aksaray, 2014).

1.2.2. Bakteriyemi

Hastane kokenli bakteriyemilerinin %1.5-%2.5’ine Acinetobacter tiirleri neden
olmaktadir (Ozgiir ve Aksaray, 2014). Ozellikle YBU’ler olmak iizere hastane kokenli
bakteriyemilerin en sik nedeni A.baumannii’dir ve A.baumannii’ye bagli bakteremilerde
diger tiirlere gore klinik tablo daha agwr seyretmektedir (Bergogne-Berezin ve Towner,
1996; Cisneros ve Rodriguez-Bano, 2002; Babay ve ark., 2003). 4. baumannii
bakteriyemisi olan hastalarin tigte birine yakininda septik sok gelisir. A. baumannii
bakteriyemisinde mortalite oran1 %20-60 arasindadir. A. baumannii pndmonisi ile iligkili
bakteriyeminin mortalitesi, intravendz katetere bagh gelisen bakteriyemi mortalitesinden

daha yiiksektir (%39’a %4) (Ozgiir ve Aksaray, 2014).

Acinetobacter bakteriyemisi ¢ogunlukla polimikrobiyal olsa da, tek patojen ile de
gelisebilmektedir (Bergogne-Berezin ve Towner, 1996; Cisneros ve Rodriguez-Bano,
2002). A.baumannii bakteriyemisinin en sik kaynagi intravaskiiler ve solunum yolu
kateterleridir (Almasaudi, 2016). Daha az siklikla da idrar yolu, cerrahi yara, yanik, batin
enfeksiyonlar1 ile iliskilidir. Endokardit ile iligkisi nadirdir (Almasaudi, 2016). En sik
yogun bakim iinitelerinde goriilen 4. baumannii’ye bagli bakteriyemiler i¢in bilinen risk
faktorleri; uzun siire hastanede yatis, invaziv yontemler (santral vendz kateter, mekanik
ventilasyon, cerrahi), daha once baska bir serviste yatis, enteral beslenme, iiriner kateter,
immunsupresyon, ndtropeni, genis spektrumlu antibiyotik ile tedavidir (Valero ve ark.,

2001; Cisneros ve Rodriguez-Bano, 2002; Garnacho-Montero ve ark., 2015).
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Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Hastane Enfeksiyonlar1 Siirveyans (NNIS:
National Nosocomial Infections Surveillance) verilerine gore, yogun bakim tiinitelerinde bu
tiirlerin neden oldugu bakteriyemi enfeksiyonlarmin insidansi 1975 yilinda %1.8 iken 2003
yilinda %2.4 olmustur (Hartzell ve ark., 2007; Slama, 2008). 1995-2002 yillar1 arasinda
Amerika'da yapilan genis caplt bir arastrmaya gore, A. baumannii, hastane kokenli kan
dolasimi1 enfeksiyonlarmm %1.3’linii olusturmustur ve yogun bakim {initelerindeki A.
baumannii kaynakli kan dolasimi enfeksiyonlar1 kaba 6liim oraninin %34.0’dan %43.4’¢
yiikseldigi tespit edilmistir. Yogun bakim tiniteleri disindaki oran ise %16.3 bulunmustur
(Cisneros and Rodriguez- Bano, 2002; Peleg ve ark., 2008; Garnacho-Montero ve ark.,
2015). Ulkemizde 2016 Ulusal Saglik Hizmeti Iliskili Enfeksiyonlar Siirveyans Ag1 Etken
Dagilimi1 ve Antibiyotik Diren¢ raporunda A. baumannii hastane kokenli kan dolasimi
enfeksiyonlarinda %12.4 ile iiclincii sirada hastane kokenli santral venoz kateter iliskili kan

dolasimi enfeksiyonlarinda ise %14.8 ile yine tigiincii sirada yer almistir (Sencan, 2017a).

1.2.3. Merkezi sinir sistemi enfeksiyonlari

Beyin cerrahi operasyonlarindan sonra en sik goriilen enfeksiyonlar arasinda
hastane kokenli menenjitler, yaklasik %20 oraninda yer almaktadir. Hastane kokenli
menenjit etkenleri, toplum kokenli menenjit etkenlerinden farklidir ve morbidite ve
mortalite oranlar1 ciddi oranda yiiksektir. Gram negatif basillerden A. baumannii beyin
cerrahisi sonrast meydana gelen hastane kokenli menenjit etkenleri arasinda sikga tesbit

edilmektedir. Ancak beyin apsesi nadiren bildirilmistir (Binici, 2017).

A. baumannii tiirlerinin etken oldugu hastane kokenli enfeksiyonlar ve menenjitler
glin gectikge artan bir oranda goriilmektedir. Metan ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir
calismada beyin cerrahisi ameliyatlar1 sonrasinda gelisen gram negatif basil
menenjitlerinin %83’iinlin nedeninin A. baumannii tiirleri oldugu bildirilmistir (Metan ve
ark., 2007). Sporadik primer menenjit olgulart rapor edilmesine ragmen A. baumannii
menenjitinin baskin formu sekonder menenjittir ve 6zellikle ndrocerrahi prosediirlerini ve
kafa travmalarmi takiben gelismektedir. Bunlar disinda lomber ponksiyon, ventrikiilografi,
myelografiyi takiben gelisen menenjit vakalar1 da bildirilmistir. Ventrikiilostomi,
serebrospinal sivi kagagi, uygunsuz antibiyotik kullanimi, bes giinden uzun siireli ventrikiil
kateteri bulunmasi1 diger risk faktorleridir (Cesur ve ark., 2011). CID veya yaygin ya da
asir1 ilag direncli (YID=XDR:extensively drug-resistant) 4. baumannii nin neden oldugu

merkezi sinir sistemi enfeksiyonlarinda 6lim orami yiiksektir. 4. baumannii’nin neden
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oldugu menenjitlerde mortalite oran1 %19-%50 arasinda degisirken, CID A. baumannii
menejitlerinde bu oran %50-70 arasinda bildirilmektedir (Metan ve ark., 2007; Tuon ve

ark., 2010; Ceylan ve ark., 2017)

1.2.4. Uriner sistem enfeksiyonlar

A. baumannii tirleri ¢ogunlukla idrar yollarinda enfeksiyon olusturmaksizin
kolonize olmalarina karsin nadiren invazyon yaparak enfeksiyon etkeni olarak da
karsimiza c¢ikabilmektedirler (Almasaudi, 2016). Son 20 yilda A. baumannii tiirlerinin
neden oldugu idrar yolu enfeksiyonlarinin goriilme sikliginda anlamli bir artis goriilmiistiir
ve bu enfeksiyonlar genellikle yasli, yogun bakim {initesinde kalan, uzun siireli sonda
takilan erkek hastalarda saptanmistir (Bergogne-Berezin ve Towner, 1996; Gaynes ve
Edvard, 2005). Savas ve arkadaslar1 ¢alismalarinda toplum koékenli ve hastane kokenli
iriner sistem enfeksiyonu etkenlerini arastwrmislar ve 4. baumannii tiirlerini hastane
kokenli enfeksiyon etkeni olarak %2.3, toplum kokenli enfeksiyon etkeni olarak %0.9
oraninda bulmuslardir (Savas ve ark., 2003). Tirkiye’de yapilan c¢ok merkezli bir
calismada kateter iligkili idrar yolu enfeksiyonlarinda A. baumannii tiirlerinin goériilme
oran1 %7,5 olarak rapor edilmistir (Leblebicioglu ve ark., 2007). Ulkemizde 2016 Ulusal
Saghk Hizmeti Iliskili Enfeksiyonlar Siirveyans Ag1 Etken Dagilimi ve Antibiyotik Direng
raporunda A. baumannii hastane kokenli iiriner sistem enfeksiyonlarinda %4.6 ile besinci
sirada hastane kokenli kateter iligkili tiriner sistem enfeksiyonlarinda ise %9 ile besinci

sirada yer almistir (Sencan, 2017a).

1.2.5. Yumusak doku enfeksiyonlar

A. baumannii tiirleri cerrahi, yanik ve travma yaralarinda kolonize olabilir, agir
yumusak doku enfeksiyonlarmma yol acgabilir ve osteomyelite kadar ilerleyebilirler
(Bergogne-Berezin ve Towner, 1996; Ozgiir ve Aksaray, 2014). Karakteristik olarak
hastane kokenli A. baumannii yara enfeksiyonu, dogal afetler ve insan kaynakl felaketlerle
iligkilidir (Visca ve ark., 2011). 4. baumannii’ye bagh gelisen yumusak doku
enfeksiyonlar1 siklikla prostetik materyal ile iliskili olup genis debritman gerektiren
enfeksiyonlar gelisebilir. A. baumannii tiirleri vendz kateterle iliskili selliilite neden
olabilirler. Bu enfeksiyon sadece kateterin ¢ekilmesi ile iyilesebilir (Ozgiir ve Aksaray,
2014). Irak ve Afganistan’da yaralanan Amerikan Askeri Birlikleri’nde 6zellikle agik tibia
kirig1 olan askerlerde CID’li 4. baumannii’ye bagh gelisen ciddi yara yeri enfeksiyonlari

ve osteomiyelit bildirilmistir. Bunda sahra hastanesi ¢evresindeki toprakta Acinetobacter
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kolonizasyonunun kaynak oldugu diistiniilmiistiir (Griffith ve ark., 2007; Peleg ve ark.,
2008). Gliney Dogu Asya’daki tsunami ve Tiirkiye’deki Marmara bolgesindeki depremden
sonra yumusak doku enfeksiyonlar1 saptanan bir¢ok hastada; enfeksiyona neden olan
bakteriler arasinda 4. baumannii’nin en yiiksek oranda iiredigi rapor edilmistir (Onciil ve
ark., 2002; Maegele ve ark., 2005). Son calismalarda yanik iinitelerinde tedavi goren
hastalarda ortaya ¢ikan yanik enfeksiyonlarinda 4. baumannii insidansinin 6nemli dercede
arttig1 vurgulanmaktadir (McConnel ve ark., 2013). Chim ve arkadaslar1 ¢alismalarinda
yanik yogun bakim iinitesinde 5 yilda goriilen hastane kdkenli enfeksiyonlar1 incelemisler
ve en sik etken olarak A. baumannii tirlerini bildirmislerdir (Chim ve ark., 2007).
Ulkemizde 2016 Ulusal Saglik Hizmeti Iliskili Enfeksiyonlar Siirveyans Agi Etken
Dagilim1 ve Antibiyotik Diren¢ raporunda A. baumannii hastane kokenli cerrahi alan

enfeksiyonlarinda %10 ile dordiincii sirada yer almistir (Sencan, 2017a).

1.2.6. Diger enfeksiyonlar

Yukarida belirtilen enfeksiyonlara ek olarak, A. baumannii nadiren endokardit
yapabilir. A. baumannii kaynakli endokarditler protez kapak ve intravaskiiler kataterle
iligkilidir (McConnel ve ark., 2013). Periton diyalizi ile iliskili peritonit, perkiitan
transhepatik kolanjiografi ve perkiitan safra drenajiyla iliskili kolanjit, pankreas ve
karaciger abseleri, otolog kemik iligi transplantasyonundan sonra gelisen tiflit, osteomyelit,
travma sonrasi ekstremite enfeksiyonu, travma, kontak lens kullanimi ya da g6z cerrahisi
sonrast endoftalmit ya da keratit enfeksiyonlar1 bildirilen diger nadir vakalardir
(Bergogne-Berezin ve Towner, 1996; Levy, 2005; Peleg ve ark., 2008). Bachmayer ve
arkadaslari, calismalarinda AIDS’li bir hastada follikiilit etkeni olarak A4.baumannii’yi
izole etmislerdir (Bachmeyer ve ark., 2005).

1.3. Acinetobacter baumannii Enfeksiyonlarinda Tedavi

A. baumannii genis ¢apl intrinsik ve edinilmis direng belirleyicileri nedeniyle
bilimsel olarak biliyiikk bir 6nem kazanmistir. 4. baumannii Amerikan Enfeksiyon
Hastaliklar1 Dernegi tarafindan mevcut antibakteriyel stratejilerin tiimiiniin faydasini
biiyiik dl¢iide tehdit eden “kirmizi alarm” patojenlerinden biri olarak kabul edilmistir
(Joly-Guillou, 2005; Peleg ve ark., 2008; Almasaudi, 2016). A.baumannii enfeksiyonlari
1970’lerden 6nce aminoglikozid, beta-laktam ve tetrasiklinler dahil olmak iizere bir ¢ok

antibiyotikle tedavi edilebilirken, 4. baumannii’nin simdi bilinen tiim antibiyotiklere
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direnc¢li hale gelmesi bugiiniin klinisyenlerinin tedavide sorun yasamalarma yol agmistir

(Peleg ve ark., 2008).

Karbapenemler 4. baumannii enfeksiyonlarinin tedavisinde etkili antibiyotiklerden
olmalarma ragmen karbapenem direngli A. baumannii izolatlarmm oram giderek
artmaktadir. CID A.baumannii enfeksiyonlarinm tedavisi igin sadece birka¢ antibiyotik
secenegi vardir. Bu nedenle CID veya tiim ilaglara direngli (PDR:pan drug resistant) A.
baumannii ile savagmak i¢in kolistin/imipenem, kolistin/meropenem, kolistin/rifampisin,
kolistin/tigesiklin, kolistin/sulbaktam, kolistin/teikoplanin ve imipenem/sulbaktam gibi
kombinasyon terapileri ve yeni ilaclar kapsaml bir sekilde arastirilmaktadir (Lee ve ark.,

2017).Tedavide kullanilabilen antibiyotik gruplar1 sunlardir:

Karbapenemler: imipenem, meropenem ve doripenem de dahil olmak {izere
karbapenemler, bu organizmaya kars1 etkin aktiviteleri ve giivenli kullanimlar1 nedeniyle
A. baumannii enfeksiyonlarin tedavi etmek i¢in kullanilan en etkili antimikrobiyallerden
sayllmakla birlikte, karbapenem direnci giderek yayginlasmaktadir. Karbapenem direncli
A. baumannii suslar1 minosiklin/tigesiklin ve polimiksinler gibi smirli sayida antibiyotikler
disinda yaygin olarak kullamilan diger tiim antibiyotiklere de direncli oldugundan,
enfesiyonlarinin tedavisi zorlagsmaktadir. Birka¢ etkili antibiyotik ile kombine edilen
karbapenem tedavileri yaygm sekilde test edilmistir ve sonugta bircok vakada A.
baumannii enfeksiyonlarma kars1 sinerjik bir etki olustugu goriilmiistiir. Bununla birlikte,
tigesiklin veya kolistine direngli 4. baumannii’nin son zamanlarda artmasi, diinya ¢apinda
halk saglig1 i¢in gittikce artan bir tehdit olusturmaktadir (Almasaudi, 2016; Lee ve ark.,
2017).

Sulbaktam: sulbaktam, bir beta-laktamaz inhibitoriidiir ve 4. baumannii’nin penisilin
baglayan proteinleri i¢in afiniteye sahiptir. 4.baumannii’ye kars1 intrinsik aktiviteye sahip
olan sulbaktam, beta-laktamaz inhibitorleri i¢inde en aktif olandir. Ampisilinin sulbaktam
ile kombine tedavisi, CID A. baumannii’ye baghh kan dolasim enfeksiyonlarinin
tedavisinde etkilidir. Ampisilin/sulbaktam/karbapenem kombinasyon tedavisi CID A.
baumannii bakteriyemisi ve karbapenem diren¢li A. baumannii’nin neden oldugu deri ve
yumusak doku enfeksiyonunun tedavisinde etkilidir. Ancak VIiP’de etkili degildir (Lee ve
ark., 2017). A. baumannii’nin neden oldugu agir sepsisi ve bobrek fonksiyon bozuklugu
olan hastalarda, sulbaktamm farmakokinetigi ve farmakodinamigi belirlenmistir
(Yokoyama ve ark., 2015; Jaruratanasirikul ve ark., 2016). Bir baska beta-laktamaz

inhibitorii olan tazobaktamin, A. baumannii pndmonisinin bir fare modelinde kolistin ve
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daptomisin gibi peptit antibiyotiklerin aktivitesini artirdig1 saptanmustir. Yazarlar, beta-
laktamaz inhibitorleri ve peptit antibiyotikler arasindaki yapisal benzerlikler nedeniyle,
beta-laktamaz inhibitorlerinin, peptid antibiyotiklerini gii¢lendirmede benzer etkiler

gosterebilecegini One stirmiislerdir (Sakoulas ve ark., 2016).

Polimiksinler: polimiksinler 70 y1l dnce kesfedilen ve ¢cogu gram negatif bakteriye karsi
giiclii etkinlik gosteren bir grup polikatyonik peptit antibiyotiklerdir. Bes polimiksin (A-E)
arasinda, sadece bir amino asit farki olan polimiksin B ve E (kolistin) klinik olarak
kullanilir (Lee ve ark., 2017). CID A. baumannii izolatlarinda kolistin direnci oran1 (%
10.4) rifampisin (% 47.8) veya tigesiklin (% 45.5) direncinden daha diisiiktiir (Chang ve
ark., 2012). Bagska bir ¢alismada da benzer sonuclar bildirilmistir (Muthusamy ve ark.,
2016). Bu nedenle, kolistiny CID A. baumannii enfeksiyonlarma kars1 etkili tek
antimikrobiyal ajan olarak goriilmektedir. Kolistin, CID A. baumannii enfeksiyonlarmi
tedavi etmek icin kullanilan kombinasyon tedavilerinin 6nemli bir bilesenidir.
Kolistin/rifampisin,  kolistin/minosiklin,  kolistin/karbapenem,  kolistin/sulbaktam,
kolistin/tigesiklin, kolistin/daptomisin, kolistin/fusidik asit ve kolistin/teikoplanin gibi
bircok kolistin bazli kombine tedavilerin A. baumannii enfeksiyonlarina karsi in vivo veya
in vitro olarak sinerjik etki gosterdigi belirlenmistir (Ergiit-Sezer ve ark., 2017; Lee ve
ark., 2017). Bir cahsmada fare femur enfeksiyonu modelinde CID A. baumannii
izolatlarinda en etkili tedavi olarak rifampin veya fusidik asitle kombine edilen kolistin
tedavisinin ~ oldugu  goriilmiistiir (Fan ve ark.,, 2016). Kolistin/daptomisin,
kolistin/imipenem  ve  imipenem/ertapenemi  karsilastiran  bir  ¢alismada  ise
kolistin/daptomisin kombinasyonunun en etkili tedavi oldugu gosterilmistir (Cordoba ve
ark., 2015). Kolistine diren¢li A. baumannii suslar1 diinya ¢capinda artmaktadir. Kolistine
kars1 gelisen ve artmasindan korkulan diren¢ sorunu, diger antibiyotiklerle kombine
kullanimin1 giindeme getirmistir. Ilging bir sekilde, kolistin-direngli A. baumannii’ye kars1
cesitli antimikrobiyal kombinasyonlarin in vitro aktivitelerinin arastirildigi bir ¢alismada,
en etkili kombinasyonlarin, kolistinin en yaygm bilesen olarak kullanildig:
kolistin/rifampin ve kolistin/teikoplanin oldugu gosterilmistir (Bae ve ark., 2016). Benzer
sekilde, kolistin ile kombine minosiklin tedavisi de, minosikline direncli A. baumannii’nin
neden oldugu enfeksiyonlar: tedavi etmekte etkilidir (Yang ve ark., 2016). Kolistinden
farkli olarak, polimiksin B, 6n ilag (prodrug) formundan aktif bir forma doniistiiriilemedigi
icin, plazma konsantrasyonlar1 hedef seviyelere daha hizli ulasir. Ek olarak, direkt

parenteral uygulama i¢cin polimiksin B mevcuttur. Polimiksin B’nin uygun
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farmakokinetigine ragmen, doza baglh gelisen nefrotoksisite, kombine tedavilerde

kullanilan polimiksin B konsantrasyonunu sinirlamaktadir (Lee ve ark.,2017).

Tetrasiklinler ve Glisiklinler: minosiklin, doksisiklin ve tetrasiklinin A4.baumannii’ye
kars1 antimikrobiyal etkisi vardir. Minosiklinin, doksisiklin ve tetrasikline direngli suslara
karsi etkili oldugu gosterilmistir. Buna neden olarak, tetrasiklin spesifik effluks pompasini
kodlayan tet(A) direng belirleyicisinin minosikline kars1 direng gelistirememesi
gosterilmistir (Reinert ve ark., 2007). A. baumannii’nin minosikline olan ortalama
duyarhlik orani diinya ¢apinda yaklasik % 80’dir. Bu nedenle minosiklin tedavisi yliksek
basar1 oranlarina ve 1yi tolere edilebilirlige sahiptir (Lee ve ark., 2017). Bununla birlikte,
minosiklinin kulanilmaya baglanmasindan itibaren A. baumannii izolatlarinin yaklasik %
20’s1 minosikline karsi direnglidir. TetB efluks pompasi, minosiklin direncinin temel
belirleyicisidir. Kolistin ile kombine edilmis minosiklin tedavisi, minosikline direngli A.
baumannii enfeksiyonlarmin tedavisinde etkilidir. Rifampisin, kolistin veya imipenem ile
kombine minosiklin tedavisi, tetB geni olmayan izolatlarin ¢ogunda sinerjik bir etkiye
sahiptir, ancak tetB genine sahip izolatlarda degildir (Yang ve ark., 2016; Lee ve ark.,
2017).

Tigesiklin, glisiklin grubu antibiyotiklerin ilk {iyesi olup minosiklin derivesidir ve
2005 yilinda kullanima girmistir. 30S ribozomal alt birime baglanarak bakteriyostatik
aktivite sergileyen tigesiklinin tetrasiklinlere benzemek ile birlikte bazi avantajlar1 vardir.
Eski tetrasiklinlere direncli mikroorganizmalara etkili olmasi bunlardan biridir. Yine etki
spektrumunun genislemesi ile Ozellikle agir enfeksiyonlarda kullanilmaktadir. Gram
negatif ve gram pozitif bakterilerin pek g¢oguna etkilidir, ayn1 zamanda antianaerob
aktiviteye de sahiptir. Ancak antipseudomonal aktivitesi azdir. Karbapenem direngli
Acinetobacter izolatlarina karsi in vitro aktivitesi vardir. Tigesiklin, amikasin ve kolistin
gibi baz1 antibiyotik smiflar1 ile sinerjik bir etki gosterir. Bununla birlikte, tigesiklin
kullannminin artmasi ile A. baumannii’de tigesiklin minimal inhibisyon konsantrasyonu
(MIK) degerlerinde hizla gelisen artis ve direng rapor edilmistir. Bu durum kullanim
kisitlamalarini ortaya ¢ikarmistir. Diinya genelinde 2004-2009 yillar1 arasinda, tigesiklinin
ortalama MIK degerinde 0.3’den 0.5’e artis oldugu vurgulanmaktadir. Bir ¢alismada 82
klinik izolattan elde edilen 19 farkli klon saptanan CID A. baumannii izolatlarinin
%66’sin1n tigesikline direncli (MIK > 8 mg/L) ve %12’sinin orta diizey direngli (MIK 4-6
mg/mL) oldugu gosterilmistir (Stein ve Craig, 2006; Towner, 2009; Tasova, 2010; Lee ve
ark., 2017). CID A. baumannii enfeksiyonu olan 266 hasta iizerinde yapilan bir calismada
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ise, tigesikline dayali tedavinin tigesikline bagli olmayan tedavilerden daha etkili olmadigi
gosterilmistir (Lee ve ark.,2013). AdeABC gibi efluks pompalarinin asir1 ekspresyonu ile
iliskili olan tigesiklin direnci, bir¢ok tip merkezinde klinik A. baumannii izolatlarinda
bildirilmistir (Navon-Venezia ve ark., 2007; Peleg ve ark., 2008; Lee ve ark., 2017). Bu
nedenle, A. baumannii enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in sadece sinirli vakalarda, tigesiklin

tek olarak kullanilabilir (Lee ve ark., 2017).

Aminoglikozidler: 4.baumannii’ye kars1 aminoglikozidler orta seviyede antimikrobiyal
etkiye sahiptirler. Cok merkezli ¢alismalarda, amikasinin Acinetobacter spp.’ye karst %60
oraninda duyarlilifa sahip oldugu anlasilmistir (Karageorgopoulos ve Falagas, 2008).
Aminoglikozidlerin CID A.baumannii izolatlarinda aktivitesi duyarli izolatlara gore daha
diisiiktiir. Bu nedenle aminoglikozidler, A. baumannii enfeksiyonlarinda kombinasyon

tedavisinde kullanilan ilaclardir (Almasaudi, 2016).

Florokinolonlar: A.baumannii’ye karst florokinolonlarim orta derece antimikrobiyal
aktivitesi vardir. Ozellikle Acinetobacter spp.’ye kars1 siprofloksasinin duyarlilik orani
%44 civarmda bulunmustur. Ancak florokinolonlarin CID izolatlara kars: aktivitesi diisiik

olarak rapor edilmistir (Karageorgopoulos ve Falagas, 2008).

1.4. Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalar

A. baumannii’de ila¢ direncinden sorumlu ¢ok sayida mekanizma mevcuttur. Bunlarin
bir kismi antibiyotiklere 6zgii diren¢ mekanizmalari; digerleri ise ¢oklu ila¢ direncinden

sorumlu mekanizmalardir (Perez ve ark., 2007).

1.4.1. Antibiyotige 6zgii diren¢c mekanizmalar

A. baumannii’de antibiyotiklere 6zgii diren¢ mekanizmalari, diger bakterilerdekine
benzer sekilde antibiyotik molekiiliiniin modifikasyonu ve/veya inaktivasyonunu ve
antibiyotigin hedefindeki degisiklikleri kapsamaktadir (Perez ve ark., 2007; Dal ve ark.,
2012).

1.4.1.1. Beta-Laktam antibiyotiklere kars1 direnc

A.baumannii’nin beta-laktam antibiyotiklere kars1 direncinden sorumlu 6nemli
mekanizmalardan biri kromozom veya plazmid kontroliinde beta-laktamaz enzimlerinin
iretilmesidir (Perez ve ark., 2007). Antibiyotige 6zgli dig membran porinlerinin kayb1 ve

penisilin baglayan proteinlerdeki degisiklikler de, A.baumannii nin beta-laktam direncinde
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rolii oldugu bilinen diger mekanizmalardir (Pasteran ve ark., 2006; Perez ve ark., 2007).
A.baumannii’ nin lrettigi beta-laktamazlar arasinda Ambler siniflandirmasinda A’da yer
alan TEM-1, PER-1, VEB-1, SHV-12, TEM-116, TEM-92,CTX-M-2, CTX-M-43 gibi
genis spektrumlu beta-laktamazlar 6nemli yer tutmaktadir (Perez ve ark., 2007).
Ulkemizde yapilan bir calisma, A. baumannii izolatlarmm Fransa, Belgika, Kore, Amerika
Birlesik Devletlerin’dekine (ABD) benzer seklide PER-1 tipi beta-laktamazlar1 yaygin
olarak iirettigini ortaya koymustur (Vahaboglu ve ark., 1997; Naas ve ark., 2006; Pasteran
ve ark., 2006). VEB-1 tipi beta-laktamaz {ireten A.baumannii salginlar1 Fransa, Belcika ve
Arjantin’den bildirilmistir (Poirel ve ark., 2003; Naas ve ark., 2006; Pasteran ve ark., 2006;
Dal ve ark., 2012). 4. baumannii izolatlari, Ambler smif A beta-laktamazlar disinda
Ambler simif C’de yer alan ve ‘‘Acinetobacter derived cephalosporinases’ (ADCs) olarak
da bilinen AmpC enzimleri de iiretmektedirler. A.baumannii’de bu enzimin asir1 derecede
iiretilmesinde ‘‘ISAbal’’ ad1 verilen bir insersiyon sekans (IS) elementinin rolii oldugu ve
bu element sayesinde genis spektrumlu sefalosporinlere kars1 direng gelistigi bilinmektedir
(Ruiz ve ark., 2007). Sefepim ve karbapenemler AmpC enziminden etkilenmeyen
antibiyotiklerdir (Pasteran ve ark., 2006; Simona ve ark., 2008). A.baumannii,
karbapenemazlar da liretmekte olup bunlar Ambler sinif D’de yer alan OXA tipi beta-
laktamazlari, Ambler sinif B’de yer alan metallo beta-laktamazlar1 kapsamaktadir. OXA
tip1 beta-laktamazlar arasinda OXA-23 benzeri, OXA-40 benzeri, OXA-58 benzeri, OXA-
51 benzeri, OXA-69 benzeri, OXA-24 beta-laktamazlar bulunmaktadir (Perez ve ark.,
2007; Simona ve ark., 2008). Iskogya’da 1985 yilinda bulunan OXA-23iin (ARI-1), 4.
baumannii’nin karbapenem direncinde dnemli rol oynadig: bilinmektedir (Paton ve ark.,
1993). A.baumannii’nin irettiZi metallo betalaktamazlar arasinda ise penisilinleri,
sefalosporinleri ve karbapenemleri hidrolize eden IMP-1, IMP-2, IMP-4, IMP-5, IMP-6,
IMP-9, IMP-11, IMP-12, VIM-1, VIM-2, SIM-1 yer almaktadir (Perez ve ark., 2007,
Simona ve ark., 2008). Beta-laktamazlar disinda A. baumannii’nin beta-laktam
antibiyotiklere direncinde, dis membran porinlerinin kaybi1 da rol oynamaktadir. Dis
membran porinlerinden 29 kDa agirligindaki CarO’nun kaybi imipenem ve meropenem
direncine; 35.6 kDa agirligindaki 1siya duyarli bir protein olan HMPAB’nin kaybi ise
penisilin ve sefalosporin direncine yol agmaktadir (Vila ve ark., 2007; Simona ve ark.,

2008).
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1.4.1.2. Aminoglikozid direnci

A. baumannii’nin aminoglikozid direncinde aminoglikozid modifiye edici
enzimlerin {iretilmesi Onemli rol oynamaktadir. Bunlar arasinda fosfotransferazlar,
asetiltransferazlar, niikleotidiltransferazlar yer almakta olup bu enzimleri kodlayan genler
bakteriler arasinda plazmid ve transpozonlarla yayilma egilimindedirler (Perez ve ark.,

2007; Dal ve ark., 2012).

1.4.1.3. Kinolon direnci

A. baumannii’nin kinolonlara 6zgii direncinde, ilacin hedefi DNA giraz enziminde
degisiklige yol agan mutasyonlar énemli yere sahiptir. Bu mutasyonlar, gyrd ve parC
genlerindeki mutasyonlar1 kapsamaktadir. Sadece gyr4’da ortaya ¢ikan bir mutasyon orta
diizey kinolon direncine yol acarken; gyr4 ve parC’nin ikisinde birlikte ortaya cikan
mutasyon yiiksek diizey kinolon direncine yol agmaktadir (Perez ve ark., 2007; Peleg ve

ark., 2008).

1.4.1.4. Tetrasiklin direnci

A. baumannii’de tetrasikline 6zgii direng 1ki mekanizma ile ortaya ¢ikmaktadir. Bu
mekanizmalardan biri ilaca 6zgili pompa sistemleridir. Bunlar arasinda TetA ve TetB aktif
pompa sistemleri yer almakta olup TetA sadece tetrasiklin; TetB ise hem tetrasiklin hem de
minosiklin direncine yol agmaktadir. A. baumanii’de tetrasiklin direncinden sorumlu diger
mekanizma ise tetrasiklinin ribozomal hedefinde degisiklige yol agan mutasyonlardir. tetM
geni tarafindan kodlanan proteinler, tetrasiklin, doksisiklin, minosiklinin ribozomdaki
hedef bolgelerine baglanmalarim1 engellemektedir (Perez ve ark., 2007; Peleg ve ark.,

2008).

1.4.1.5. Peptid yapih antibiyotiklere direng

A.baumannii’de peptid yapili antibiyotikler polimiksin B ve polimiksin E’ye
(kolistin) kars1 diren¢ mekanizmalar1 heniiz tam olarak bilinmemekle birlikte iki
mekanizma {iizerinde durulmaktadir. Bunlardan biri, dig membran lipopolisakkaritlerinde
(LPS) meydana gelen modifikasyonlar sonucunda antibiyotigin hedef bdlgesine olan
ilgisinin azalmasiyla olustugudur (Pasteran ve ark., 2006; Siroy ve ark., 2006; Peleg ve
ark., 2008; Simona ve ark., 2008). LPS’deki degisiklik LPS’nin kaybin1 ve iki bilesenli
sistem (PmrAB) tarafindan LPS’ye fosfoetanolaminin eklenmesini icerir. pmrd ve

pmrB’deki mutasyonlar, lipit A’nin hepta-asile edilmis formuna fosfoetanolamin ekleyen

23



pmrC’yi aktive eder (Lee ve ark., 2017). Digeri ise dig membran porinlerinden OmpW
benzeri porinlerin ekspresyonunun azalmasiyla ortaya ¢iktigini ileri siirmektedir (Pasteran

ve ark., 2006; Siroy ve ark., 2006; Peleg ve ark., 2008; Simona ve ark., 2008).

1.4.1.6. Trimetoprim sulfametoksazol direnci

A.baumannii nin trimetoprim-sulfametoksazol direncinde integronlarin ve bunlarla
tasman gac, sul, dHfr gibi genlerin sorumlu oldugu ortaya konmustur (Pasteran ve ark.,

2006; Gu ve ark. , 2007; Simona ve ark., 2008).

1.4.1.7. Kloramfenikol direnci

A. baumannii’de kloramfenikole 0zgii diren¢ mekanizmalarindan biri ilacin
modifikasyonuna yol acan ve caf geni tarafindan kodlanan enzimlerin iiretimi; digeri de
ilaca 6zgli CmlA aktif transport proteini ile ilacin hiicre digina pompalanmasidir (Dal ve

ark., 2012).

1.4.2. Coklu ila¢ diren¢ mekanizmalari

Son yillarda yapilan calismalar diger gram negatif bakterilerdekine benzer sekilde
A.baumannii’nin ¢oklu ila¢ direncinden esas olarak aktif ilag pompa sistemlerinin sorumlu
olduguna dikkat ¢cekmektedir (Nikaido ve Zgurskaya, 2001; Poole, 2005). Bilindigi gibi
bakterilerdeki aktif ilag pompa sistemleri bes protein siiper ailesinin iiyesidirler. Bunlar,
“ATP Binding Casette’” (ABC); ‘“‘Major Facilitator Super Family’’ (MFS); ‘‘Multidrug
and Toxic Compound Extrusion’ (MATE); ‘“‘Small Multidrug Resistance’” (SMR) ve
gram negatif bakterilerde yaygin olarak bulunan ‘‘Resistance Nodulation Cell Division™’

(RND) dur (Marchand ve ark., 2004; Poole, 2005).

1.4.2.1. AdeABC pompa sistemi

Yeni ¢alismalarda, A. baumannii’nin ¢oklu ila¢ direncinde, AdeABC isimli bir
pompa sisteminin ¢ok Onemli rolii oldugu iizerinde durulmaktadwr. AdeABC pompa
sistemi, yapisal diizeyde sentezlendiginde A. baumanniinin dogal direncine katkida
bulunurken asir1 derecede sentezlendiginde tek bir adimda bir¢ok antibiyotige kars1 direng
gelisimine neden olmaktadrr (Marchand ve ark., 2004; Vila ve ark.,, 2007).
Aminoglikozidler, beta-laktamlar, florokinolonlar gibi klinikte yaygmn kullanimi olan
bircok antibiyotigi substrat olarak kullanabildigi gosterilen AdeABC pompasinm, A.

baumannii’nin klinikte biiyiik sorun tegkil eden ila¢ direncinin 6nemli bir nedeni oldugu
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iler1 stiriilmektedir (Magnet ve ark., 2001; Peleg ve ark., 2007). AdeABC pompa sistemi
2001 yilinda tanimlanmisve RND protein ailesinin iyesidir (Magnet ve ark., 2001).
AdeABC aktif ila¢ pompasmin substrat profili oldukca genis olup aminoglikozidler, baz1
beta-laktam antibiyotikler, eritromisin, florokinolonlar, tetrasiklinler, tigesiklin,
kloramfenikol, trimetoprim ve ¢ok sayida toksik maddeyi kapsamaktadir (Pannek ve ark.,
2006; Ruzin ve ark., 2007). AdeABC, esas transport proteini AdeB, membran flizyon
proteini AdeA ve dis membran proteini AdeC’den olusan iic komponentli bir pompa
sistemidir. Sitoplazmik membranda bulunan transport proteini AdeB, substratlarini i¢
membranin fosfolipit tabakasindan veya sitoplazmadan yakalayarak AdeA ve AdeC
yardimiyla hiicre disina pompalar (Marchand ve ark., 2004; Wieczorek ve ark., 2008). Bir
periplazmik protein olan AdeA, AdeB ve AdeC arasindaki baglantiy1 saglayan aksesuar bir
proteindir. Transportun ana sorumlusu AdeB, AdeC olmadan da baska dis membran
proteinlerini kullanarak pompalama islevini yerine getirebilmektedir. AdeABC aktif
pompa proteinlerini kodlayan genler, kromozomda bulunurlar ve ayni operon {iizerinde
yerlesiktirler. Bu operondaki yapisal genler adeA, adeB, adeC , diizenleyici genler ise adeS
ve adeR’dir. adeR geninin {iriinii AdeR proteini, 228 aminoasitten olusan transkripsiyon
diizenleyici bir protein, adeS geninin iirlinii AdeS ise bir sensor kinazdir. AdeS, ¢evresel
uyarilara (antibiyotik veya toksik bilesik varlig1) bagli olarak internal histidini fosforile
eder ve fosfati AdeR diizenleyici proteininin aspartat rezidiisiine transfer eder. AdeR’nin
fosforilasyonu, AdeABC pompa proteinlerinin transkripsiyonunu aktive eder (Wieczorek

ve ark., 2008; Dal ve ark., 2012).

1.4.2.2. AbeM ve diger pompa sistemleri

A. baumannii’de AdeABC aktif ilag pompa sistemi disinda farkl protein ailelerine
iiye baska ila¢c pompa proteinleri de bulunmaktadir. Bunlar arasinda TetA, TetB gibi ilaca
0zgii pompa proteinleri yaninda MATE ailesine iye AbeM gibi ¢oklu ilag direncine yol
acan pompa proteinleri de bulunmaktadir. AbeM pompasinin substart profili, AdeABC’ye
kiyasla daha kisitli olup bu pompanin substratlari arasinda akriflavin, daunorubisin,
doksorubisin, etidyum bromid, flourokinolonlar, gentamisin, triklozan, Hoechst 33342,
rodamin 6 G, bulunmaktadir. Bu pompanin, A.baumannii’nin klinik izolatlarinin ¢oklu

direncindeki rolii rolii tam olarak bilinmemektedir (Su ve ark., 2005).

A. baumannii’de AdeABC ve AbeM disinda son yillarda varlig1 gosterilen diger bir

ila¢c pompa sistemi, bakterinin dogal direncinde rolii oldugu ileri siiriilen RND ailesinin bir
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iyesi olan AdelJK pompasidir. Akridin, beta-laktam antibiyotikler, eritromisin,
florokinolonlar, fusidik asit, kloramfenikol, linkozamidler, novobiyosin, pironin, rifampin,
safranin, sodyum dodesil siilfat, tetrasiklinler, trimetoprim AdelJK pompasinin substrat
olarak kullandig1 antibiyotikler ve toksik maddelerdir (Damier-Piolle ve ark., 2008).
AdeDE ve AdeXYZ de, A. baumannii’de yeni tanimlanan diger pompa sistemleridir
(Tseng ve ark., 1999; Chau ve ark., 2004). RND ailesi liyesi AdeDE’nin amikasin,
eritromisin, etidyum bromid, kloramfenikol, meropenem, rifampin, seftazidim,
siprofloksasin, tetrasiklini substrat olarak kullandig1 belirtilmektedir (Peleg ve ark., 2007).
AdeXYZ pompasmin ise substrat profili ve klintk 6nemi heniiz tam olarak

bilinmemektedir (Dal ve ark., 2012).

Acinetobacterler dogal transformasyon kapasitesine sahip olmalar1 dolayisiyla
genetik degisime oldukca acik mikroorganizmalardir. Bu 6zellikleri antibiyotik direng
genlerinin tiir bireyleri arasinda kolayca yayilmasina imkan vermektedir. A. baumannii
genomunda cesitli direng genlerini bir arada tasiyan diren¢ adaciklarnin varligi ortaya
konmustur (Perez ve ark., 2007; Dal ve ark., 2012). Fournier ve arkadaslar1 CID gdsteren
A. baumannii izolatlarinda ‘‘AbaR1’’ adi1 verilen 86kb uzunlugunda bir diren¢ adaciginin
varligin1 gostermislerdir. AbaR1’de saptanan 45 diren¢ geninin VEB-1, AmpC, OXA-10
beta laktamazlarmi, aminoglikozid modifiye edici enzimleri ve tetrasiklin aktif pompa
proteinlerini kodlamaktan sorumlu oldugunu belirtmislerdir. Ayrica AbaR1 adaciginin
mobil genetik elementler de icerdigi gosterilmistir. Ayni calisma antibiyotiklere duyarlh 4.
baumannii izolatlarinda genomun aynm1 lokasyonunda diren¢ genleri tasimayan,
““AbaG1’ad1 verilen, 20 Kb’lik bir gen adaciginin varligmi ortaya koymustur (Fournier ve
ark., 2006). Smith ve arkadaslar1 tarafindan yapilan diger bir calismada, A. baumannii
ATCC 17978 izolatinda ilag¢ direnci ile iligkili 74 direng geni saptanmistir. Bu direng
genleri arasinda 32 aktif pompa geni, 11 permeaz geni, 26 agir metal dire¢ geninin yer
aldig1 ve bu direng genlerinin yayilmasinda transpozonlarin; bu genlerin ekspresyonlarinin
diizenlenmesinde de, IS elementlerinin 6nemli rolii oldugu gosterilmistir (Smith ve ark.,

2007).

1.5. Epidemiyolojik Tiplendirme Yontemleri

A. baumannii suslarinin hastanelerdeki yayilimini kontrol edebilmek i¢in
mikroorganizmanin potansiyel rezervuarlarmin ve taginma yollarmin tanimlanmasi

gereklidir. Salgin suslarinin epidemiyolojik olarak iliskisiz olan diger Acinetobacter
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izolatlarindan ayrilabilmesi i¢in izolatlarn alt tiir (subspecies) diizeyinde karsilagtirilmasi
gerekir. Bu amagla kullanilan yontemler, epidemiyolojik tiplendirme yontemleri olarak

tanimlanir (Peleg ve ark., 2008).

1.5.1. Fenotipik tiplendirme yontemleri

Fenotipik tiplendirme yontemleri biyokimyasal Ozelliklere, antibiyotik duyarlilik
paternlerine, serolojik reaksiyonlara (serotiplendirme), faj tiplendirmesine ve protein

profillerine dayanir (Peleg ve ark., 2008).

1.5.1.1. Biyotiplendirme

En yaygm kullanilan sus tanimlama ve tiplendirme yOntemlerinden birisidir.
Suslarin farkli biyokimyasal reaksiyonlarina, morfolojilerine ve cevre toleranslarma gore
ayrimma dayanir. Biyotiplendirme yonteminde, mikroorganizma tiirleri farkli iireme
ortamlarindaki  bilesenleri  kullanabilmesine ve bazi kimyasal reaksiyonlar1
gerceklestirebilmesine gore tanimlanir, ayni zamanda belirli bir tiriin {yelerini
biyokimyasal farkliliklara gore aymrmada kullanilabilir. Biyotiplendirme, giiniimiizde tiir
identifikasyonu ic¢in tasarlanmig otomatik sistemler ile laboratuvarlarda rutin olarak

kullanilmaktadir (Singh ve ark., 2006).

1.5.1.2. Antibiyotipleme

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda yaygm olarak uygulanan bir testtir.
Antimikrobiyal duyarlilik testi otomatize broth mikrodilisyon ya da disk diflizyon
yontemleri kullanilarak yapilir. Hem disk diftizyon hem de sivi diliisyon yontemi dikkatli
bir sekilde standardize edilmekte olup, laboratuvar i¢i ve laboratuvarlar arasi
tekrarlanabilirligi yiiksektir. Testlerden elde edilen MIK degerleri ya da difiizyon zon
caplar1 epidemik kiime analizlerinde, diger epidemiyolojik testlerle uyumlu sonuglar verir.
Ancak, genetik ve epidemiyolojik olarak iliskili olmayan izolatlar da ayni1 duyarlilik
paternini verebilirler. Bu yiizden epidemiyolojik ¢aligmalarda antibiyotiplemenin degeri

simirhdir (Bergogne-Berezin ve Towner, 1996; Singh ve ark., 2006).

1.5.1.3. Serotiplendirme

Bir dizi antikor kullanilarak bakterilerin yiizeyindeki antijenlerin tespit edilmesi
yoluyla antijenik cesitliligin gosterilmesidir. Antiserumun elde edilme giigliigli ve farkh

metodlar arasindaki standardizasyon problemleri nedeniyle degeri diisiiktiir. Serotipin
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mikroorganizmanin degismez bir 6zelligini yansitmasi yontemin avantajidir (Andrei ve

Zervos, 2006; Singh ve ark., 2006).

1.5.1.4. Bakteriyofaj ve bakteriyosin tiplendirmesi

Bakteriyofaj ve bakteriyosin tiplendirmesi bir takim bakteriyofajlar ya da
bakterisidal toksinlere (bakteriyosinler) maruz birakilan test izolatlarmin litik paternlerini
degerlendiren bir metoddur. Bu geleneksel tiplendirme metodlar1 sinirli sayida tiir i¢in
uygulanabilmektedir. Ciinkii mevcut bakteriyofajlar ve toksinler bu tiirler i¢in yeterli ayrim
gliciinii saglayabilecek sayida identifiye edilmistir. Fajlarin {iretimi ve kesintisiz kalite
kontrolii olduk¢a O6nemli olup, yogun tecrilbbe ve zaman isteyen bir ugrastir. Ayrica
tekrarlanabilirligi diistik bir yontem olmasi ve standardizasyonundaki problemler faj
tiplendirmesi metodunun kullanimin1  sinirlandirmaktadir  (Singh ve ark., 2006).
Bakteriyosin tiplendirmesi, daha az zahmetlidir ve serotiplendirme, antibiyotiplendirme
veya biyotiplendirmeyle birlikte epidemiyolojik ¢alismalarda kullanilabilmektedir (Andrei
ve Zervos, 2006).

1.5.2. Genotipik tiplendirme yontemleri

Genotiplendirme yontemleri, plazmid profilleme, ribotipleme, PFGE, random
polimorfik DNA amplifikasyon (RAPD) analizi, rep-PCR, AFLP analizi, multilokus
sekans tiplendirmesi (MLST) ve PCR-ESIMS gibi yontemleri igerir (Peleg ve ark., 2008).

1.5.2.1. PFGE

1983 yilindan bu yana kullanilan PFGE, salgmn kaynagmnin tespitinde kullanilan
molekiiler epidemiyolojik yontemlerin altin standardi olarak kabul edilmektedir (Goering,
2006). Bu yontemde kromozomal DNA karsilastirilir. Kromozomal DNAnin restriksiyon
enzimleri ile kesilmesi sonucu farkli boyutlarda bir dizi fragment olusur, bu fragmentler
agaroz jel elektroforezi ile incelendiginde farkli paternler elde edilir. Paternlerdeki
farkliliklar restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmini (RFLP) gosterir. Enzimler
bakteriyel kromozom iizerinde ¢ok sayida taninmis bdlgelerde bulunan DNA’y1 kesmek
icin kullanilir, elde edilen c¢ok sayidaki bant fragmentleri agaroz jel elektroforezi ile
karsilagtirilir. Son zamanlarda analiz i¢in DNA’y1 daha az siklikta kesen restriksiyon
enzimleri kullanilmaktadir. Elde edilen DNA fragmentleri konvensiyonel agaroz jel
elektroforezi ile ayrilamayacak kadar biyiiktiir. PFGE olarak smiflandirilan birkag
alternatif metot bu DNA fragmentlerini aymrabilmektedir (Singh ve ark., 2006). Klasik
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siirekli agaroz jel elektroforezinde ancak 30-50 kb uzunlugundaki DNA molekiillerinin
ayrimi yapilabilmektedir. 50 kb’dan daha uzun DNA pargalar1 tek yonli akim ile jel
iizerinde yogun tek bir bant seklinde hareket eder ve verimli bir sonu¢ elde edilmez
(Koksal, 2003). Ancak, elektriksel akimin yonii periyodik olarak degistirilirse, PFGE ile
1000 kbp’den daha uzun DNA molekiilleri ayirtedilebilir. Elektrikli alanin yonii ve
acisinda yapilan her degisiklik sonucunda, kiiclik parcalar yeni komutlar dogrultusunda
daha hizli hareket ederek biiyiik parcalardan kopacaktir ve biiylik parcalar geride, kiigiik
parcalar ise onde olacak sekilde yeni bir dizilim ortaya ¢ikacaktir (Koksal, 2003; Singh ve
ark., 2006).

Bu yontem i¢in 6zel cihazlar kullanilir ve en yaygin kullanilan iki tip cihaz vardir;
CHEF (contour-clamped homogenous electric field) ve FIGE (field inversion (alan
degistirme) gel electrophoresis). FIGE yonteminde, elektriksel alanin yoniinii periyodik
olarak 180° tersine c¢evrilmesini saglayan bir elektroforez tanki kullanilir. CHEF
yonteminde ise ¢oklu elektrotlara sahip daha kompleks bir elektroforez tanki kullanilir ve
ayrim i¢in etkili bir elektrik alan sartlari olusturulur. Tipik olarak elektroforez cihazi
elektrik alanmin yoniinii 120° acilarla degistirerek DNA molekiillerinin yoniinii degistirir.
Bu yontemde DNA parcalari jel tizerinde siirekli olarak zikzak cizerek hareket eder ve kisa
siirede ¢ok sayida bant olusturur. CHEF cesitli antibiyotik diren¢li bakterilerin yayilimini
degerlendirmede kullanilir. izolatlardan elde edilen bulgular, ayn1 ya da iliskili restriksiyon
endoniikleaz paterni seklinde tek bir sustan yayilim gosterdigi ya da farkli klon oldugu
tespit edilir (Koksal, 2003; Singh ve ark., 2006). PFGE ile elde edilen bant paternlerine
gore izolatlar arasindaki iliskiyi yorumlamada standardizasyon saglamak i¢in kullanilan
yontem, Tenover ve arkadaslarinin ortaya koydugu PFGE patern semasidir. Bu semaya
gore, ayn1 bant paternine sahip izolatlar ayni sus olarak degerlendirilir. Bakteriyel izolatlar
bir genetik farklilik igeriyorsa 1-3 bant farkia sahip olabilir ve suslar yakin iliskilidir.
Izolatlarda 4-6 bant farklihiginmn olusmasi iki bagimsiz genetik degisiklik sonucundadir ve
suslar olasi iligkilidir. Bakteriyel izolatlarda 7 ya da daha fazla bant farklilig1 bulunmas: ii¢
ya da daha fazla genetik degisikligi ifade eder ve iligkisiz sus olarak degerlendirilir
(Tenover ve ark., 1995). Bu kriterler kiiciik ve yerel ¢alismalar i¢in kabul edilebilir
degerlerdir. Genellikle hastane enfeksiyonu salginlarinda, PFGE patern analizi
‘““‘BioNumerics’ gibi yazilim programlar:t kullanilarak yapilir ya da DNA parmak izi

verilerinin analizi i¢in kullanilan diger programlardan segilebilir (Singh ve ark., 2006).

29



1.5.2.2. Arbitrarily primed (Random Amplified) PCR (AP-PCR)

Tiplendirmede bu yontem ile hedefe bagli kalinmadan, rastgele seg¢ilmis, kisa
primerler kullanilarak, agaroz jel elektroforezinde farkli bant profilleri olusturabilecek,
degisik uzunluklarda DNA amplifikasyon iiriinleri elde edilmektedir. Bu yontemde
randomize secilen bir veya daha fazla primer ile DNA’daki bircok bdlge cogaltilir
(Durmaz, 2001; Singh ve ark., 2006; Van-Belkum ve ark., 2007). Kullanilan primerlerin
uzunluguna gore yontem farkli isimler alir. AP-PCR’de kullanilan primerler klasik PCR’
dekine benzer sekilde 18-24 bp olarak tasarlanmistir. RAPD yonteminde kullanilan
primerler 8-10 bp ve DAF (DNA amplifikasyon fingerprinting) yonteminde kullanilan
primerler 4-5 bp uzunlugunda dizayn edilir (Koksal, 2003). Bu kisa primerlerde G-C
bazlar1 fazladir (Tenover ve ark., 1995). Bu yoOntemlerde primerin rastgele
baglanmasindaki kilit nokta diisiik ‘‘annealing’’ 1s1s1 kullanilmasidir. Baglanma 1s1s1 40-
50°C’ye dusiiriilerek primerlerin kromozom tizerinde hem kendilerine 6zgii bolgelere hem
de 6zgii olmayan bogelere baglanmasi saglanir ve DNA sentezi gerceklesir (Versalovic ve
ark., 1991; Singh ve ark., 2006). Aym tiir icerisindeki farkli suslarin belirlenmesi
amplifikasyon sonucu elde edilen iirlinlerin agaroz jelde yiiriitiilmesi ile elde edilen
bantlarin sayist ve biyiikliigli degerlendirilir ve her izolata ait bant profilleri
karsilastirilarak suslarin iligkileri belirlenir (Koksal, 2003). AP-PCR ve RAPD yontemi,
hastane kokenli patojenlerin tiplendirilmesinde diger tiplendirme yontemlerine gére daha
hizli olmasma ragmen, teknik varyasyonlara duyarliligi daha fazladir. Reaksiyon
sartlarinda ya da reaktiflerdeki kiiciik degisiklikler sonuglarin tekrarlanabilirligini
zorlastirir ve elde edilen bant paternlerinin degismesine neden olur. Bu yiizden, olas1 salgin
suslarint karsilastirmak problemli olabilir. Sik1 kontrol edildigi zaman, 6zellikle farkli
primerler kullanilarak multiple amplifikasyon yapildiginda AP-PCR yiiksek seviyede
ayrim saglayabilir (Singh ve ark., 2006). Laboratuvarlar aras1 standardizasyonu saglamak
icin, M13 gibi evrensel primer kullanilmasi, sonuglarin giivenilirligini arttrmak i¢in
standardize edilmis amplifikasyon karisimi ve standart bir amplifikasyon protokolii
uygulanmalidir. Ayrica, tiim salgin izolatlar1 ayni anda ¢alisilmalidir (Durmaz, 2001). AP-
PCR sonuglarmin yorumlanmasi bazen zordur, c¢iinkii AP-PCR varyasyonlar1 spesifik
genetik olaylar ile sik1 bir sekilde eslesmez. Bu yiizden PFGE i¢in tanimlanan prensipler
tipik AP-PCR paternleri i¢cin uygulanamaz. Eger suslar ayn1 fragment paternine sahipse ya
da paternler 3 ya da daha fazla fragment farklilig1 iceriyorsa tiplendirmenin yorumlamasi

daha kolaydir; sirasiyla suslar ya klonal ya da iliskisiz olarak degerlendirilir. Fakat tek bir
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bant biiyiikliigiindeki bir degisikligi ya da birka¢ bant yogunlugunu yorumlamak ic¢in bir
olciit yoktur (Singh ve ark., 2006).

1.5.2.3. Rep-PCR

Rep-PCR, ¢esitli prokaryotik ve dkaryotik mikroorganizmada, genom i¢inde bir¢ok
bolgede yerlesen tekrarlayan elemanlar1 hedefleyen primerleri kullanan bir tekniktir.
Genom igerisinde serpistirilmis tekrarlayan DNA sekans elementleri 6karyotlarda yaygin
olarak bulunur ve en iyi bilineni memelilerde tanimlanan Alu sekans ailesidir. Alu PCR
tekniginde, Alu tekrarlarnmm genom igerisindeki serpistirilmis dagilimi, Alu tekrar
sekanslar1 arasindaki 6zgiin dizilerin ¢ogaltilmasinda kullanilir. Tir 6zellikli tekrarlayan
DNA elementleri yakin iligkili tiirlerin ayriminda kullanilir. Versalovic ve arkadaglari
tarafindan tanimlanan bakteriyel genom parmakizi analizi yonteminde, bakteri
genomundaki tekrarlayan DNA elementlerinin PCR ile ¢ogaltilmas1 sonucu elde edilen
susa Ozgili paternler incelenir. Tiplendirme icin iki set tekrarlayan element (repetitive
element) kiimesi kullanilir. Bunlardan birincisi REP (repetitive extragenic palindromic
elements), 38 bp diziye sahiptir ve korunmus palindromik kokler arasinda 6 dejenere
pozisyondan ve 5 bp degisken loptan olusur. Tiplendirmede kullanilan diger DNA sekansi1
ERIC (enterobacterial repetitive intergenic consensus sequences)’tir. ERIC sekans1 126 bp
elementten olusur ve yliksek oranda korunmus ekstragenik ters tekrar dizileri icerir. Bu
bolgeler E. coli ve Salmonella Typhimurium’dan elde edilen sekans verileriyle
tanimlanmistir (Versalovic ve ark., 1991; Olive ve Bean, 1999). REP ve ERIC
amplifikasyonu tek primerle, bir set primerle ya da coklu primer setiyle uygulanabilir. REP
paternleri ERIC paternlerine gére daha komplekstir, fakat iki yontemde sus diizeyinde iyi
ayrim saglar. REP ve ERIC PCR teknikleri tek basma kullanilarak 6rneklerin ayrimi
saglanabilir (Olive ve Bean, 1999).

Rep-PCR, DNA tiplendirmesinde, hizla yaygmn kullanim alani bulan bir teknik
olmaya baglamistir. Rep-PCR primerleri REP ve ERIC sekansina dayali olarak basarili bir
sekilde Bartonella, Bacillus subtilis, Citrobacter diversus, Enterobacter aerogenes,
Rhizobium meliloti, metisilin direngli Staphylococcus aureus (S. aureus), Streptococcus
pneumanoniae (S. pneumoniae), A. baumannii, Buerkholderia cepaia, Lejionella
pneumophilia, Helicobacter pylori, Neisseria gonorhoeae ve Neisseria meningitidis (N.
meningitidis) gibi mikroorganizmalarin ayriminda kullanilmaktadir. Yontem, ¢ok sayida ya

da kiiciik miktarlardaki izolatlarla kolayca uygulanabilir. Ayrica rep-PCR ¢ok sayida tiire
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uygulanabilirlik yelpazesine sahiptir ve diger genomik parmak izi analizleri ya da plazmid
profili analizine gore daha iyi ayirma giicii gosterir (Olive ve Bean, 1999). Rep-PCR, 16S-
23S spacer region ya da 16S rRNA restriksiyon analizine gore daha iyi ayrim giiciine
sahiptir. Rep-PCR’nin, multilokus enzim elektroforezi, biyokimyasal karakterizasyon ve
ribotiplendirme gibi diger tiplendirme metotlari ile karsilastirildiginda daha {istiin bir metot
oldugu gosterilmistir (Woods ve ark., 1992; Vila ve ark., 1996; Olive ve Bean, 1999). Rep-
PCR’nin PFGE ile korelasyon gdsterdigi ancak tiplendirmede ayirma giiciiniin PFGE’ye
gore daha az oldugu gosterilmistir (Chuang ve ark., 2010). Rep-PCR yontemi son yillarda
diversilab sistemi olarak bilinen otomatize bir sistem haline getirilmistir. DiversiLab
sistemi klinik laboratuvarlar i¢in giivenilir PCR tabanli tiplendirme olanagi saglamaktadir.
Otomatize rep-PCR sisteminin standardize, tekrarlanabilirligi yiiksek, hizli ve kullanigh bir
tiplendirme metodu oldugu belirtilmektedir. Rep-PCR diversilab sisteminde, genom
iizerinde kodlanmayan tekrarlayan sekanslar1 hedef alan primerler kullanilarak ¢ogaltma
yapilir ve elde edilen verilerin dijitalize edilmesi ve hizli tespit edilmesi i¢in mikro akigkan
¢ip ve bilgisayar yazilimi kullanilir. Ayrica elde edilen verilerden program yardimi ile hem
rapor hazrrlanir hem de sonuglar veri tabaninda arsivlenerek daha sonra tekrar
kullanilabilir (Sekil 1.1, Sekil 1.2) (Healy ve ark., 2005). DiversiLab sistemi bilesenleri; (a)
Agilent 2100 bioanalyzer; amplifiye fragmentleri mikroakiskan bir ¢ip lizerinde ayirir ve
ornekleri floresans yogunlugu ve gog siiresine gore tespit eder, (b) rep-PCR reaktif kitleri
ve (¢) web tabanl diversilab yazilimidir. DiversilLab yazilimi analiz sonuglari, test edilen
biitiin Ornekler arasinda pair-wise (eslesme) benzerligi hesaplamak icin Pearson
correlation’u kullanarak proximity matrix’ini olusturmaktadir. Diversilab sistemi
tarafindan olusturulan sonuclar, dendrogram (izolatlar arasinda hiyerarsik olarak iligkiyi
gostermektedir), scatter plot (grafiksel ¢izim, iligkinin spatial (boyutsal), non-hiyerarsik
goriintiisiinii saglamaktadir), jel-benzeri goriintii ve elektroferogramdir. Ticari olarak temin
edilebilen bu bilesenlerin, otomasyon, teknik kolaylik, hizlilik ve yogun mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda calisanlar i¢in kullamishi oldugu bildirilmektedir. Izololatlar analiz
sonrast farksiz (ayuwt edilemez sekilde benzer), benzer veya farkli olarak kategorize
edilmektedir. Uretici, izolatlar ve salginlarin bir¢ok grubunu karsilatirmis ve kategorileri
altin standart analiz ile ortaya koymustur. Genel olarak ‘‘farkli’> kategorisi; <%95
benzerlik ve homojen organizmalar i¢cin >2 bant farklilig1 veya heterojen organizmalar i¢in
>3 bant farklilig1 olarak tanimlanmis. ‘‘Benzer’’ kategorisi; <%97 benzerlik ve homojen
organizmalar i¢in 1 bant farklilif1 veya heterojen organizmalar i¢in 2 bant faklilig1 olarak

tanimlanmis. ‘‘Farksiz’’ kategorisi >%95 benzerlik ve hi¢ farkli bant olmadigi yani
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bireysel bantlarin yogunlugunda hi¢bir varyasyon olmadigi durumlar olarak tanimlanmigtir

(Shutt ve ark., 2005).

Sekil 1.1. Genom i¢indeki tekrarlayan dizilere primerlerin tutunmasi ve cogaltilmasi
(BioMerieux, 2010)

Sekil 1.2. Fragmanlarin floresans yogunluguna gore olusan grafikler (BioMerieux, 2010)
1.5.2.4. AFLP

AFLP, genom parmak izi teknigi, restriksiyon endoniikleaz (RE) ile kesim sonucu
elde edilen DNA fragment kiimesinin selektif amplifikasyonuna dayanir. AFLP, ilk olarak
bitki genomu karakterizasyonunda kullanilan bir ydntemdir, daha sonra bakteriyel
tiplendirmede de kullanilmustir. iki tip AFLP ydntemi tanimlanmistir, bunlardan ilki, 2
farkli RE ve amplifikasyon i¢in 2 primer igeren yontemdir. Ikincisinde ise bir primer ve bir
RE kullanilmaktadir. En yaygin kullanilan seklinde bakteriyel DNA ekstrakte edilir,
saflagtirillir ve EcoRI ve Msel gibi 2 enzim ile kesilir. Kesilen fragmentler 3’ ucundan
selektif baz iceren primerler ile amplifiye edilir. AFLP yonteminin ayrim giicii PCR bazli
ribotiplendirmeden daha iyidir, fakat rep-PCR ya da PFGE ile karsilagtiriimamistir (Olive
ve Bean, 1999). AFLP cok tercih edilen bir yontem olmasina ragmen bazi dezavantajlari
da wvardir. Bunlar; zahmetli olmasi, teknik beceri gerektirmesi, dikkatli bir

standardizasyona ihtiya¢ gostermesi ve ekipmanlarinin pahali olmasidir (Demirdal, 2010).

1.5.2.5. MLST

MLST ayrim giicii yiiksek bir tiplendirme metodudur, N. meningitidis, S.

pneumoniae ve S. aureus gibi gesitli patojenler i¢cin kullanilir (Peleg ve ark., 2008). 4.
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baumannii i¢in MLST semas1 Bartual ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilmistir (Bartual ve
ark., 2005). A. baumannii MLST semasi, 305-513 bp uzunlugunda korunmus 7
housekeeping gene (gltA, gyrB, gdhB, recA, cpn60, gpi, ve rpoD) dayanmaktadir. MLST
yonteminin, PFGE ve AFLP yontemleri ile iyi korelasyon gosterdigi bildirilmistir.
Yontemin ayrim giici PFGE ve AFLP analizi ile karsilastirilabilir diizeyde olmasina
ragmen, MLST yOnteminin pahali ve zahmetli bir yontem olmasi, rutin salgin analizleri
icin ya da A. baumannii epidemiyolojik analizleri i¢cin kullanimi uygun bulunmamaistir.
MLST Kkiitiiphanesi olan, birka¢ epidemiyolojik tiplendirme sisteminden birisidir. Global
epidemiyolojik calismalara uygun oldugu ve epidemilerin gdsterilmesinde, CID A.
baumannii klonlarinin ulusal ve uluslararast dagilimini arastrmada kullanigh oldugu da

belirtilmistir (Peleg ve ark., 2008).

1.5.2.6. PCR-ESIMS

PCR-ESIMS, MLST yonteminin daha yiiksek veri saglayan formudur. A.
baumannii, Acinetobacter gen. sp. 3 ve 13TU’nun tiir identifikasyonunda ve klonal
analizlerde kullanilabilir. Alt1 bakteriyel housekeeping geninin korunmus bdlgeleri, her
izolatta amplifiye edilir, amplifikasyon {triinleri tuzdan arindirilir, saflastirilir ve kiitle
spektrumlar1 (mass spectra) elde edilir. Sistem 267 Acinetobacter izolati
(enfeksiyonlardan, askeri ve toplumsal kolonizasyonlardan ve salginlardan elde edilen) ile
olusturulmus ve PFGE ile karsilastirildiginda iyi korelasyon verdigi belirtilmistir. PCR-
ESIMS genotiplendirme metodunun en biiyiik avantaji hizli sonu¢ vermesidir (Peleg ve

ark., 2008).
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2. ONCEKI CALISMALAR

Hastanelerin yogun bakim iinitelerinde Acinetobacter enfeksiyonlarmin ilk rapor
edilisleri 1960°lara dayanir. Bu raporlar cogunlukla Avrupa ve Amerika’daki hastanelerden
bildirilmistir. 1965°te bir Alman hastanesinde toplanan bakteriyolojik verilerin bilgisayar
analizleri, hastane enfeksiyonlarinda Acinetobacter cinsinin varligini ortaya koymustur
(Gonzalez-Villoria ve ark., 2016). 1970’11 yillardan beri 6nemli hastane enfeksiyonu
etkenleri arasinda anilan A. baumannii ile ilgili ¢alismalarin sayisinda yillar gectikge artis
goriilmiistiir. Ornegin Pubmed veri tabanindaki c¢alismalara bakildiginda 2004-2010
yillarinda 793 makale yaymlanmisken, 2011-2017 yillar1 arasinda bu sayr %200 artarak
2396’ya ¢ikmistir (Towner, 2009; Pubmed, 2018). Bu boliimde genel bir fikir olusturmasi
acisindan A.baumannii ile ilgili farkli yillarda yapilmis ve farkli veri tabanlarinda

yayinlamis birkag¢ calisma 6zetlenmistir.

2.1. Epidemiyolojik Calismalar

McDonald ve arkadaslar1 (1999), 1987-1996 yillar1 arasinda Acinetobacter tiirlerine
bagli hastane kdkenli enfeksiyonlarin son 10 yildaki artigin1 ve enfeksiyonlarin belirgin bir
mevsimsel degisime sahip olup olmadigmi belirlemek i¢in NNIS sisteminde yer alan
hastanelerin yetiskin ve pediatrik yogun bakim {initelerinden rapor edilen enfeksiyonlar1
analiz etmiglerdir. Toplamda 5.596.156 hasta-giin boyunca 3447 hastane kokenli
Acinetobakter enfeksiyonu gelistigi tespit edilmistir. Major enfeksiyonlar olarak kan
dolasim1 enfeksiyonlari, pndmoni ve iiriner sistem enfeksiyonlar1 belirlenmistir. 1987-1989
arasinda enfeksiyon oranlarinda artig goriilse de sonrasinda enfeksiyon oranlarmin giderek
diistiigii tespit edilmistir. Enfeksiyonlarin yilin diger zamanlarina gére temmuz-ekim aylari
arasinda yaklasik %50 oraninda daha fazla gelistigi belirlenmistir. Bu durum
Acinetobacterlerin dogal yasam alanlarinda nemli ortamlarda daha fazla tireme 6zelligi
gostermesi ile agiklanmis olup yaz aylarinda klima kullanimi nedeni ile cevresel
kontaminasyona bagli olusabilecegi de belirtilmistir. Anstey ve arkadaslar1 (2002),
yaptiklar1 calismada Acinetobacter tiirlerinin, nadir olarak 6zellikle tropikal ve sub-tropikal
bolgelerde; eslik eden hastaligi olan, yogun alkol ve sigara igicilerinde toplum kdkenli

enfeksiyonlara yol acabildigini gostermislerdir.
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Zeana ve arkadaglarinin (2003), calismasinda toplumdaki kisilerin ellerinden izole
edilen A. baumannii izolatlar1 ile Manhattan’da iki hastaneden elde edilen A. baumannii
izolatlarmnin antibiyotik direng dzellikleri ve genotipleri karsilastirilmugtir. iki hastaneden
toplam 103 A4.baumnnii izolat1 (A hastanesi; 81, B hastanesi; 22), toplumdaki kisilerden ise
23 A.baumannii izolat1 toplanmistir. Hastane kokenli izolatlarm %36.6’smda CiD
saptanirken toplum kékenli izolatlarda CID’e rastlanmamustir. Toplum kokenli izolatlarm
prevelanst %10.4 olarak saptanmustir (23/222). Molekiiler tiplendirme ile 42 4. baumannii
susu tanimlanmistir. A hastanesi ve B hastanesindeki izolatlarin klonal iligkisi sirasiyla
%355.6 ve %68.2 ile ayirt edilemez veya yakindan iliskili olarak saptanmistir. Toplum
kokenli izolatlarin ¢gogunlugu (%83.3) iliskisiz olarak saptanmistir. Yazarlar ¢aligsmalarimin
hastane kokenli A.baumannii izolatlar1 ile toplum kokenli 4. baumannii izolatlarmin
karsilastirilarak incelendigi ilk calisma oldugunu belirterek CID A. baumannii i¢in
rezervuarin hastanelerin kendileri oldugu ve lokal bir problem olarak kabul edilmemesi

gerektigi goriisiine varmislardir.

Amerika Birlesik Devletlerinde (1995-2002) hastane kokenli kan dolasimi
enfeksiyonlar: ile ilgili yapilan genis ¢apli bir ¢calismada A. baumannii tek etkenli hastane
kokenli kan dolasimi enfeksiyonlarina yol acan en yaygin etkenler igerisinde 10. sirada yer
almistir. A. baumannii kaynakli kan dolasimi enfeksiyonlari siklikla yogun bakim
iinitelerinde meydana gelmistir. A. baumannii kaynakli kan dolasimi enfeksiyonlarina bagl
mortalite oranlar1 yogun bakim tinitelerinde %34 ile %43.4 arasinda, yogun bakim tiniteler1
disinda ise %16.3 olarak belirlenmistir. Bu mortalite oranlar1 ile yogun bakim iinitelerinde

mortalitesi en yiiksek etkenler arasinda 3. sirada yer almistir (Wisplinghoff ve ark., 2004).

Inan ve arkadaslarmin (2012), yaptig1 bir calismada YBU’lerdeki Acinetobacter
spp. nedenli enfeksiyon oranlarmin 2004 yilinda %16.1 iken 2010 yilinda %40.6’ya
yiikseldigi saptanmistir. Sengiil ve arkadaslarmin (2013), calismasmda YBU’de takip
edilen, VIP tanis1 konulan ve trakeal aspirat kiiltiiriinde direncli 4. baummanii iireyen 54
hastanin verileri retrospektif olarak degerlendirilmistir. Hastalar, etken izolasyonu
sonrasinda 30 giin i¢inde mortalite varligi bakimindan iki gruba ayrilmis olup yas, cinsiyet,
ek hastalik, Acute Physiology and Chronic Health Evaluation (APACHE) II skoru, etken
izolasyonu Oncesi yatis siiresi, santral kateter varligi, beslenme sekli (parenteral-enteral),
cerrahi operasyon gegcirip gecirmedikleri, etken izolasyonu sirasindaki 16kosit, hemoglobin,
trombosit, ortalama trombosit voliimii, C-reaktif protein diizeyleri, bakteri direng durumu

bakimindan degerlendirilmistir. Hastalarin 38’inde (%70) mortalite gelismis iken, 16
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(%30) hastada mortalitenin gelismedigi goriilmiistiir. Mortalite, kadinlara oranla erkeklerde
daha fazla saptanmustir (20/13, 18/3, P=0.04). Bobrek yetmezligi, mortalite gelisen grupta
13 hastada, mortalite gelismeyen grupta bir hastada bulunmustur (P=0.01). APACHE 11
skoru mortalite gelisen grupta 21.14+ 4.26 iken, mortalite gelismeyen grupta 14.20+4.89
olarak tespit edilmistir (P< 0.01). Trombosit sayis1 mortalite gelisen hastalarda anlamli
olarak daha diisiik saptanmis olup (P=0.02), A.baumannii’ye bagh VIP’lerde erkek
cinsiyet, yliksek APACHE II skoru, bobrek yetmezligi ve diisiik trombosit sayis1 mortalite

ile iligkili bulunmustur.

Rafei ve arkadaslar1 (2015), ¢alismalarinda Liibnan’da 4. baumannii’nin hastane
dis1 epidemiyolojisini arastirmayir amaglamislardir. Bu amacgla Subat 2012°den Ekim
2013’e kadar toplam 73 su 6rnegi, 51 toprak 6rnegi, 37 ¢ig inek siitii 6rnegi, 50 inek eti
ornegi, 7 ¢ig peynir 0rnegi ve 379 hayvan ornegi A. baumannii’nin varhigi i¢in kiiltiir
yontemler ile analiz edilmistir. 4. baumannii su 6rneklerinin % 6.9’unda, siit 6rneklerinin
% 2.7’sinde, et Orneklerinin % 8.0’mnda, peynir Orneklerinin% 14.3’linde ve hayvan
orneklerinin % 7.7’sinde tespit edilmistir. Sonu¢ olarak, hayvanlarin A. baumannii igin
potansiyel bir rezervuar olabilecegini ve yeni karbapenemazlarin yayilmasinda etkili
olabileceklerini ileri stirmiisler ve bu nedenle toplum kdkenli enfeksiyonlarda tanimlanan

yeni hayvan klonlarinin rollerinin arastirilmasini 6nermislerdir.

Uwingabiye ve arkadaslar1 (2016), yaptiklar1 retrospektif calismada Rabat
Muhammed V Askeri Egitim Hastanesi’ndeki YBU’ler ve diger iinitelerden elde edilen
sonuglar1 karsilastirarak Acinetobacter klinik 1zolatlarinin  sikligin1  ve antibiyotik
duyarhliklarin1 belirlemeyi amaglamiglardir. Bu amagla 2012-2014 yillar1 arasinda
hastanede yatan hastalardan enfeksiyon tanisi koymak i¢in alinan 6rneklerden elde edilen
tim klinik Acinetobacter izolatlar1 kullanilmistir. Calisma siiresince 441 Acinetobacter
klinik izolat1 toplanmistir. Bu say1 tiim bakteriyel klinik izolatlarm %6,4’iinii (n=6352),
gram negatif bakterilerin ise %9.6’sm1 (n=4569) olusturmustur. Bu izolatlarin yarisindan
fazlast YBU’lerden izole edilmis olup (%54.9) 293 tanesi enfekte hastalardan elde
edilmistir. Enfekte hastalarin % 65.2°s1 erkek hasta olup erkek/kadin cinsiyet orani 1/9
olarak saptanmistir. izolatlar yogun bakim iinitelerinden sonra %34.7 dahili kliniklerden,
%8.4 ise cerrahi kliniklerden elde edilmistir. Izolatlarm izole edildigi hastalarin yas
ortalamasi 56 olarak belirlenmistir (42 ile 68 aralifinda). Acinetobacter klinik izolatlarinin
%44.67’s1 solunum sistemi 6rneklerinden elde dilmis olup bunu %14.51 ile kan kiiltiirleri

izlemistir.
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Khaldi ve arkadaslarmin (2017), yaptiklar1 bir ¢alismada 2010°dan 2015°e kadar
siiren alt1 y1l boyunca Fas’taki Marrakech Muhammed VI Universite Hastanesinde izole
edilen 4. baumannii izolatlarmin epidemiyolojik profili ve farkli antibiyotiklere direng
diizeyleri degerlendirilmistir. 4. baumannii izolatlarmin calisma siliresi boyunca izole
edilen tiim bakterilerin % 7’sini (n = 546) ve 2013’ten beri izole edilen CID bakterilerin ise
% 21’in1 olusturdugu belirlenmistir. Calisma boyunca 4. baumanii izolatlarinin giderek
artiy gosterdigi tespit edilmistir (2010:57, 2015:129 izolat). Calismadaki A. baumanii
izolatlarmin %62’si yogun bakim iinitelerinden elde edilmis olup bunu %20 ile dahili
klinikler, %18 ile cerrahi klinikler takip etmistir. Yol agtiklar1 baslica enfeksiyonlar olarak
pndmoni ve bakteriyemi belirlenmistir. A. baumannii izolatlarinin cinsiyete gore dagilimi,
%63 ile erkek egemenligi gdstermistir. izolatlarm %70’i yetiskinlerden, % 30’u ise

cocuklardan (<15 yas) izole edilmistir.

2.2. Antibiyotik Direnci ile flgili Yapilan Calismalar

Wareham ve arkadaslar1 (2008), yaptiklar1 ¢alismada Acinetobacter tiirlerindeki
karbapenem direncini 2000 yilinda %0 bulurken, 2006 yilinda %55 olarak bulmuslardir.

Perez ve arkadaslar1 (2007) ile Turner ve Greenhalgh (2003) makalelerinde
A.baumannii ile ilgili g¢esitli ¢alismalarin sonuglarma yer vermislerdir. Bu calismalardan
biri uluslararas1 baglantili ve ¢ok merkezli bir calisma olan MYSTIC (Meropenem Yearly
Susceptibility Test Information Collection) calismasidir. Bu calismada A.baumannii
izolatlarmin ¢esitli antibiyotiklere diren¢ durumlari arastirilmistir. Calismanin 1997-2005
yillar1 arasindaki verilerine gore, meropenem direnci ortalama olarak %5.9°dan %28.6’ya
yiikselmistir. Bu ¢alismanin 1997-2000 yillar1 arasindaki verilerine gore, bir¢ok iilkede
meropenem direnci %10’un altinda iken, Ingiltere ve Italya’da %30 civar1 bulunmustur.
Tirkiye ise %35 ile en fazla direncin gorildiigi iilkelerden birisi olmustur. Ayni
calismanin 2000-2003 aras1 yapilan Tiirkiye ayaginda ise meropenem direnci %42,
imipenem direnci ise %48 bulunmustur. 2004 yil1 verisinde ise Tiirkiye %50’den fazla

olarak en fazla direncin goriildiigii tilkelerden birisi olmustur (Dizbay ve ark., 2008).

Giir ve arkadaslarmm (2008; 2009), Tiirkiye’de ¢ok merkezli HITIT siirveyans
calismasina gore A. baumannii izolatlarinda, seftriaksona %95.5, seftazidime %382.6,
sefepime %77.5, imipeneme %52.2, sefoperazon-sulbaktama %41.3, piperasilin-
tazobaktama %78.7 oranlarinda direng bildirilmistir. Calismanin devaminda 13 merkezin

katildigi, HITIT-2 siirveyans calismasinda ise A. baumannii izolatlarmin tiim
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antibiyotiklere yiiksek derecede direncli oldugu bulunmus ve 4. baumannii’nin en diisiik
direng oran1 gosterdigi antibiyotikler, sirasiyla sefoperazon/sulbaktam (%52) ve imipenem
(%55.5) olarak belirlenmistir. Ancak, degisik merkezlere gore direng oranlarinin oldukga
farklilik gosterdigi, katilan merkezlerin bazilarinda karbapenemlere direng oranlarmin %80

gibi yiiksek degerlerde saptandig1 gozlenmistir.

Jazani ve arkadaslar1 (2010), ¢alismalarinda yanik yaralarindan izole edilen 48
A.baumannii izolatimin ESBL insidansini degerlendirmeyi amaglamiglardir. Bu amagla
inceledikleri A.baumannii izolatlarmin antibiyotik direnclerini; sefazolin %100, sefepim
%98, seftazidim %98, kanamisin %95.8, ofloksasin %95.8, sefotaksim %95.8, tikarsilin
%93.7, karbenisilin %93.7, piperasilin %88.9, trimetoprim-sulfametoksazol %79.1,
gentamisin  %70.8, sefalotin %60.4, amikasin %52, imipenem %14.6 seklinde

saptamiglardir.

Bayram ve arkadaslar1 (2013), yaptiklar1 ¢alismada izolatlarda kolistine direng
saptamamis, amikasine %64, tetrasikline %355, imipeneme %71, meropeneme %72,
sefoperazon-sulbaktama %389, siprofloksasine %92, gentamisine %90, seftazidim %94,
piperasilin-tazobaktama %96, sefepime %95 ve sefotaksime %96 oraninda direng tespit

etmislerdir.

Savcr ve arkadaslarmin (2015), yaptiklar1 ¢alismada Ocak 2005-Mayis 2012
tarthleri arasinda mikrobiyoloji laboratuvarma gonderilen klinik 6rneklerden izole edilen
170 A. baumannii izolat1 incelenmis olup izolatlarin diren¢ oranlari; kolistin %3,
tobramisin %8, tigesiklin %15, amikasin %65, sulbaktam/ampisilin %95, sefepim %93,
sefotaksim %97, seftazidim %93, gentamisin %90, imipenem %66, meropenem %065,
tetrasiklin %62, trimetoprim-sulfametoksazol %66, piperasilin/tazobaktam %93 ve
siprofloksasin %92 olarak saptanmustir. Imipenem igin 2009 yilina kadar direng oran1 %0,
2011 yilinda ise direng oranm1 %88.57 olarak tespit edilmis, kolistin i¢in 2012 yilinda ilk

direngli sus saptanmustir.

Moradi ve arkadaslar1 (2015), Iran’da 2001 ve 2013 yillar1 arasinda A.baumannii
izolatlarmin antibiyotik diren¢ oranlarin1 degerlendirmek amaciyla 87 rapordan olusan 36
yayini incelemislerdir. Bu amacgla 3049 A.baumannii izolatinin amikasin, seftazidim,
siprofloksasin, seftriakson, kolistin, sefotaksim, doksisilin, sefepime, gatifloksasin,
gentamisin, imipenem, levofloksasin, meropenem, minosiklin, mezlosilin, netilmisin,

polimiksin B, piperasilin, ampisilin/sulbaktam, trimetoprim-sulfametoksazol, tetrasiklin,
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tikarsilin, tikarsilin/klavulanik asit, tobramisin, piperasilin/tazobaktam diren¢ oranlarmni
yillara gore karsilastirmislardir. Calismada 2001 ve 2007 yillar1 arasinda digerlerine
kiyasla diisiik diren¢ oranmna sahip karbapenemler, lipopeptitler ve aminoglikozidler
haricinde tiim antibiyotiklere kars1 yiiksek bir diren¢ oran1 oldugunu tespit etmislerdir. Bu
iic gruptan biri olan karbapenemlere karsi olan direncin 2010-2013 yillar1 arasinda artis
gosterdigini (calismanin baslangicinda %51.1 imipenem, % 64.3 meropenem direnci
calismanin sonunda sirasiyla %76.5 ve %81.5 olmustur), lipopeptitler ve amikasin
disindaki aminoglikozitlere karsi olan direncte ise Onemli bir degisiklik olmadigini
saptamislardir. Amikasine karsi direng 2001-2007 yillar1 arasinda %58.4 iken 2012-2013
yillar1 arasinda %95 olarak belirlenmistir. Penisilin direnci ile ilgili olarak 2001- 2011
yillarimi kapsayan verileri degerlendirdiklerinde piperasilin direncinde kayda deger bir artis
saptamislardir (2001-2007 yillar1 arasinda %63.9 olan direng, 2010-2011 yillarinda
%93.4’e yiikselmistir). Calismanin baslarinda yiiksek olarak saptanan beta-laktam/beta-
laktamaz kombinasyon grubuna karsi olan direng oraninda ¢alismanin sonunda énemli bir
degisiklik saptanmamistir. Calisma boyunca antimikrobiyal direncin en yiiksek seviyesi,
seftazidim, sefepim, sefotaksim ve seftriakson dahil olmak iizere (% 90’dan fazla) sefem
grubunda kaydedilmistir. Trimetoprim-sulfametoksazol de dahil olmak {izere folat yol
inhibitorlerine karsi da artan bir direng orami gozlenmistir (2001-2007°de % 76.6 olan
diren¢ orani, 2012 ve sonrasinda % 99’a yiikselmistir). Sonug¢ olarak bu veriler
dogrultusunda Iran’da A.baumannii izolatlarinda yillar gectikce lipopeptitler disindaki tiim

antimikrobiyal ajanlara kars1 yiiksek bir direng orani oldugunu bildirmislerdir.

Qi ve arkadaglar1 (2016), calismalarinda klinik A4.baumannii izolatlarinda
antibiyotik direnci, biofilm olusumu ve biofilme spesifik direng arasindaki iligkiyi
incelemeyi amaglamiglardir. Bu amacla 2010-2013 yillarinda Cin’deki birka¢ hastaneden
toplanan 272 A.baumannii izolatin1 incelemislerdir. Izolatlarm VITEK 2 sistem, broth
mikrodiliisyon ve Kirby-Bauer disk diflizyon yontemleri ile 21 antibiyotige kars1 direng ve
duyarhiliklar1 degerlendirilmistir. En yaygm direng %78.3 (213) ile mezlosiline karsi
goriilmiistiir. Bunu %69.1 ile sefotaksim (188), %65.8 ile siprofloksasin (179), %63.6 ile
piperasilin (173), %62.9 ile tikarsilin/klavulanik asit (171), %62.9 ile seftriakson (171),
%61 ile seftazidim (166), %60.7 ile tetrasiklin (165), %59.9 ile trimetoprim-
sulfametoksazol (163), %59.6 ile gentamisin (162), %59.6 ile sefepim ve doksisilin (162),
%59.2 ile imipenem ve meropenem (161), %58.1 ile ampisilin/sulbaktam (158), %56.6 ile
tobramisin (154), %48.9 ile piperasilin/tazobaktam (133), %46 ile levofloksasin (125),
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%28.3 ile minosiklin (77), %22.4 ile amikasin (61) ve %3.7 ile polimiksin B izlemistir.
Izolatlarin yaklasik % 60’1, test edilen karbapenem antibiyotiklerinden en az birine kars1
direng gostermistir. 272 izolatn 31°i (%11.4) CID, 166’s1 (%61) ise YID olarak

degerlendirilmistir.

2.3. Klonal iliski ile ilgili Caliymalar

Seifert ve arkadaslar1 (1994), calismalarinda epidemiyolojik olarak 1yice
tanimlanmig 9 farkli hastane salginindan elde edilen 103 A.baumannii izolat1 ile 21 salginla
iligkisiz  izolati PFGE  yontemi kullanarak  genomik  benzerlik acisindan
degerlendirmislerdir. Salgmlar YBU’lerde gergeklesmis ve 2 aydan 12 aya kadar
sirmiistiir. PFGE yonteminde, DNA kesim asamasimnda Apal Restriksiyon Enzimi
kullanilmis ve salgin izolatlar1 ile 8 farkli patern ve 5 muhtemel iliskili patern olusmustur.
Sonuglar antibiyotik duyarhilik profilleri, plazmid analizi ve karbon kaynagi kullanimi
temeline dayanan biyotiplendirme yontemleri ile karsilastirilmistir.  Antibiyotik
duyarhliklarma gore 5 farkli grup olusurken biyotiplendirme ile izolatlar 4 farkli gruba
ayrilmistir. Plazmid analizi ile 6 farkl patern ve 2 iliskili patern olusmustur. Calismada
antibiyotik duyarlilik ve biyotiplendirme paternleri, epidemiyolojik arastirmalarda tarama
yontemi olarak uygun olmakla beraber, sonuclarin tamamlayict baska tekniklerle
desteklenmesinin gerekli oldugu sonucuna varilmistir. Plazmid analizi A.baumannii
salgilarinin incelenmesinde faydali bir yontem olarak bulunmus olmakla beraber PFGE bu
dort yontem arasinda izolatlarin birbiri ile iligkisini géstermede en iistiin yontem olarak
degerlendirilmistir. Corbella ve arkadaslar1 (2000), 2000 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada
1000 yatakli bir Ispanyol hastanesindeki karbapenem direngli A.baumannii
enfeksiyonlarin1 rep-PCR ve PFGE ile incelemisler ve karbapenem direncinin, direngli
mutantlardan degil, endemik klonlardan farkli 2 yeni epidemik klondan kaynaklandigmni

tespit etmislerdir.

Saeed ve arkadaglar1 (2006), yaptiklar1 c¢alismada 600 yatakli Amerikan
Hastanesinde ve baglantili kurumlarinda 4.baumannii’nin yayilmasini PFGE ve rep-PCR
yontemleri kullanarak arastirmiglardir. Bes aylik bir donemde (Agustos 2003-Ocak 2004)
toplanan 99 A.baumannii izolati, Smal Restriksiyon Enzimi ve Dendron 3.0 bilgisayar
programu kullanilarak PFGE yontemi ile incelenmistir. Ayni1 izolatlarda rep-PCR yontemi
icin diversilab sistemi kullanilmistir. Test ¢aligmasit ve sonu¢ alimi arasindaki zaman,

maliyet ve teknik zaman degerlendirmesi yapmislardir. Ayrica hastalari, katater varligi,
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ventilator destegi ve trakeostomi varligi agisindan da incelemislerdir. Bu calismaya gore,
incelenen 99 A.baumannii izolatinda, PFGE yontemi ile 34, rep-PCR yontemi ile 38 bant
paterni olusmustur. Ana paterni 54 izolat olusturmustur. PFGE yontemi icin 5.75 saat
teknik zaman gerekirken rep-PCR i¢in 2.5 saat teknik zaman gerekmistir. Zamanm yani
sira maliyetinde karsilagtirildigi bu ¢alismada, PFGE ig¢in kit maliyeti 13$ iken rep-PCR
yontemi i¢in 31$ olarak bulunmustur. Bu bulgular ile Saced ve arkadaslar1 PFGE ve rep-
PCR yontemleri arasinda minér uyumsuzluklar ile A.baumannii izolatlarini

ayrrabildiklerini gostermislerdir.

Pournaras ve arkadaslar1 (2006), calismalarinda YBU’lerden izole ettikleri
imipenem direncli A.baumannii izolatlarmin genetik iliskilerini ve diren¢ mekanizmalarini
arastirmay1 amaglamiglardir. Bu amagla inceledikleri 17 A.baumannii izolatmin 8’ini
solunum sistemi (pnomoni), 5’ini kan (bakteriyemi), 2’sini idrar (liriner enfeksiyon),
2’sinide c¢evre (hasta yatagir ve saglik calisaninin eli) orneklerinden izole etmislerdir.
Calismada ¢evre 6rneklerinden izole edilen izolatlar dahil alt1 klon elde edilmistir. Cevre
orneklerinden elde edilen izolatlarin 2 klinik izolatla ayn1 klona ait olarak belirlenmesi
capraz bulas olarak degerlendirilmis ve hastane enfeksiyon komitesinin karbapenem

kisitlamasi, sik1 antiseptik uygulamasi gibi 6nlemler almasina yol agmaistir.

Yang ve arkadaslar1 (2009), ¢alismalarinda salgin izolatlarinin genetik temelini ve
molekiiler epidemiyolojisini belirlemek amaciyla 49 imipenem direncli A4.baumannii
izolatin1 incelemislerdir. PFGE yontemi ile pulsotipA olarak adlandirilan tek bir pulsotip
belirlenmis olup bu pulsotip 14 alt tipe ayrilmistir. Izolatlarm tamamimnm klonal iliskili

oldugu belirlenmistir.

Higgins ve arkadaslar1 (2012), parmak izlerinin ve kiimelenmelerin laboratuara
0zgii veya tagmabilir olup olmadigini belirlemek amaciyla iki laboratuvar arasindaki
diversilab rep-PCR parmak izlerinin tekrarlanabilirligini arastirmislardir. Bu ¢calismada 100
tane ayni olmayan (es olmayan) A. baumannii izolat1 kullanilmistir. DNA izolasyonu ve
rep-PCR her biri ayr1 olarak iki laboratuvarda gergeklestirilmis ve laboratuarda A’daki rep-
PCR paternleri laboratuar B ile karsilastirilmistir. Laboratuvar A’da calisilan 12
A.baumannii izolat1 laboratuvar B’de ona karsilik gelen 12 izolat ile % 98’den fazla patern
benzerligi gostermis ve ayirt edilemez olarak degerlendirilmistir. 64 izolat kendilerine
karsilik gelen izolatlar ile % 90-94 benzerlik gostermis ve benzer olarak
degerlendirilmistir. Yirmi li¢ izolat kendilerine karsilik gelen ilgili izolatlarla % 90-94

benzerlik, bir izolat ise % 87.4 benzerlik gostermis ve bu izolatlar farkli olarak
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degerlendirilmistir. Bununla birlikte, laboratuvar igindeki kiimelenme korunmus;
laboratuvar A’da kiimelenen izolatlar ayrica B’de de kiimelenmistir. Bu karsilagtirma
klonaliteyle ilgili caliymalarin yapildigi laboratuvarlarim bagimsiz olabilecegi sonucunu

akla getirmistir.

Italya’da yapilan ¢ok merkezli 5 yillik ¢alisma sonucunda 202 karbapenem direngli
A. baumannii izolatmin 21’inde hem OXA-23 hem de OXA-58 genini bir arada 27 sinde
ise OXA-23 genini tek basina belirlemisler ve bu suslarin, MLST ve PFGE yontemi ile
yaptiklar1 klonalite ¢aligmasi sonucunda European clone I ve II ile benzerlik gosterdiklerini
ifade etmiglerdir (Mezzatesta ve ark., 2012). Cin’de 2012 yilinda egitim arastirma
hastanesinde yapilan bir ¢alismada 33 adet karbapenem direngli 4. baumannii izolatimin
18’inde OXA-23 geninin varhigin1 gostermisler ve MLST analizi sonucunda ise bu suslarin

14’liniin ST92 oldugunu bildirmislerdir (Qiao Zhong ve ark., 2012).

Boral ¢alismasmda (2015), Tiirkiye’deki bes cografik bdlgedeki YBU’de tedavi
goren, invaziv A. baumannii enfeksiyonu olan hastalarin demografik 6zelliklerinin
arastirilmast  ve  klinik  izolatlarin  antimikrobiyal direncinin ve molekiiler
epidemiyolojisinin belirlenmesini amaglamistir. Calismaya; Tiirkiye’de Ege, i¢ Anadolu,
Dogu Anadolu, Marmara ve Akdeniz Bdlgelerindeki 10 tip merkezinden 6 ay boyunca
toplanan, YBU’de tedavi goren invaziv 4. baumannii enfeksiyonu olan hastalardan alinan
orneklerden izole edilen 164 klinik 4. baumannii izolat1 ile 4 merkezden toplam 12
cevresel (hasta masasindan, lavabodan, musluktan ve pompadan) A. baumannii izolati
dahil edilmistir. Izolatlar ve merkezler arasmdaki genetik iliskiyi belirlemek i¢in PFGE
yontemi kullanilmistir. Cevresel izolatlar1 da kapsayan 173 izolatin PFGE analizi ile 87
pulsotip belirlenmistir. 16 izolat klonal olarak iliskisiz bulunmustur. Kalan 157 izolatin
(%90.8), %85 benzerlik seviyesinde 14 farkl grupta (I-XIV) yer aldig1 ve Grup VI (n=29),
Grup II (n=24) ve Grup IX (n=21)’un ana gruplar oldugu goriilmiistiir. Grup VI’da yer alan
izolatlarin tiimii I¢ Anadolu Bolgesi'ndeki 5 merkezden elde edilmistir. Izolatlarm
%90.8’inde goriilen klonal iliski, Tiirkiye’deki farkli bolgelerdeki invaziv CID A.

baumannii izolatlarmin dagiliminin biiyiik farkliliklar olusturmadigini géstermistir.

Salimizand ve arkadaglar1 (2015), karbapenem direngli otuz A. baumannii izolatinin
genetik iliskisini rep-PCR yOntemiyle arastirmiglardir. Calismada {i¢ farli klon elde edilmis

olup 16 alt tip iceren B klonu baskin klon olarak belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasallar

Bu ¢alisma Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve
Uygulama Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuari ile Istanbul Kartal Dr. Liitfi Kirdar
Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuarinda yapilmistir. Calismada
kullanilan kimyasallar Merck (Almanya), Oxoid(UK), GBL (Istanbul), BioMeriéux
(Fransa) firmalarindan, molekiiler biyoloji sarf malzemeleri BioMeriéux (Fransa)’dan

temin edilmistir.

3.1.2. Cihazlar

Calismada kullanilan teknik malzemeler; etiiv (Therma Scientific Heratherm), 151k
mikroskobu (Olympus), BD-Phoenix Otomatik Mikrobiyoloji Sistemi (Becton Dickinson
Diagnostic Instrument Systems, Sparks, MD, USA), spektrofotometre (Therma Scientific
2000 Nanodrop), PCR cihazi (BIO-RAD Thermal Cycler, Eppendorf Mastercycler
personal), diversilab Sistemi ve yazilimi (BioMerieux, Fransa ), vorteks (Dragonlab),
vorteks (Vortex Genie 2), vorteks basligi (MO BIO Vortex Adapter), Agilant chip yiikleme
istasyonu, chip vorteksi (IKA MS 3 Vortexer), Agilent 2100 Bioanalyzer, mikrosantrifiij
(Eppendorf), ¢oklu vortex (Biosan CombiSpin), buzdolabi (Vestel), derin dondurucu
(Elektrolux), otomatik mikropipet (Eppendorf).

3.1.3. Kullanilan diversilab kitleri

e Diversilab DNA Ekstraksiyon Kiti (UltraClean Microbial DNA isolation Kit 50
Purifications) (Catalog: BMX12224-50, LOT:BX15E21, MO BIO Laboratories,
BioMerieux, Fransa)

e Diversilab Acinetobacter Kiti (Rep-PCR Reagents for DNA Fingerprinting,
BioMerieux, Fransa)

Kit icerigi: Primer MixA, Rep-PCR MMI, Pozitif kontrol C3, Negatif kontrol
AmpliTaq DNA polymerase, 10X PCR Buffer (Applied Biosystems, Roche)
e DNA Reagent ve Supplies

Diversilab System 25 Chip Kits (Lot: TF15RKO01, BioMerieux, Fransa)
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Kit icerigi: DNA Dye Concentrate, DNA gel matrix, DNA ladder, DNA marker

Diversilab System labchip (Lot No: TC26BK60, BioMerieux, Fransa)

3.2. Metot

3.2.1. Orneklerin toplanmas:

Calismada Haziran 2014-Ekim 2016 tarihleri arasinda KSU Arastirma ve Uygulama
Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda kullanilmakta olan standart mikrobiyolojik
yontemlerle ve BD Phoenix otomatik mikrobiyoloji sistemi ile tanimlanmis A.baumannii
izolatlar1 igerisinde KSU Arastirma ve Uygulama Hastanesi Enfeksiyon Kontrol Komitesi

tarafindan “hastane enfeksiyon etkeni” olarak belirlenen 70 A.baumannii kullanilmistir
(Cizelge 3.1).

Tibbi Mikrobiyoloji laboratuarina gonderilen, %35 koyun kanli agar ve Eosin
Methylene Blue Agar’a (EMB) ekimleri yapilan klinik 6rnekler etiivde 37°C’de inkiibe
edildi. Besiyerinde saf olarak iireyen bakterilerin koloni morfolojisi dikkate alinarak gram
negatif, aerob, diplokok ya da kokobasil morfolojisinde, katalaz pozitif, oksidaz negatif,
glukoz ve laktozu fermante etmeyen bakteriler 4.baumannii potansiyeliyle BD Phoenix
otomatik mikrobiyoloji sistemi identifikasyon testlerine alindi. A.baumannii oldugu
saptanan izolatlardan enfeksiyon kontrol komitesi isbirligi ile hastane enfeksiyon etkeni
olarak belirlenen izolatlar molekiiler ¢alisma yapilincaya kadar % 5 gliserin eklenmis
Tryptone Soya Broth kullanilarak -30°C’de saklandi. Calisma siiresince izole edilen ve

tanimlanan A. baumannii izolatlarinin listesi ve bazi detaylar1 Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Calismaya alinan Acinetobacter baumannii izolatlarinin detay bilgileri

Izolat Ornek Servis Tarih H.E. Tam
No Cinsi
30 DTA CHYB 23.06.2014  Ventilatdr iliskili pndmoni
25 BOS CHYB 19.08.2014  Cerrahi girisim sonrasi gelisen menejit
7 Trakeal Cocuk H. Klinik 28.08.2014  Ventilator iliskili pndmoni
katater ucu
40 Idrar ARYB 16.09.2014  Kateter iligkili iiriner sistem enfeksiyonu
37 Yara Genel C. Klinik  16.09.2014  Yiizeyel insizyonel primer CAE
29 BOS YDYB 21.02.2015  Cerrahi girisim sonras1 gelisen menejit
23 Balgam ARYB 19.03.2015  Yiksek olas1 ventilator iliskili pndmoni
28 Yara NYB 15.04.2015  Dekiibit iilseri enfeksiyonu
24 DTA ARYB 15.04.2015  Ventilator iliskili pndmoni
33 BOS BCYB 22.04.2015  Cerrahi girisim sonrasi gelisen menejit
35 DTA NYB 06.05.2015  Yiiksek olas1 ventilator iligkili pndmoni
36 Yara Uroloji Klinik 06.05.2015  Derin insizyonel primer CAE
27 DTA NYB 21.05.2015  Yiiksek olas1 ventilator iliskili pndmoni
48-1 Intravenéz YDYB 22.05.2015  Santral venoz kateter iliskili KDE
katater
44 Kan ARYB 21.05.2015 Santral venoz kateter iligkili KDE
3 DTA ARYB 25.05.2015 Ventilator iligkili pndmoni
39 DTA ARYB 25.05.2015 Ventilator iligkili pndmoni
31 BOS BCYB 28.05.2015 Cerrahi girisim sonrasi gelisen menejit
22 Yara Genel C. Klinik 11.06.2015 Derin insizyonel primer CAE
20 Idrar Nefroloji Klinik 07.08.2015 Yiizeyel insizyonel primer CAE
34 DTA ARYB 18.08.2015 Ventilator iligkili pndmoni
19 Kan YDYB 08.10.2015 Umbilical kateter iliskili KDE
6 Idrar ARYB 04.11.2015 Kateter iligkili liriner sistem enfeksiyonu
47 Kan ARYB 10.11.2015 Santral venoz kateter iliskili KDE
15 Kan ARYB 01.01.2016 Santral venoz kateter iliskili KDE
48 DTA BCYB 05.02.2016 Ventilator iligkili pndmoni
46 DTA CHYB 19.02.2016 Ventilator iligkili pndmoni
43 Balgam Gogiis H. Klinik ~ 07.03.2016 Klinik olarak tanimlanmig pndmoni
52 BOS BCYB 05.04.2016 Cerrahi girisim sonrasi gelisen menejit
38 BOS YDYB 12.03.2016 Cerrahi girisim sonrasi gelisen menejit
9 Plevral sivi  Gogiis C. Klinik 12.03.2016 Organ/Bosluk CAE, Diger ASYE
10 DTA ARYB 12.03.2016 Ventilator iligkili pndmoni
42 DTA ARYB 11.03.2016 Ventilator iligkili pndmoni
26 Kan YDYB 15.03.2016 Laboratuvar olarak kanitlanmis KDE
2 DTA GHYB 15.03.2016 Ventilator iligkili pndmoni
32 Kan Nefroloji Klinik 16.03.2016 Laboratuvar olarak kanitlanmis KDE
13 Yara Plastik C. Klinik 16.03.2016 Derin insizyonel primer CAE
8 Idrar Nefroloji Klinik 16.03.2016 Kateter iligkili {iriner sistem enfeksiyonu
21 Yara Plastik C. Klinik 18.03.2016 Yiizeyel insizyonel primer CAE
14 Yara Ortopedi Klinik 18.03.2016 Derin insizyonel primer CAE
12 Idrar Nefroloji Klinik 18.03.2016 Kateter iligkili {iriner sistem enfeksiyonu
18 Kan GEYB 18.03.2016 Laboratuvar olarak KDE
16 Yara BCYB 21.03.2016 Dekiibit iilseri enfeksiyonu
17 Plevral sivi  HYB 22.03.2016 Solunum sisteminin diger enfeksiyonlari
1 BOS YDYB 22.03.2016 Cerrahi girigim sonrasi gelisen menejit
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Cizelge 3.1’in Devami

Izolat  Ornek Servis Tarih H.E. Tam

No Cinsi

11 DTA ARYB 24.03.2016 Ventilator iligkili pndmoni

5 Kan YDYB 25.03.2016 Umbilical kateter iliskili KDE

4 Yara Enf. H. Klinik 25.03.2016 Derin insizyonel primer CAE

77 Kan YDYB 07.04.2016 Santral venoz kateter iliskili KDE
49 DTA ARYB 11.04.2016 Ventilator iligkili pndmoni

51 Kan YDYB 13.04.2016 Santral venoz kateter iliskili KDE
56 Yara Genel C. Klinik 17.04.2016 Derin insizyonel primer CAE

45 Kan ARYB 16.04.2015 Santral venoz kateter iliskili KDE
55 DTA Gogiis H. Klinik 18.04.2016 Ventilator iligkili pndmoni

59 Yara Genel C. Klinik 04.08.2016 Cerrahi girisim sonrasi gelisen IAE
61 BOS YDYB 06.04.2016 Cerrahi girisim sonrasi gelisen menejit
66 Kan YDYB 24.04.2016 Umbilical kateter iliskili KDE

62 DTA Gogiis H. Klinik ~ 08.05.2016 Klinik olarak tanimlanmig pndmoni
64 Kan GCYB 09.05.2016 Santral venoz kateter iliskili KDE
50 Kan ARYB 25.06.2016 Santral venoz kateter iliskili KDE
63 Yara ARYB 12.07.2016 Yiizeyel insizyonel primer CAE

75 BOS CHYB 21.07.2016 Cerrahi girisim sonrasi gelisen menejit
65 DTA CHYB 23.06.2016 Ventilator iligkili pndmoni

79 DTA ARYB 20.06.2016 Klinik olarak tanimlanmis pnémoni
67 Kan ARYB 28.07.2016 Santral venoz kateter iliskili KDE
83 Yara Ortopedi Klinik 29.07.2016 Yiizeyel insizyonel primer CAE

82 DTA CHYB 13.08.2016 Ventilator iligkili pndmoni

58 Kan ARYB 31.08.2016 Santral venoz kateter iliskili KDE
70 Kan ARYB 17.09.2016 Santral venoz kateter iliskili KDE
71 Kan ARYB 23.10.2016 Santral venoz kateter iliskili KDE

DTA: derin trakeal aspirat, BOS: beyin omirilik sivisi, CHYB: ¢ocuk hastaliklar1 yogun
bakim, ARYB: anestezi ve reanimasyon yogun bakim, YDYB: yenidogan yogun bakim,
BCYB: beyin cerrahi yogun bakim, NYB: noroloji yogun bakim, GHYB: go6giis
hastaliklar1 yogun bakim, GEYB: gastroenteroloji yogun bakim, HYB: Hematoloji yogun
bakim, GCYB: genel cerrahi yogun bakim, C: cerrahi, H: hastaliklari, Enf: enfeksiyon,
CAE: cerrahi alan enfesiyonu, KDE: kan dolasim1 enfeksiyonu, ASYE: alt solunum yolu
enfeksiyonu, IAE: intraabdominal enfeksiyon.
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3.2.2. Biyokimyasal identifikasyon

3.2.2.1. Koloni morfolojisi

Inkiibasyondan sonra besiyerindeki koloni goriiniislerine, rengine (kanli agarda
beyaz parlak, opak koloniler ve EMB agarda laktoz negatif, renksiz koloniler-hafif

pembemsi) ve sekline bakilarak degerlendirme yapilmistir.

3.2.2.1. Gram boyama

Kanli agarda tliremis kolonilerden temiz bir lam {izerine bir damla serum fizyolojik
ile preparat hazirlandi. Preparat oda sicakliginda kuruduktan sonra alevden gegirilerek
bakteriler fikse edildi. Preparat 2 dk. kristal viyole ile, 2 dk. lugol ile 10-15 sn. %95’lik etil
alkol ile ve son olarak 1 dk. sulu fuksin ile boyanip yikandi ve kurumaya birakildi. Daha
sonra 151k mikroskobunun x100°’liik objektifinde immersiyon yagi kullanilarak incelendi.

Gram boyama sonucunda pembe/kirmizi renkli, diplokok ya da kokobasil goriinimiinde

koklardan olusan koloniler gram negatif kabul edildi.

Sekil 3.1. Acinetobacter baumannii gram boyama goriintiisii
3.2.2.2. Katalaz testi

Katalaz, hidrojen peroksit (H>O;)’i parcalayarak su ve oksijene doniistiiren bir
enzimdir. izole edilen A.baumannii izolatlarinda katalaz aktivitesini arastirmak icin, bakteri
kolonisinden plastik 6ze ile alman bir parga, temiz bir lam iizerinde bir damla serum

fizyolojik igerisinde siispanse edildi ve iizerine 1-2 damla taze hazirlanmis %3 liikk H,O,
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damlatildi. Oksijen kabarciklarinin olugmasi testin pozitif oldugunu gostermistir.

A.baumannii tirleri katalaz pozitiftir.

Sekil 3.2. Katalaz testi
3.2.2.3. Oksidaz testi

A.baumannii tirleri oksidaz negatiftir. Oksidaz testi diger nonfermentatiflerden
cabuk ve kesin ayrimini saglayan testtir. Plastik 6ze yardimiyla siiphelenilen koloniden bir
miktar alinarak oksidaz diski (tetramethyl-p-phenylenediamine ayiraci igeren) iizerine
stiriildii. Diskin renginde mora degisim, siiphelenilen koloninin oksidaz enzimini iirettigini
gosterir; renk degisimi olmamasi oksidaz tiretmedigini gosterir. Calismaya alinan izolatlar

test sonucunda renk degisiminin gozlenmemesiyle oksidaz negatif kabul edildi.

3.2.2.4. BD Phoenix otomatik mikrobiyoloji sistemi ile identifikasyon ve antibiyotik

direncinin belirlenmesi

Izole edilen bakterilerin 19 (amikasin, amoksisilin/klavulanat(f), ampisilin,
aztreonam, sefepim, seftazidim, seftriakson, sefuroksim, siprofloksasin, kolistin,
ertapenem, gentamisin, imipenem, meropenem, netilmisin, piperasilin,
piperasilin/tazobaktam, tigesiklin, trimetoprim-sulfametoksazol) antibiyotige duyarlilik
testleri tiretici firmanin talimatlarina uygun olarak BD Phoenix otomatik mikrobiyoloji
sisteminde yapildi. Izole edilen drnekler gram boyama, katalaz testi ve oksidaz testi
yapilarak dogrulanmistir. Her bir 6érnek i¢in BD Phoenix identifikasyon (ID) Broth tiipii
etiketlendi. Kanli agar besiyerinde 18-24 saatte liremis ayni morfolojideki koloniler,
aseptik olarak steril ekiivyonlu ¢ubuk ile alinarak BD Phoenix ID Broth igerisine aktarildi.
Tip, 0.5 McFarland bulanikliga ayarlandi, bakteri siispansiyonunun yogunlugu diisiikse
izole edilen kolonilerden eklenerek tekrar bulaniklik 6lgiildii. Hastanin Phoenix antibiyotik
duyarlilik testi (ADT) Broth tiipii etiketlenip igerisine 1 damla AST indikator soliisyonu
eklendi ve alt-iist edilerek karigtirildi. Bir pipet yardimiyla 25 pl standardize bakteri
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siispansiyonu ID tiipiinden ADT Broth’una aktarildi. ADT tiipii kapagi kapatilip birkag kez
cevrilerek karistirildi. Hava kabarciklarinin yiizeye ¢ikmasi i¢in birkag saniye beklenildi.
ID Broth tiipiiniin tamami panelin ID tarafindaki, ADT Broth tiipii ise ADT Broth
tarafindaki doldurma yuvasma bosaltildi, panel kapagi sikica kapatildi ve cihaza
yerlestirildi. Programm sonlanmasindan sonra oOrneklere ait raporlar alindi. Sonuglarin
degerlendirilmesinde program sonunda elde edilen raporlardan tiir tanimlanmas1 ve MiK
degerleri elde edildi. Uretici firmanin dnerileri dogrultusunda calisilarak saptanan degerler
sistemin veri tabanindan segilecek Clinical And Laboratory Standards Institute (CLSI)
veya The European Committee On Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
standartlarina gore yorumlanmasi saglanmis ve izolatlarin antibiyotik duyarhiliklari; duyarh
(S), orta duyarli (I) ve direngli (R) olarak tanimlanmistir (Temmuz 2015°e kadar CLSI
2013 kiterleri, Temmuz 2015’ten sonra EUCAST kritelerine gore MIK degerleri
yorumlanmustir. EUCAST’de yorumlanmayan MIK degerleri CLSI kriterlerine gore
yorumlanmstir) (Ek ¢izelge 1).

3.2.3. Rep-PCR diversilab sistemi ile molekiiler tiplendirme

Rep-PCR  yonteminde, epidemiyolojisi  arastirilan  mikroorganizmalarin
kromozomlar1 iizerinde bulunan, kisa, tekrarlayan ve korunmus yapilar1 hedef alan kisa
primerler kullanilir. Bu bdlgelerin birbirlerine yakmhgma bagh olarak iki ekstragenik
bolge arasinda kalan bolge amplifiye edilir ve elde edilen PCR fiiriinleri agaroz jel

elektroforezinde degerlendirilir.

DiversiLab sistemine bagli rep-PCR uygulamasi: genotiplendirmeye almacak olan
bakteri izolatlar1 %5 koyun kanli agara pasajlanarak 37°C’de 24 saat inkiibe edildi.
Genomik DNA diretici firmanin Onerileri dogrultusunda bir DNA izolasyon kiti ile
ayristirilip spektrofotometrede DNA miktar1 6lgiildii. Izolasyonu takiben elde edilen DNA,
PCR amplifikasyon reaksiyonuna alindi. Bu amagla satin alman rep-PCR kitinin
icerigindeki etkene 6zgiil primerler kullanilarak bir PCR karigimi1 hazirlandi. Her PCR
karisim1 bir master miks, etkene 6zgiil primer, 10XPCR tamponu, Taq DNA polimeraz ve
kalip DNA icermektedir. Bu amagla ¢alisilacak mikroorganizma tiirii i¢in kit tireticisi firma
tarafindan belirlenmis 1s1 ve dongii kosullar1 uygulandi. Rep-PCR reaksiyonu ile elde
edilen DNA amplikonlart bir mikrofluidik DNA labchip icerisinde ayristirilarak ve bir

elektroforez biyoanalizorii ile saptandi. Kurulan sistemde ¢esitli boyutlarda bantlardan
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olusan rep-PCR parmak izi profilleri, her izolat i¢in jel goriintiileri ve dendrogram analizi

ile karsilagtirildi.

3.2.3.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu the Ultra Clean™ Microbial DNA Izolasyon Kiti (MoBio
Laboratories, ABD) kullanilarak kanli agara pasajlanan bir giinliik izolatlardan 1pl 6ze
dolusu 2 kez alinarak {iretici firma Onerileri dogrultusunda yapildi. 300 pl MicroBead
cozeltisi, her bir MicroBead tiipline dagitildi. Besiyerinden numune alind1 (2 defa, 1pl 6ze
ile). MicroBead tiipiine hiicreler yayildi. 50 ul MD1 ¢ozeltisi eklendi. 10 dakika boyunca
maksimum hizda vortekslendi (2400 rpm). 30 saniye 10.000 x g de ¢evrildi. 100 pl MD2
coOzeltisi temiz bir tiipe bosaltildi. Tiim supernatan 100 pl MD2 ¢o6zeltisine aktarildi. Kisa
bir siire vortekslendi. 15 dakika yeterli sogukluga ulasincaya kadar sogutuldu (buzdolabi).
1 dakika 10.000 x g de cevrildi. 450 ul MD3 ¢ozeltisi temiz bir tiipe bosaltildi. 200 pl
supernatant 450 pul MD3 ¢d6zeltisine aktarildi. Kisa bir siire vortekslendi. Kisa bir siire
cevrildi. Supernatant (= 650 pl) temiz bir spin filtreye transfer edildi. 30 saniye 10.000 x g
de ¢evrildi ve asag1 akan siv1 atildi. 300 pl MD4 ¢ozeltisi spin filtreye bosaltildi. 30 saniye
10.000 x g de cevrildi ve agag1 akan sivi atildi. 1 dakika 10.000 x g de kuru olarak ¢evrildi.
Spin filtre yeni temiz bir tiipe yerlestirildi. 35 ul MDS5 ¢o6zeltisi spin filtreye bosaltildi. 2
dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. 30 saniye 10.000 x g de ¢evrildi. Filtre ¢ikarip atild1.
DNA toplama tiipiinde tutuldu. Spektrofotometre (Therma Scientific 2000 Nanodrop)
kullanilarak DNA Olglimii yapildi. Fazla olan DNA miktarlar1 diversilab diliisyon
hesaplama (dilution calculator) programi ile diliisyon i¢in gereken DNA ve su miktarlar1

hesaplanarak, niikleaz icermeyen steril su ile 35 ng/uL olacak sekilde seyreltildi.

3.2.3.2. Rep-PCR uygulamasi

Rep-PCR uygulamas: diversilab Acinefobacter DNA parmak izi kit ile yapildi.
Reaksiyon bilesenlerinin hazirlanmasi ve termal cycler programmin olusturulmasi diversilab
sistemi rep-PCR is akis1 programinda belirtildigi gibi uygulandi Bu amagcla; ¢izelge 3.2°de
gosterilen amplifikasyon karigimindan 0.2 ml’lik PCR tiiplerine 25ul dagitildi ve 1s1 dongii
cihazma (Cizelge 3.3) yerlestirildi.
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Cizelge 3.2. Rep-PCR amplifikasyonunda bir 6rnek i¢in hazirlanan reaksiyon karigimi

Reaksiyon Bilesenleri Miktar
Rep-PCR MM1 18 uL
GeneAmp 10X PCR Tampon 2.5uL
Primer Mix 2 uL
AmpliTaq DNA polimeraz 0.5 uL
Ekstraksiyon tiriinii 35ng/pLL 2 uL
Toplam 25 pL

Cizelge 3.3. Rep-PCR amplifikasyon kosullar1

Reaksiyon Asamasi Sicakhik (°C) Siire (saniye) Dongii Sayisi
On 1sitma (Baslangi¢ denatiirasyonu) 94 120 1
Denatiirasyon 94 30

Primer baglanmasi (annealing) 50 30

Zincir uzamasi (extension) 72 90 35

Son uzama (Final extension) 1 72 180 1

Muhafaza 4 0 00

3.2.3.3. DiversiLab DNA labchip uygulamasi

Rep-PCR ile amplifiye edilen Acinetobacter DNA’lar1 diversilab labchip kitine
(BioMerieux Fransa) yiiklenerek Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Tecnologies, A.B.D.) ile
mikro akiskan elektroforez uygulandi. Labchip elektroforez islemi tamamlandiktan sonra elde
edilen ham grafikler internet tabanl diversilab yorumlama ve yazilim programi (Diversilab,

version 3.4, BioMerieux, Fransa) ile degerlendirildi.

3.2.3.3.1. Jel-Boya matriks hazirlanmasi

DiversiLab DNA chip kiti ile birlikte kullanilan ve buzdolabinda muhafaza edilen
DNA Reagent & Supplies kiti jel matriksi hazirlamak i¢in buzdolabindan ¢ikartildi ve oda
isisina gelinceye kadar beklendi. Jel ve boya vortekslendi ve kisa siireli spin yapildi. 1.5
ml’lik bir tiipe 200 pl jel yavasca pipetlendi ve iizerine 10 pl boya eklendi. Karisim homojen
olana kadar vortekslendi. Karigim kit i¢inde bulunan spin filtreye transfer edildi. Spin filtre
1500 g’de 10 dak santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra filtre atilarak toplama tiiptindeki
jel-boya cip yiikleme asamasinda kullanildi.

3.2.3.3.2. Cip yiikleme

DNA Reagent & Supplies kiti oda 1sisina gelinceye kadar bekletildi. Kit igerisinde

bulunan DNA marker ve ladder kisaca vortekslendi, jel boya karisimi vortekslenmeden
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kullanildi. 9 pl jel boya karigimi ¢ipin lizerindeki siyah daireye alinmis G yiikleme kuyusuna
pipetlendi.Cip yilikleme istasyonu siringas1 1 ml’de iken ¢ip istasyona yerlestirildi ve ¢ipe 30
sn. basing uygulandi. Kalan G kuyularma 9 pl jel boya karigimi pipetlendi. Her bir numune
kuyusuna 5 pl DNA marker pipetlendi. 1lgili numune kuyularma 1 pl PCR iiriinii eklendi.
Ornekler ¢ipe yiiklendikten sonra ¢ip 1 dak vortekslendi. Cip vorteks isleminden sonra
Agilent 2100 Bioanalyzer cihazna yerlestirildi ve cihazin programma ¢ip numarasi girilerek
mikroakiskan ¢ip elektroforezi baglatildi. Cip elektroforezi sonucunda rep-PCR parmak izi

grafikleri ve bant kaliplar1 internet tabanl yazilim programu ile elde edildi.

3.2.3.4. izolatlarin rep-PCR parmak izi iliskilerinin degerlendirilmesi ve istatistiksel

analiz

Orneklerin rep-PCR profil benzerliklerinin hesaplanmasi, diversilab yazilimi iizerinde
Pearson korelasyon katsayis1 ve UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean) yontemi kullanilarak yapildi. Verilerin analizinde, her bir sus i¢in jel profil goriintiisi,
yiizde benzerlik oranlar1 ve dendrogram raporu olusturuldu. Rep-PCR parmak izi profil
benzerliklerinin yorumlanmasi diversilab rehberinde verilen kriterler referans alinarak yapildi.
Izolatlar benzerlik katsayilar1 goz oniine almarak ayut edilemez (benzerlik >%97), benzer
(benzerlik >%95-97, 1-2 bant farki) ve farkli (benzerlik <%95, >2 bant farki) olarak

smiflandirildi.
Diversilab raporlarinda tanimlamalar su sekilde olmaktadir:
1) Ayt edilemeyecek kadar benzer; bant farklilig1 olmayan: Indistinguishable

2) Benzer; homojen izolatlarda tek bant farkliligi olan ya da heterojen izolatlarda 2

bant farklilig1 olan: Same

3) Farkli; homojen izolatlarda 2 bant ve heterojen izolatlarda 3 bant ve iizeri

farkliliklar1 olan: Different

Hastane enfeksiyonlarinda ve salgmlarda, ayirt edilemeyecek kadar benzer ve benzer
etken kabul edilir. Bu tanimlamalar {izerinden bant yorumlamalar1 yapilir (BioMerieux,

2010).
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1. Basamak

drnek bilgilerini belirlemek

Diversilab Cahgma A

kis Semasi

Yikleme Dosyas Hustur

Excel sablonu icine ornek
bilgilerini gir

Diversilaba

Giris Yap

2. ve 3, Basamak

.deneysel calisma
sayfalan olusturmak

4, Basamak

laboratuvar calismas

Rep-PCR Calisma Sayfas Olustur

Cip Cahsma Sayfas Olustur

—

Kit protokolune gore PCR
gerceklestir

Dosyay yikle rep-PCR calisma 1 Onceki rep-FCR calizma
sayfasi yazdir sayfasindan ¢ip calisma sayfas
yazdir
Rep-PCR LabCip

Kit protokolune gore
lapcipyukle

E. ve 6. Basamak

analize hazirlanmak

7. Basamak

drnekleri analiz etmek

L QcC Cipleri
_} Her kuyu icin ham ve

normalize arnek grafiklerini
incele

Diversilaba

Kiutiphaneleri Yonet

kutuphane olustur

Ornekleri dizenlemek icin

Giris Yap

Rapor Olustur

Tiplendirme veya ;

siniflandirma raporu olustur

Raporu Garintiile
Raporun tamamim gormek
icin her sekmeye tikla

Sekil 3.3. DiversiLab ¢alisma akis semas1 (BioMerieux, 2010’dan uyarlanmistir)

3.2.4. Hastane enfeksiyonlar1 (saghk hizmetleri ile iliskili enfeksiyonlar) tanimlama

Kriterleri

Calismada hastane enfeksiyonlarinin (saglik hizmetleri ile iligkili enfeksiyonlar)
tanis1 i¢in KSU Arastirma ve Uygulama Hastanesi Enfeksiyon Kontrol Komitesi tarafindan
2008 yilinda Centers for Disease Control and Prevention (CDC)/NHSN tarafindan
giincellenen ve T.C. Saglik Bakanligi Refik Saydam Hifsisthha Merkezi Baskanligi
tarafindan Tirkce’ye cevrilerek yaymlanan saglk hizmetleri ile iligkili enfeksiyon
tanimlamalar1 ve 6zgiil enfeksiyon tipleri i¢in tani kriterleri ve. CDC/NHSN tarafindan

giincellenen 2013 kriterleri kullanilmistir (Horan ve ark., 2008; Oztiirk, 2011; CDC, 2013).
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4. BULGULAR

Haziran 2014-Ekim 2016 tarihleri arasinda KSU Arastrma ve Uygulama Hastanesi
T1bbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda kullanilmakta olan standart mikrobiyolojik yontemlerle
ve BD Phoenix otomatik mikrobiyoloji sistem ile tanimlanmis A.baumannii izolatlari
icerisinde KSU Arastirma ve Uygulama Hastanesi Enfeksiyon Kontrol Komitesi tarafindan
“Hastane enfeksiyon etkeni” olarak belirlenen 70 A.baumannii izolat1 c¢alismada
kullanilmustr. izolatlarin bes tanesi (%7.1) 2014 yilina, 20 tanesi (%28.6) 2015 yilina, 45
tanesi de (%64.3) 2016 yilina ait izolatlardir. Bu izolatlara ait KSU Arastirma ve Uygulama
Hastanesi Enfeksiyon Kontrol Komitesi tarafindan konulan hastane enfeksiyon tanilari

Cizelge 4.1 ve Cizelge 3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Calismaya alinan Acinetobacter baumannii izolatlar1 ile ilgili hastane
enfeksiyonlarinin dagilimi.

Enfeksiyon tanilar izolat Sayis1 -(%)
VIP 16 (%22.9)
KIKDE 16 (%22.9)
Cerrahi girigim sonrasi gelisen menejit 9 (%12.8)
Derin insizyonel primer CAE 6 (%8.6)
Yiizeyel insizyonel primer CAE 5 (%7.1)
KIUSE 4 (%5.7)
YViP 3 (%4.3)
Laboratuvar olarak kanitlanmis kan dolasimi enfeksiyonu 3 (%4.3)
Klinik olarak tanimlanmis pnémoni 3 (%4.3)
Dekiibit iilseri enfeksiyonu 2 (%2.9)
Organ/Bosluk CAE, Diger ASYE 1 (%l.4)
Solunum sisteminin diger enfeksiyonlar1 1 (%1.4)

Cerrahi girisim sonrasi gelisen intraabdominal enfeksiyon 1 (%l1.4)

KIKDE: kateter iliskili kan dolasimi enfeksiyonu, KIUSE: kateter iliskili {iriner sistem
enfeksiyonu, YVIP: yiiksek olas1 ventilatdr ilkiskili pndmoni.

Calismaya dahil edilen izolatlarn 51 tanesi (%72.9) yogun bakim {initelerinden, 19
tanesi (%27.1) ise kliniklerden izole edilmistir. izolatlarin elde edildigi servislere gore
dagilimi su sekildedir: anestezi ve reanimasyon yogun bakim 22 (%31.4), yenidogan
yogun bakim 11 (%15.71), ¢ocuk hastaliklar1 yogun bakim 6 (%8.57), beyin cerrahi yogun
bakim 5 (%7.1), nefroloji klinik 4 (%5.71), néroloji yogun bakim 3 (%4.29), gdgls
hastaliklar1 klinik 3 (%4.28), plastik cerrahi klinik 2 (%2.86), ortopedi klinik 2 (%2.86),
gogls hastaliklar1 yogun bakim 1 (%1.43), c¢ocuk hastaliklar1 klinik 1 (%1.43), gogiis
cerrahi klinik 1 (%1.43), hematoloji yogun bakim 1 (%1.43), gastroenteroloji yogun

55



bakim 1 (%1.43), troloji klinik 1 (%1.43), genel cerrahi yogun bakim 1 (%]1.43),
enfeksiyon hastaliklar1 klinik 1 (%1.43) (Cizelge 4.2). Calismaya dahil edilen 4.baumannii
izolatlarmin elde edildigi edildigi hastalari 26’s1 (%37.14) kadin ve 44’1 (9%62.86) erkek

hastalarda.

Calismaya dahil edilen A.baumannii izolatlarinin izole edildigi klinik 6rnekler ve
sayilar1 su sekildedir: DTA 19 (%27.1), kan 18 (%25.7), yara 13 (%18.6), BOS 9 (%12.9),
idrar 5 (%7.1), balgam 2 (%2.9), plevra sivist 2 (%2.9), trakeal kateter ucu 1 (%]1.4),
intravenoz kateter 1 (%1.4) (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.2. Acinetobacter baumannii izolatlarinin elde edildigi servisler

Servisler Hasta Sayis1/ Yiizde Toplam
(%)
Yogun Anestezi ve reanimasyon yogun bakim 22 (%31.4)
Bakim Yenidogan yogun bakim 11 (%]15.71)
Uniteleri  Cocuk hastaliklar1 yogun bakim 6 (%8.57)
Beyin cerrahi yogun bakim 5 (%7.1)
Noroloji yogun bakim 3 (%4.29) 51(%72.9)
Gogiis hastaliklar1 yogun bakim 1 (%1.43)
Hematoloji yogun bakim 1 (%1.43)
Gastroenteroloji yogun bakim 1 (%1.43)
Genel cerrahi yogun bakim 1 (%1.43)
Klinikler Nefroloji klinik 4 (%5.71)
Genel cerrahi klinik 4 (%5.71)
Gogiis hastaliklar1 klinik 3 (9%4.28)
Plastik cerrahi klinik 2 (%2.86)
Ortopedi klinik 2 (%2.86) 19(%27.1)
Cocuk hastaliklar klinik 1 (%1.43)
Gogis cerrahi klinik 1 (%1.43)
Uroloji klinik 1 (%1.43)
Enfeksiyon hastaliklar1 klinik 1 (%1.43)
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Cizelge 4.3. Acinetobacter baumannii izolatlarinin elde edildigi klinik 6rnekler

Ornek Tiirii Say1 Yiizde (%)
DTA 19 %27.1
Kan 18 %625.7
Yara 13 %18.6
BOS 9 %12.9
Idrar 5 %7.1
Balgam 2 %2.9
Plevra s1visi 2 %2.9
Trakeal kateter ucu 1 %]1.4
Intravendz kateter 1 %]1.4
Toplam 70 %100

(Calismadaki izolatlarin antibiyotik duyarliliklar1 Cizelge 4.4’te gosterilmistir. Bu
cizelgeye gore izolatlar ertapeneme %100, amoksisilin/klavulanat, ampisilin, seftriakson,
sefuroksim’e %98.6, aztreonam, seftazidim, siprofloksasin, imipenem, piperasilin ve
piperasilin-tazobaktam’a %97.1, sefepim, gentamisin, meropenem ve netilmisin’e %95.7,
amikasine %91.4, trimetoprim-sulfametoksazole %88.5, tigesikline %45.7, kolistine %4.3
direncli bulunmustur. Izolatlarin antibiyotiklere duyarliliklar1 degerlendirildiginde en
duyarli antibiyotik kolistin olarak bulunurken, en fazla diren¢ ertapenem,
amoksisilin/klavulanat, ampisilin, seftriakson, sefuroksime kars1 saptanmustir. izolatlarin

%97.1°1 CID ve karbapenem direngli, %77.14’ii (54 izolat) YID bulunmustur.
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Cizelge 4.4. Acinetobacter baumannii izolatlarinin antibiyotik duyarlilik yiizdeleri

S I R
Sayl/yiizde% Saylyiizde% Sayl/yiizde%

Amikasin 3(%4.3) 3(%4.3) 64(%91.4)
Amoksisilin/Klavulanat(F) - - 69(%98.6)
Ampisilin - - 69(%98.6)
Aztreonam - 2(%2.9) 68(%97.1)
Sefepim 2(%2.9) 1(%1.4) 67(%95.7)
Seftazidim 2(%2.9) - 68(%97.1)
Seftriakson - - 69(%98.6)
Sefuroksim - - 69(%98.6)
Siprofloksasin 2(%2.9) - 68(%97.1)
Kolistin 67(%95.7) - 3(%4.3)
Ertapenem - - 70(%100)
Gentamisin 3(%4.3) - 67(%95.71)
Imipenem 2(%2.9) - 68(%97.1)
Meropenem 1(%1.4) 2(%2.9) 67(%95.71)
Netilmisin 3(%4.3) - 67(%95.71)
Piperasilin 2(%2.9) - 68(%97.1)
Piperasilin/Tazobaktam 2(%2.9) - 68(%97.1)
Tigesiklin 34(%48.6) 3(%4.3) 32(%45.7)
Trimetoprim-Sulfametoksazol 5(%7.1) 2(%2.9) 62(%88.6)

S: Duyarli  I: Orta duyarh R: Direngli

Calismada rep-PCR diversilab yontemi ile tiplendirilen 70 A.baumannii izolatindan
biri ana klon olmak iizere toplam 10 farkli klon elde edildi. Izolatlar arasindaki benzerlik
oran1 %95.8, kiimelesme oran1 %94.3 olarak bulunmustur (Sekil 4.1, 4.2, 4.3). izolatlarmn
elde edildigi servisler ile 1ilgili bilgiler Cizelge 3.1°de belirtilen bilgilere gore
degerlendirilmistir. Ilk alt1 klon kendi aralarinda ayirt edilemeyecek kadar benzer veya
benzerdir, tek kalan klonlar (7,8,9,10) ise farklidir. 1.klon: key no: 1-48’e kadar ki
izolatlar1 kapsamaktadir. Ik 48 izolat benzerdir ve bazi benzerlik oranlarma “overlay”
yapilarak bakilmistir (Sekil 4.4, 4.5, 4.6, 4.7). 2.klon: key no: 50-52’y1 kapsamaktadir.
Kapsadig1 3 izolat ayirt edilemeyecek kadar benzerdir (Sekil 4.8). 3.klon: key no: 53 ve
54’1 kapsamaktadir. Kapsadigi izolatlar %97.4 benzerdir (Sekil 4.9). 4.klon: key no: 55-
62’ye kadar olan izolatlar1 kapsar. Bu klondaki izolatlar benzer ve ayirt edilemeyecek
kadar benzerdir. Ornegin key no: 60-62 olan izolatlarin benzerligi %98.3’tiir ve ayirt
edilemeyecek kadar benzerdir (Sekil 4.10 ve 4.11). Sklon: key no: 63 ve 64’
kapsamaktadir ve %99.1 ile ayirt edilemeyecek kadar benzerdir. 6.klon: key no: 66-68°1
kapsamaktadir ve %99.2 ile ayirt edilemeyecek kadar benzerdir. 7. 8. 9. 10. klonlar tek
izolat icermekte olup farklidirlar. Bu klonlara ait izolatlarin key numaralar1 sirasi ile; 49,

65, 69, 70’tir.
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1.klondaki izolatlar ¢caligmadaki tiim izolatlarm %68.6’sin1 olusturmaktadir (48/70).
48 izolattan 33’ (%68.7) yogun bakim {initelerinden, 15’1 (%31.3) kliniklerden elde
edilmistir (Cizelge 4.5). Bu izolatlardan bes tanesi (%10.4) 2014, 13 tanesi (%27.1) 2015,
30 tanesi ise (%62.5) 2016 yilina aittir. 2016 yilina ait 30 izolattan 17°s1 (%56.7) mart
ayinda izole edilmistir. Hastane enfeksiyon tanilarmm dagilimma baktigimizda ise
izolatlarin 15 tanesi (%31.2) VIP etkeni olarak saptanmistir (Cizelge 4.6). 1.klondaki ilk
izolat 23.06.2014 tarihinde ¢ocuk hastaliklar1 yogun bakimindan DTA 6rneginden izole
edilmis olup VIP tamis1 konulmustur. Son izolat ise 17.09.2016 tarihinde anestezi ve
reanimasyon yogun bakimda kan Orneginden izole edilmis olup santral vendz katater
iligkili kan dolasimi1 enfeksiyonu tanist konulmustur. 1.klon hastanemizde 18 ay siiresince

etkinligini siirdiirmiistiir.
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Cizelge 4.5. 1. klondaki 48 Acinetobacter baumannii izolatinin elde edildigi servisler

Servisler Hasta Sayis1 / Toplam
Yiizde (%)
Yogun Anestezi ve reanimasyon yogun bakim 14 (%29.1)
Bakim Yenidogan yogun bakim 8(%16.6)
Uniteleri  Cocuk hastaliklar1. yogun bakim 4(%38.3)
Noroloji yogun bakim 2(%4.2)
Beyin cerrahi yogun bakim 1(%2.1) 33(%68.7)
Gogiis hastaliklar1 yogun bakim 1(%2.1)
Hematoloji yogun bakim 1(%2.1)
Gastroenteroloji yogun bakim 1(%2.1)
Genel Cerrahi yogun bakim 1(%2.1)
Klinikler = Nefroloji klinik 4(%38.3)
Genel Cerrahi klinik 3(%6.2)
Gogiis Hastaliklar1 klinik 2(%4.2)
Ortopedi klinik 2(%4.2) 15(%31.3)
Cocuk hastaliklar: klinik 1(%2.1)
Gogis cerrahi klinik 1(%2.1)
Uroloji klinik 1(%2.1)
Plastik cerrahi klinik 1(%2.1)

Cizelge 4.6. 1. klondaki 48 Acinetobacter baumannii izolatina ait hastane enfeksiyon

tanilar1

Enfeksiyon tanilar Sayi-yiizde(%)
VIP 15(%31.2)
KIKDE 10(%20.8)
Derin insizyonel primer CAE 4(%8.3)
Yiizeyel insizyonel primer CAE 4(%8.3)
KIUSE (768.3)
Cerrahi girisim sonrasi gelisen menejit 3(%6.3)
Laboratuvar olarak kanitlanmis kan dolasimi enfeksiyonu  3(%6.3)
YVIP 2(%4.2)
Organ/Bosluk CAE, Diger ASYE 1(%2.1)
Klinik olarak tanimlanmis pnémoni 1(%2.1)
Solunum sisteminin diger enfeksiyonlari 1(%2.1)

2. klondaki izolatlarin {icii de 2016 yilma aittir. Izolatlardan 1. si 06.04.2016
tarthinde yenidogan yogun bakimda BOS oOmeginden izole edilmis olup hastane
enfeksiyon tanis1 olarak cerrahi girsim sonrasi gelisen menenjit tanisi konulmustur. 2.
izolat 04.08.2016 tarihinde genel cerrahi kliniginde yara orneginden izole edilmis olup
hastane enfeksiyon tanisi olarak cerrahi girisim sonrasi gelisen intraabdominal enfeksiyon

tanis1 konulmustur. 3. Izolat ise 08.05.2016 tarihinde gdgiis hastaliklar: kliniginde DTA
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orneginden izole edilmis ve hastane enfeksiyon tanisi olarak klinik olarak tanimlanms

pndmoni tanis1 konulmustur. Ikinci klondaki izolatlar dort ay igerisinde izole edilmistir.

3.klondaki 2 izolattan biri 28. 07. 2016 tarihinde anestezi ve raenimasyon yogun
bakimda kan 6rneginden izole edilmis olup hastane enfeksiyon tanisi olarak santral vendz
kateter iliskili kan dolagimi1 enfeksiyonu konulmustur. Digeri ise 24. 04. 2016 tarihine yeni
dogan yogun bakimda kan 6rneginden izole edilmis olup hastane enfeksiyon tanisi olarak
umbilikal kateter iliskili kan dolasimi enfeksiyonu tanisi konulmustur. Izolatarm ii¢ ay

boyunca etkin olduklar1 saptanmistir.

4 klondaki izolatlardan dort tanesi anestezi ve reanimasyon yogun bakimda ti¢ii kan
orneginden biri ise balgam Orneginden izole edilmis olup kan 6rneklerindeki iireme ile
santral vendz kateter iliskili kan dolagimi enfesiyonu balgam Ornegindeki iireme ile de
YVIP tanis1 konulmustur. Ug izolat beyin cerrahi yogun bakimda 2’si BOS biri yara
orneginden izole edilmis olup BOS’taki iireme ile cerrahi girisim sonrasi gelisen menenyjit
tanisi, yara ornegindeki iireme ile de dekiibit iilseri enfeksiyonu tanist konulmustur. Bir
izolat ise yenidogan yogun bakimda BOS oOrneginden izole edilmis olup bu iireme ile
cerrahi sonrasi1 gelisen menenjit tanis1t konulmustur. Bu klondaki izolatlardan altis1 2015
yilma, ikisi ise 2016 yilina ait izolatlardir. Bu klondaki ilk izolat 21.2.2015 tarihinde
yenidogan yogun bakimda, son izolat ise 21.03.2016 tarihinde beyin cerrahi yogun
bakimda izole edilmistir. Bu klondaki izolatlar hastanemizin yogun bakim iinitelerinden 13

ay boyunca izole edilmistir.

5.klondaki iki izolat mart 2016 tarihinde iki ayri klinikten (plastik cerrahi ve
enfeksiyon hastaliklar1 klinik)10 giin ara ile yara Orneklerinden izole edilmis olup iki

ireme ile de derin insizyonel CAE tanis1 konulmustur.

6.klondaki ii¢ izolat 2016 yilinda izole edilmistir. iki izolat anestezi ve reanimasyon
yogun bakimda kan ve DTA o6rneklerinden izole edilmis olup kan 6rnegindeki iireme ile
santral vendz kateter iliskili kan dolagimi1 enfeksiyonu, DTA 06rnegindeki {ireme ile de
klinik olarak tanimlanmis pndmoni tanis1 konulmustur. Ugiincii izolat ise ¢ocuk hastaliklar
yogun bakimda BOS 6rneginden izole edilmis olup cerrahi sonrasi gelisen menenjit tanisi
konulmustur. Bu klondaki ilk izolat 20.06.2016 tarihinde son izolat ise 23.10.2016
tarthinde 1izole edilmistir. Bu klondaki izolatlar dort ay boyunca etkinliklerini

siirdlirmiiglerdir.
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5. TARTISMA

Amerikan Enfeksiyon Hastaliklar1 Dernegi 2009 yilinda hastane ve yogun
bakimlarda direng ve tedavi yoniinden en sorunlu patojenleri ‘‘ESKAPE’’ (Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii,
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter tiirleri) olarak belirtmistir (Rice, 2008; Boucher
ve ark., 2009). Bunlardan 4. baumannii nonfermentatif, gram negatif, son yillarda 6nemi
giderek artan, hastane ortaminda yaygin olarak bulunan, pek ¢ok antibiyotige karsi direng
gelistirmis bir bakteridir. Pek c¢ok antibiyotige karsi direng gostermesinden ve yeni
antibiyotiklere kars1 hizla diren¢ gelistirebilmesinden dolay1 tedavi giliclesmektedir
(Villages ve ark., 2003; Almasaudi, 2016). Ulkemizde 2016 Ulusal Saglik Hizmeti Iliskili
Enfeksiyonlar Siirveyans Agi1 Etken Dagilimi ve Antibiyotik Diren¢ Raporunda A.
baumannii, tiim hastane enfeksiyonlarini kapsayan etken siralamasinda %21.52 ile birinci
sirada yer almistir (Sencan, 2017a). A. baumannii enfeksiyonlar1 genellikle YBU’lerde ve
immiin sistemi baskilanmis hastalarda gozlenir (Karah ve ark., 2012; Zarrilli ve ark.,
2012). Hastanede ve ozellikle YBU’lerde tedavisi giicliik gosteren pnomoni (dzellikle
VIP), bakteriyemi/sepsis, iiriner sistem enfeksiyonu, kateter enfeksiyonlari, menenjitlere ve
yumsak doku enfeksyonlarina yol acabilir. Daha 6ncede belirtildigi gibi en stk HKP’ye yol
acar (Koneman ve ark., 2006; Doughari ve ark., 2011; Rafei ve ark., 2014; Savci ve ark.,
2015; Jung ve Park, 2015). Bu enfeksiyonlarda uzun siireli hastanede kalma ve YBU’lerde
yatis, gecirilmis cerrahi girisimler, yaniklar, enteral beslenme, mekanik ventilatére bagl
kalma, endotrakeal tiip veya trakeostomi varligi, damar ici kateterizasyon, idrar sondasi,
uzun siiren genis spektrumlu antibiyotik kullanimi, konak immiin sisteminin baskilandigi
malignite gibi altta yatan ciddi bir hastaligin varligi, konagin yasi gibi durumlar 6nemli

risk faktorleridir (Fishbain ve ark., 2010).

Calismamizda izolatlarin 51 tanesi (%72.9) YBU’lerden, 19 tanesi (%27.1) ise
kliniklerden izole edilmistir. YBU’lerden elde edilen izolatlarin %44’ii, toplam izolat
sayisinin ise  %31.4° {i anestezi ve reanimasyon yogun bakimdan elde edilmistir.
Calismamizin 4. baumannii izolatlarmm en sik izole edildigi servisin YBU’ler oldugu
bulgusu bu alanda yapilmis bir ¢ok calisma ve literatiir bilgisi ile uyumlu olarak
degerlendirilmistir (Erben ve ark., 2006; Ozgiir, 2009; Giizel-Kurtoglu ve ark., 2011; Sesli-
Cetin ve ark., 2011; Cift¢i ve ark., 2013; Giilbudak ve ark., 2014; Savci ve ark., 2015; Qian
ve ark., 2015; Yanik ve ark., 2015; Li ve ark., 2016; Ren ve ark., 2016; Sahin ve ark.,
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2016). Acinetobacter tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlara kontamine nemlendirici ve
ventilator aksaminin siklikla neden oldugu bildirilmektedir (Bergogne-Berezin ve Towner,
1996; Smith ve ark., 1997; D’Agata ve ark., 2000; Sahin ve ark., 2016). Yogun bakim
initeleri, bu ekipmanlarin yaygm olarak kullanildigi merkezlerdir. A.baumannii
izolatlarinin yogun bakim iinitelerinde ve anestezi ve reanimasyon boliimiinde diger
boliimlere oranla daha sik izole edilmesinin nedeni, kritik hastalarin bu iinitede takip
edilmesi ve bu hastalara mekanik ventilasyon, trakeostomi, entiibasyon, damar ig¢i
kateterizasyon ve {iriner kateter gibi invaziv girisimlerin daha sik uygulanmasi ile

acgiklanabilir.

Calismalarda  A.baumannii  izolatlarmin  klinik Orneklere gbére dagilimina
bakildiginda merkezden merkeze farkliliklar goriilse bile siklikla birinci sirada solunum
sistemi Ornekleri yer almakta bunu kan ve yara ornekleri takip etmektedir. Calismamizdaki
A.baumannii izolatlarmin klinik drneklere gore dagilimina bakildiginda ise izolatlarin 24’
i (%34.3) solunum sistemi ile ilgili 6rneklerden (DTA, balgam, plevra sivisi, trakeal
kateter ucu) izole edilmistir. Bu oranla solunum sistemi Ornekleri birinci sirada yer
almistir. Bunu ikinci sirada kan ornekleri (18 izolat, %25.7), l¢ciincii swrada ise yara
ornekleri (13 izolat, %18.6) takip etmistir. Calismamizin klinik 6rneklerle ilgili bulgulari
bir ¢ok caligma ve literatiir bilgisi ile uyumlu olarak degerlendirilmistir (Yang ve ark.,
2009; Balc1 ve ark., 2010; Iraz ve ark., 2012; Ozseven ve ark., 2012; Giizel-Kurtoglu ve
ark., 2011; Giilbudak ve ark., 2014; Keskin ve ark., 2014; Savci ve ark., 2015; Yanik ve
ark., 2015; Goudarzi ve ark., 2016 ; Li ve ark., 2016; Ren ve ark., 2016; Sahin ve ark.,
2016). Bu durum her bdlgeyi tutabilen hastane kokenli A.baumannii enfeksiyonlarinin
ozellikle solunum sistemi, dolagim sistemi, cilt ve yaralarda yaygin goriilmesi ile ve
bakterinin en ¢ok da VIP yapmasiyla agiklanabilir (Bergogne-Berezin ve Towner, 1996;
Kaul veark., 1996; Gulati ve ark., 2000; Dizbay ve ark., 2008; Peleg ve ark., 2008;
Towner, 2009; Gokmen ve ark., 2012; Almasaudi, 2016; Garcia-Patifio ve ark., 2017). A4.
baumannii’nin tibbi cihazlar, endotrakeal tiipler ya da intravaskiiler kataterler gibi cansiz
ylizeylerde uzun siire canli kalabilmesi, dezenfektanlara ve antibiyotiklere karsi direng
gelisimi salginlarin olusmasina katki saglamaktadir (Villages ve ark., 2003). Cesitli
salginlarda yatan hastalarin cilt, bogaz, solunum sistemi ve sindirim sisteminde yliksek
diizeyde A. baumannii kolonizasyonu gdosterilmistir (Corbella ve ark., 1996; Webster ve
ark., 1998). Solunum yollarinda A. baumannii’nin kolonize oldugu hastalara mekanik

ventilasyon uygulamak i¢in kullanilan ekipmanlarim kontamine olmasi salgmlarm en
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onemli nedenidir (Bergogne-Berezin ve Towner, 1996; D’Agata ve ark., 2000). Literatiire
benzer sekilde calismamizda hastane enfeksiyon tanilari igerisinde birinci sirada solunum
sistemi enfeksiyonlar1 (24/70, %34.3), ikinci sirada kan dolasimi enfeksiyonlar1 (19/70,
%27.1), iiglincii sirada cilt ve yara enfeksiyonlar1 (14/70, %20) yer almistir (Cizelge 4.1).
Solunum sistemi drneklerinden de DTA’nin birinci sirada yer almasi ¢alismamizdaki VIP
sayistyla iligkili olarak degerlendirilmistir. Solunum sistemi 6rneklerinin birinci sirada yer
almadig1 c¢aligmalarda mevcuttur ( Sesli-Cetin ve ark., 2011; Qian ve ark., 2015; Say-
Coskun ve Coskun, 2015). Calismalardaki bu farkliliklar arastirmacilarin bellirli bir

enfeksiyon tipi yada drmek tipini segmelerinden kaynaklanabilir.

Acinetobacter  suslarmin  aminoglikozidler, anti-Pseudomonas penisilinler,
karbapenemler, sefalosporinler ve kinolonlar olmak ftizere en az ii¢ farkli smiftaki
antibiyotige direng¢ gostermesine ¢oklu ilag direnci denir (Souli ve ark., 2008). Son yillarda
CID A4.baumanni enfeksiyonlarinmn sayisi artis gdstermistir. CID ve karbapenem direngli
tiirler tarafindan meydana gelen 4. baumannii salginlar1 diinya genelinde ¢ok sik
raporlanmistir (Karah ve ark., 2012; Zarrilli ve ark., 2012; Sahin ve ark., 2016). Bu durum
A. baumannii’yi hastane kokenli gram negatif patojenler icerisinde tedavisi en zor
olanlardan biri haline getirmektedir (Jain ve ark., 2004; Li ve ark., 2005). Yunanistan’da
2004-2009 yillar1 arasinda izole edilen CID gram negatif mikroorganizmalarin %11,9’unun
A.baumannii suslar1 oldugu ve bu suslarin sadece kolistine (%94) duyarli oldugu
bildirilmistir (Maraki ve ark., 2012). Tiirkiye’de yapilan 165 hastanin (56 vaka, 109
kontrol grubu) yer aldigi ¢cok merkezli ¢alismada direncli izolatlarm % 51,8°1 (29/56)
A.baumannii suslarinda saptanmistir (Yilmaz ve ark., 2016). Antibiyotiklere duyarlilik
iilkeler, merkezler, hatta hastanelerin boliimleri arasinda bile farklilik gostermektedir. Bu
farkliliklar, farkli epidemiyolojik kosullar, farkli antibiyotik kullanom ve kontrol
politikalarmin yansimasi olarak diisiiniilebilir. Cizelge 5.1°de baz1 c¢alismalara ve bizim
calismamiza ait antibiyotik diren¢ oranlari verilmistir. Buna goére bizim c¢alismamiz da
dahil olmak tizere c¢alismalardaki antibiyotik diren¢ oranlar1 yliksek olarak
degerlendirilmistir. Caligmamizda tigesiklin diren¢ orani pek cok calismadan daha yiliksek
olarak goriilsede daha yiisek diren¢ orani bildiren calismalar da mevuttur. Israilden
bildirilen bir ¢alismada 2008 yilinda izole edilen 348 CID A.baumannii susunun %80.4
(280)’1 tigesikline direngli, %2,7 (8)’si kolistine direngli ve %0,86 (3)’s1 her iki
antibiyotige de direngli bulunmustur (Reddy ve ark., 2010). Navon-Venezia ve
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arkadaslarinin calismasinda da, 82 CID A. baumannii klinik izolatinmn % 78’1 tigesikline

direngi yada orta duyarl olarak bulunmustur (Navon-Venezia ve ark., 2007).
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Cizelge 5.1. Bu calismada ve bazi ¢alismalardaki Acinetobacter baumannii izolatlarinin gesitli antibiyotiklere direng oranlar1 (%)

AK AMC AMP ATM FEP CAZ CRO CXM CIP CT ETP GN IPM MEM NET PRL TZP TG SXT
Glizel-Kurtoglu ve 52 90 - - 91 91 - - 88 5 - 86 70 71 - 90 82 16 67
ark. (2011)
Jaggive ark. (2012) | 90.3 - - 94.2 90.3 92.1 - - 91.6 - - 85.8 89.6 89.6 90.3 - 89.7 74.8 -
Goziitok ve ark. 59 - - - 95 - - - 92 0 - 54 91 91 - - 97 11 -
(2013)
Giilbudak ve ark. 85.3 - - - 97.3 89.3 - - 97.3 - - 66.7 96 94.6 - 96 96 - 89.3
(2014)
Rezaee ve ark. 21 - - 97 93 93 - - 93 - - - 15 15 - 93 - 68 -
2014)
Korkmaz ve ark. 53.7 - - - - 93.5 96 - 93.1 7.2 - 52.2 90.3 89.7 18 96.7 | 95.3 14.7 83.2
(2015)
Sahin ve ark. 59 - - - 96 97 - - 99 0 - 56 99 99 56 100 100 5 71
(2016)
Giir-Vural ve 62 - - - 100 100 - - 99 0 - 62 100 100 - 100 99 - 73
Durupinar (2016)
Goudarzi ve ark. 81.6 - - - 57.5 50 93.3 - 91.6 0 - 85.8 93.3 65 40.8 - 75 - 73.3
(2016)
Ren ve ark. (2016) 23 - - 85 78 81 95 - 82 - - 81 66 - - - 68 - -
Safak ve ark. (2016) | 63 - - - - 94.3 - - 93.4 3.5 - 69 84 86.9 - - 92.6 6.1 96.1
Xiao ve ark. (2016) | 83 - - - - 100 - - 98 2 - - 100 89 - 100 100 - 93
Chen ve ark. (2017) | 42.18 - - - 65.01 68.98 - - 74.94 0 - 65.75 58.95 59.45 - - 65.33 8.53 71.28
Hasan ve 63.63 90.90 - 72.72 - 90.90 81.81 - 72.72 0 - 72.72 18.18 - - 364 | - - -
Shamsuzzaman,
(2017)
Sarhaddi ve 90.7 - - - 96.3 100 - - 98.1 - - 50 100 - - - 100 96.3
ark.(2017)
Celik ve ark. (2017) | 77.4 - 96.2 100 97.9 97.9 100 - 97.4 1.46 69 74.4 96.7 98.6 100 98.1 - 100 66.5
Bu calisma 91.4 98.6 98.6 97.1 95.7 97.1 98.6 98.6 97.1 4.3 100 95.71 97.1 95.71 95.71 97.1 | 971 45.7 88.6

-; bakilmadi, Amikasin: AK, Amoksisilin/Klavulanat(F): AMC, Ampisilin: AMP, Aztreonam: ATM, Sefepim: FEP, Seftazidim: CAZ, Seftriakson: CRO, Sefuroksim:
CXM, Siprofloksasin: CIP, Kolistin: CT, Ertapenem: ETP, Gentamisin: GN, Imipenem: IPM, Meropenem: MEM, Netilmisin: NET, Piperasilin: PRL,
Piperasilin/Tazobaktam: TZP, Tigesiklin: TG, Trimetoprim-Sulfametoksazol: SXT.
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Calismamizda literatiire benzer sekilde izolatlarn %97.1°i CID ve karbapenem
direncli bulunmustur. Ulkemizde 2014 yil1 ulusal hastane enfeksiyonlari siirveyans ag1 dzet
raporuna gore Tiirkiye geneli karbapenem direngli A.baumannii oram %91.55, kolistin
direngli 4.baumannii orani ise %5.55’tir. Aymi1 raporun 2015 verilerinde karbapenem
diren¢li A.baumannii oran1 %68.39, kolistin direngli A.haumannii orani ise %4.43 iken
2016 yili verilerinde karbapenem direncli 4.baumannii oranm1 %72.38, kolistin direngli
A.baumannii oram ise %3.02°dir (Sencan, 2015; 2016; 2017b). Ulkemizde 2016 Ulusal
Saghk Hizmeti iliskili Enfeksiyonlar Siirveyans Agi Etken Dagilimi1 Ve Antibiyotik Direng
raporunda ise bazi hastane enfeksiyon tiirlerine gore direng paternleri belirlenmis olup bu
raporda imipenem ve meropenem direnci daha yiiksek olarak bildirilmistir.
A.baumannii’nin etken oldugu HKP tanilari i¢in imipenem direnci %97.39, meropenem
direnci %97.14, hastane kokenli liriner sistem enfeksiyonu tanilari i¢in imipenem direnci
%96.33, meropenem direnci %97.74, hastane kokenli kan dolasimi enfeksiyonu tanilari
icin imipenem direnci %94.34, meropenem direnci %93.60, hastane kokenli cerrahi alan
enfeksiyonu tanilari i¢cin imipenem direnci %91.53, meropenem direnci %91.67 seklinde
bildirilmistir (Sencan, 2017a). Son ii¢ yilin Tiirkiye geneli karbapenem direng oranlarinin
azalmakta oldugu goriilsede enfeksiyonlar bazinda degerlendirildiginde yiiksek oranlarda
oldugu goriilmiistiir. Ulkemizde ve diinyada farkli zamanlarda yapilan calismalarda
kolistine kars1 diren¢ oranlar1 %0-5 arasinda bulunmustur (Yolbas ve ark., 2013). Bizim
calismamizda da 6nceki ¢alismalara benzer olarak kolistine kars1 direng oran1 % 4.3 olarak
bulunmustur. Calismamizda hem karbapenemlerdeki hem de diger antibiyotiklerdeki
yiiksek diren¢ oran1 hastanemizdeki antibiyotik kullanim politikalar1 ve enfeksiyon kontrol
onlemlerinin  yeniden degerlendirilmesi gerektigini ortaya koymustur. Ayrica
izolatlarimizin biiyiik bir ¢ogunlugunun CID (%97.1) ve karbapenem direngli (%97.1)
olmasi, ¢aligmaya alman izolatlarin yogun bakim iinitesinde ve kliniklerde tedavi goren ve
hastane enfeksiyon tanis1 konmus hastalardan izole edilmis olmasina baglanabilir. Cilinkii
bu hastalar mekanik solunum cihaz1 destegi, genis spektrumlu antibiyotik kullanima,
girisimsel uygulamalar, ge¢irilmis cerrahi ve eslik eden ciddi hastaliklar gibi CID A.
baumannii ile kolonizasyon ve enfeksiyon gelisimi i¢in risk faktorleri tasimaktadir. Diinya
Saglik Orgiitiiniin (Word Health Organization-WHO- Global priority list of antibiotic-
resistant bacteria to guide research, discovery and development of new antibiotics) 2017

yilinda yayinladigi yeni antibiyotiklerin arastirilmasi, kesfedilmesi ve gelistirilmesine
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rehberlik etmek i¢in antibiyotige direncli bakterilerin kiiresel dncelikli listesinde 1. sirada
karbepenem direncli A.baumannii yer almistr (WHO, 2017). Calismamizdaki yiliksek
diren¢ oranlar1 Diinya Saglik Orgiitiiniin bu kararmi destekleyen bir veri olarak

degerlendirilmistir.

Hastane kokenli Acinetobacter enfeksiyonlarindaki en onemli sorun, mevcut tim
antibiyotiklere direngli suslarin bulunmasi ve direng oranlarmin artis egilimi gostermesidir
(Giilbudak ve ark., 2014). Lokal bdlgelerde, duyarlilik testleri sonucu elde edilen CiD
suslarin genotiplendirme yontemleri ile klon karsilastirmas: yapilmaz ise, epidemiyolojik
olarak baskin ayni tip CID suslarin, direng seviyesini artrma egilimi gdsterdigi
belirtilmektedir (Seifert ve ark., 2006). Molekiiler tiplendirme metodlar1 epidemik
kokenlerin yayilim kaynagini saptamada onemli araclardir. Cesitli molekiiler tiplendirme
metotlar1 olmasma ragmen bunlar arasinda rep-PCR kullanim kolayligi, ytiksek veri
secenegi ve PFGE ile kiyaslanabilir ayrim giicii ile 6n plana ¢ikmaktadir (Saeed ve ark.,

2006).

Amerika Birlesik Devletleri’nde Sikago sehrinden ve indiana eyaletinin kuzeybati
bolgesindeki 8 merkezden elde edilen, 100 A.baumannii susunun (42 izolat yiiksek
karbapenem direncine sahip; 8 sus cevre Orneklerinden izole edilmis) PFGE ile
tiplendirilmesi sonucunda %97’sinin ayn1 klona ait monoklonal, tek sus salginina neden
oldugu gosterilmistir ve Acinetobacter’lerin genis cografik dagilim gosteren salginlara

neden olabildigi bildirilmistir (Lolans ve ark., 2006).

Bou ve arkadaglar1 tarafindan hastane salginlarina neden olan imipenem ve
meropenem direncli A. baumannii tiirlerinin tanimlanmasiyla ilgili bir aragtrmada; PCR
temelli DNA tiplendirme yontemleri (rep-PCR, arbitrary primed PCR) referans teknik olan
PFGE ile karsilastirilmistir. Imipenem ve meropenem direncli ve duyarli A. baumannii
tiirlerine ait bant profilleri karsilastirildiginda rep-PCR’1n arbitrary primed PCR’dan daha
fazla ayirt edici oldugu ve PFGE teknigi gibi yiiksek performans gosterdigi bulunmustur
(Bou ve ark., 2000). Fontana ve arkadaslar1 Italya’dan bildirdikleri calismada, 11 aylik
donemde, yogun bakim iinitesinde yatan 13 hastadan elde ettikleri 56 A.baumannii susunu
ve ¢evre Orneklerinden izole ettikleri 15 A.baumannii susunu rep-PCR diversilab sistemi
ile %97 ve iizeri benzerlik oraninda alt1 klon olarak tanimlamislardir. Klonal iligki, elde
edilen izolatlarin ilk izolasyonu baska bir hastaneden yogun bakima transfer edilen bir
hastadan oldugunu ve capraz bulasla patojenin yayildigini gostermistir. Ayrica,

arastiricilar, ayni izolatlar1 f~AFLP yontemi ile tiplendirdiklerinde de benzer sonuglarin
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elde edildigini bildirmislerdir (Fontana ve ark., 2008). Hollanda’dan bildirilen bir
calismada 26 Acinetobacter susu rep-PCR diversilab sistemi ve PFGE yontemi ile
tiplendirilmis. Elde edilen sonuglarda 2 izolattan olusan 5 PFGE paterni diversilab ile
dogru tiplendirilmis, 3 izolat PFGE ile farkli patern olustururken diversilab sistemi ile ayirt
edilemez bant paterni olusturmus; yine 2 sus benzer sekilde diversilab sistemi ile ayn1 bant
paternine sahipken PFGE ile farkl tiplendirilmistir. Diger izolatlar her iki yontemde de
uyumlu olarak farkli klonlar olarak tiplendirilmistir. Calismaya gore diversilab sistemi ve
PFGE yonteminin Acinetobacter salgmlarinin arastirmasinda uyumlu sonu¢ verdigi ve
diversilab sisteminin salgin tespitinde kullanilabilecegi belirtilmistir (Fluit ve ark., 2010).
Grisold ve arkadaslarinin Avusturya’dan bildirdikleri ¢calismada, 31 4.baumannii susu rep-
PCR diversilab sistemi ve PFGE yontemi ile tiplendirilmis, elde edilen sonuglar
karsilastirildiginda iki yontemin birbiri ile %100 uyumlu sonug verdigi belirtilmistir. Iki
farkli cerrahi yogun bakim iinitesinden elde edilen 11 CID A4. baumannii susunun %97 ve
iizeri ayirt edilemez benzerlik orani ile salgina neden oldugu ve bu susun 8 ay boyunca
izole edildigi tespit edilmistir. Ayrica, 6 sustan ve 2 sustan olusan salgin klonlarmin
belirlendigi ve diger suslarin bagimsiz klonlar olusturdugu tespit edilmistir (Grisold ve
ark., 2010). Carretto ve arkadaslari, Italya’nin farkli bolgelerinde yer alan 7 hastaneden
dort haftalik bir donemde izole edilen 21 A.baumannii izolatmmin diversilab sistemi
kullanarak epidemiyolojik analizini yapmislardir. Ayn1 izolatlarda ribotiplendirme yaparak
bu iki yontemi kiyaslamiglardir. DiversiLab yontemi ile 8 kiime olusurken ribotiplendirme
ile 6 kiime olugsmus. Fazla sayida izolatin ¢alisilip kisa siire iginde sonug¢ alinmasi gereken
durumlarda diversilab sisteminin olduk¢a uygun oldugunu bu ¢alisma ile rapor etmislerdir.
Rep-PCR’1in maliyetinin yiiksek oldugu, buna karsin kolay ve hizli bir metot oldugu
vurgulanmustir (Carretto ve ark., 2008). Yan ve arkadaglar1 2010 yilindaki ¢aligmalarinda,
Cin’deki ii¢ askeri hastaneden izole edilen 49 CID A.baumannii’yi diversilab sistemi
kullanarak genotiplendirme yapmislardir. Calisma sonunda her biri licten fazla izolat
iceren ve >%95 benzerlige sahip 5 adet klon (A-E) tanimlamislardir. Klon A 27 izolat,
klon B 8, klon C 4, klon D 3 ve klon E 3 izolattan olusurken, kalan 4 izolatin her biri farkl
bir paterne sahip bulunmustur. Toplamda 9 farkli patern olusmustur. DiversiLab sisteminin
hizl1 sonu¢ vermesinin bir avantaj oldugu vurgulanirken, maliyetinin yiiksek olmas1 bir
dezavantaj olarak rapor edilmistir (Yan ve ark., 2010). Kiling’in yaptig1 calismada
Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi anestezi ve reanimasyon yogun
bakim, noroloji yogun bakim, koroner yogun bakim ve cerrahi servis hastalarinda izole

edilen, 48 adet CID A.baumannii izolatmin PFGE ve rep- PCR diversilab yontemleri ile
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molekiiler benzerliklerinin arastirilmasi amag¢lanmistir. Calisma sonunda, 2009 yilina ait
19 izolat, PFGE yontemi ile 6 farkli patern olusturmustur (P-A 7, P-B 2, P-C 2, P-D 6, P-E
ve P-F 1’er izolat). Aymi izolatlarin rep-PCR diversilab sistemi ile yapilan molekiiler
calismasinda 7 farkl patern olusmustur (P14 6, P4 4, P12 4, P15 2 izolat ve P2, P3 ve P11
I’er izolat). 2010 yilina ait 29 izolat, PFGE yontemi ile 4 farkli patern olusturmustur (P-A
18, P-B 8, P-C 2 ve P-D 1 izolat). 2010 yil1 izolatlarinin rep-PCR Diversilab sistemi ile
yapilan analizinde ise 13 farkli patern olusmustur. Izolatlarm 21 tanesi 5 paterne ait
bulunmus ve kalan 8 izolatin her biri farkli patern olusturmustur (P1 8, P2 6, P3 2, P4 3, P5
2 izolat ve P6-P13 arasi 1’er izolat). PFGE yOontemine gore daha kisa siirede sonug veren
rep-PCR diversilab sistemi, patern kiimelenmelerine gore daha fazla sayida patern
olusumuna neden olmustur (Kiling, 2011). Bizde ¢alismamizda hastane enfeksiyonu etkeni
olarak cesitli klinik 6rneklerden izole edilen 70 A.baumannii izolatinin konal iliskilerini bu
alanda altin standart kabul edilen PFGE ve f-AFLP tiplendirme yOntemleri ile
karsilastirilabilir sonu¢ verdigi gosterilen hizli ve kolay uygulanabilirligi olan rep-PCR

Diversilab® sistemini kullanarak (bioMeriéux, Fransa) arastirdik.

Elmas-Dal’im Malatya Inénii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezinde, Nisan
2011— Mart 2012 tarihleri arasinda, eriskin YBU’de yatan hastalardan izole edilen 96 A.
baumannii 1zolatm dahil ettigi ¢alismasinda, izolatlarin 83’1 24 farkli kiime icerisinde yer
almistir. Bu veriye gore izolatlarin kiimelesme orant %86 olarak bulunmustur. En biiyiik
kiime; 24 izolatin yer aldig1 PS5 ile kodlanan kiimedir. Bunu sirasiyla; P6 (13 izolat), P17
(13 1zolat), P8 (12 izolat), P4 (7 izolat), P1 (3 izolat), P2 (2 izolat), P9 (2 izolat), P13 (2
izolat) P19 (2 izolat) kiimeleri takip etmistir. En fazla izolat sayisma sahip klonun
hastanede yaklasik 14 ay varligm siirdiirdiigii tespit edilmistir. Bu veri ile 6zellikle CiD A4.
baumannii salgin klonlarmm onlem alinmadigi durumda hastane ortaminda uzun yillar
kalabilecegi ve hastadan hastaya taginabilecegi ortaya konulmustur (Elmas-Dal, 2013).
Ergin ve arkadaglar1 2004-2010 yillar1 arasinda kan kiiltlirlerinden izole ettikleri
A.baumannii izolatlarmi rep-PCR ile degerlendirdikleri bir ¢alismada, 100 izolatin 62’sinin
13 paterne ayrildigmi ve biiylik ¢cogunlugunun patern 1°de bulundugunu saptamiglardir
(Ergin ve ark., 2013). Rezaee ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada 75 A. baumannii izolatini
incelemislerdir. Bu calismada direngli A. baumannii izolatlarinin reP-PCR’1  baskin
genotiplerin ii¢ klona ayrildiklarin1 gostermistir (Rezaee ve ark., 2014). Giilbudak ve
arkadaslarinin calismalarmma 75 Acinetobacter izolat1 dahil edilmistir. Rep-PCR ile yapilan

klonal iligki analizi sonucunda iki ana klon [A (7 alt tip), B (3 alt tip)] olmak iizere toplam
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sekiz (A-H) farkli klon tespit edilmis; A klonunun baskin tip oldugu belirlenmistir. Yetmis
bes Acinetobacter izolatmin %72 (n= 54)’sinin A klonuna ait oldugu tespit edilmis; B
klonuna ait 13 izolat, C ve D klonlarinda ikiser izolat, diger klonlarda (E, F, G, H) ise birer
izolat saptanmistir. A klonu, reanimasyon yogun bakim iinitesi Orneklerinin %71
(20/28)’inden, cerrahi servislerinden gonderilen 6rneklerin %70 (7/10)’inden ve dahiliye
yogun bakim iinitesi drneklerinin tamamindan (6/6) izole edilmistir. Ilk ve son izolatin
izolasyon tarihleri arasinda sekiz aylik siire oldugu belirlenmistir. Sonu¢ olarak, bu
calismada Acinetobacter izolatlarinin diren¢ oranlarinda artis izlenmis ve bu artisin ayni
klona ait izolatlarin yayilimi ile paralel oldugu ortaya konmustur. A klonuna ait izolatlarin
yogun bakim iinitelerinde ve diger servislerde hakim oldugu gorilmiistiir. Acinetobacter
izolatlarinin servisler arasi transfer edilen hastalar ve ¢apraz bulaslar sonucu yayildig:
diistiniilmiistiir. Caligmada kullanilan rep-PCR yOnteminin epidemiyolojik ¢aligmalarda ve
enfeksiyon kontroliinde kullanilabilecek kolay uygulanabilen, hizli ve basarili bir yontem
oldugu kanisina varilmistir (Gtilbudak ve ark., 2014). Pasanen ve arkadaslar
calismalarinda 55 Acinetobacter izolatmi, klonalitelerini analiz etmek ic¢in rep-PCR
diversilab ile degerlendirmisler ve iki biiyiik klon tespit etmislerdir. Bu klonlardaki
izolatlar ¢ogunlukla ciddi yanik tedavisi goren ya da yogun bakim {initesinde bulunan

hastalardan olusmustur (Pasanen ve ark., 2014).

Sar1 ve arkadaslarinin c¢aligmalarina, Subat-Mart 2012 tarihleri arasinda yogun
bakim ftnitelerinde (n= 42) ve diger servislerde (n= 20) yatan hastalara ait cesitli klinik
orneklerden izole edilen toplam 62 CID A4.baumannii izolat1 dahil edilmistir. Rep-PCR ile
izolatlar arasindaki klonal iliski incelendiginde; %95’in iizerinde benzerlik gosteren 48
izolatin (%77.4) bir biiyiik kiimeyi (Kiime A) olusturdugu izlenmis, geri kalan 14 izolatin
icinde de %95’1n tlizerinde benzerlige sahip herbiri ikiser izolat igeren 3 kiiciik kiime daha
olusmustur (Kiime B, C, D). Kiime A’da bulunan izolatlarin ¢ogu (%58.3) cerrahi yogun
bakim (CYB) iinitesinde yatan hastalardan elde edilmis; bu kiimeye ait ilk izolatin da yine
ayni initede yatan bir hastadan izole edildigi dikkati ¢ekmistir. Bu durum, salgmin
muhtemelen CYB servisinden kaynaklandigini ve Kiime A’da bulunan izolatlarin
hasta/tibbi cihaz/esya transferi ile diger servislere yayildigini diistindiirmiistiir. Sonug
olarak calismalarinda hastane kokenli CID A.baumannii izolatlarmin rep-PCR analizleri ile
ayni hastadan kaynaklanan, kisa siire 6nce birbirinden ayrilmis, ¢ok yakin iliskili izolatlar
olduklarimi ortaya koymuslar ve enfeksiyon kontrol onlemlerinin artirilmasi gerektigini

vurgulamiglardir (Sar1 ve ark., 2015).
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Sahin ve arkadaslarinin ¢alismasinda Ankara’da dort farkli hastaneden 99
A.baumannii 1izolati ¢alismaya alinmistir. A. baumannii izolatlarmin dort patern
olusturdugu goriilmiistiir. Ilk 3 paternin bir grup olusturdugu ve dérdiincii paternden farkli
oldugu tespit edilmistir. Birinci patern (P1)’de 14 izolat, ikinci patern (P2)’de 37 izolat,
iiciincii patern (P3)’de 36 izolat, dordiincii patern (P4)’de ise 12 izolat vardmr. Ilk ii¢
paternin olusturdugu grup ile dordiincii paternin farkli olduklar1 ve aralarinda ticten fazla
bant farkliligmin oldugunu, ilk {i¢ paternin ise aralarindaki bir bant farklilig: ile benzer
olduklarim1 tespit etmislerdir. Ayrica, her dort paternin kendi i¢inde bant farki
gostermeksizin ayni olduklarmi, her dort paternde de farkli hastanelerden izolatlarin
bulundugunu saptamislardir. Boylece her dort hastaneye muhtemelen hasta transferleriyle

ayni A. baumannii izolatlarinin yayilmis oldugunu gostermislerdir (Sahin ve ark., 2016).

Joshi ve arkadaslarinin calismasinda 44 A. baumanni izolat1 arasindaki klonal iliski
rep-PCR yontemi kullanilarak arastirilmig ve 7 farkli klon saptanmistir. Klonlar A-G
olarak adlandirilmistir. En fazla izolat C (n = 14; % 31.8) ve D (n = 12; % 27.3)
klonlarinda saptanmistir. A, B, C ve D klonlarindaki izolatlar yogun bakim iinitelerinden
izole edilmistir (Joshi ve ark., 2017). Shoja ve arkadaglarinin caligmasinda rep-PCR
yontemi kullanilarak 40 A. baumanni izolat1 arasindaki klonal iliski arastirilmis ve 4 farkl
klon bulunmustur. A klonunda izolatlarm %12.5’1 (5/40), B ve C klonlarinda % 32.5’1
(13/40) D klonunda ise %22.5’1 (9/40) yer almistir. B ve C klonunundaki izolatlarin yanik
hastalarindaki enfeksiyonlara en fazla yol agan ve servisler arasi en ¢ok yayilan epidemik
izolatlar oldugu belirlenmistir (Shoja ve ark., 2017). Sarhaddi ve arkadaslarmin
calismasinda rep-PCR yontemi kullanilarak 54 A. baumanni izolat1 arasindaki klonal iligki
arastirilmis ve % 85°lik bir benzerlik seviyesinde tanimlanan iki veya daha fazla izolattan
olusan 4 farkli klon elde edilmistir. izolatlarm ¢ogu 1. klonda yer almustir (31/54)
(Sarhaddi ve ark., 2017).

Calismamizda biri ana klon olmak iizere toplam 10 farkli klon elde ettik. Izolatlar
arasindaki benzerlik oran1 %95.8 olarak tespit edildi (Sekil 4.1 ve 4.2). Ilk alt1 klon kendi
aralarinda ayirt edilemeyecek kadar benzer veya benzerdir, tek kalan klonlar (7,8,9,10) ise
farklidir. DiversLab sisteminde hastane enfeksiyonlarinda ve salginlarda ayirt
edilemeyecek kadar benzer ve benzer izolatlar etken kabul edilir. Calismamizda 6rnekler
ve ¢ikan sonug iliskisine gére hastanemizde 2016 yili icerisinde A. baumannii susu i¢in
salgin yasanmis oldugu tepit edilmistir. Bakteri izolatlar1 arasindaki klonal iliskiyi

gostermeye yonelik yapilan molekiiler epidemiyolojik caligmalarda farkli sayilarda klonlar
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elde edilsede genellikle dort ve {izeri sayida klon saptanmaktadir. Calismamizda 10 klon
saptamamiz bir¢ok ¢alismanin sonucu ile benzer olarak degerlendirilmistir (Elmas-Dal,

2013; Giilbudak ve ark., 2014; Sahin ve ark., 2016; Sarhaddi ve ark., 2017).

Calismamizda 1.klon en fazla izolat sayisini icermesi (48/70) ve hastanemizde 18
ay siiresince etkinligini siirdiirmesi nedeniyle baskin klon olarak kabul edilmistir. Daha
once yapilan calismalarda, A.baumannii’ye bagl salginlarda genellikle bir baskin klonun
epidemiyolojik olarak egemen oldugu bildirilmektedir (Lolans ve ark., 2006; Fontana ve
ark., 2008; Adams-Haduch ve ark., 2008; Andriamanantena ve ark., 2010; Cicek ve ark.,
2013; Sar1 ve ark., 2015). Benzer sekilde bizim calismamizda da bir baskin klon
belirlenmistir. Calismamizdaki izolatlarin %97.1°i CID oldugu icin klonlar antibiyotik

direnci agisindan degerlendirilmemistir.

Izolat sayimizin az olmasi, ¢evre ve personel drneklerinin olmamasi ¢alismamizin
sinirliliklar1 olsada, baskin klon olanl.klondaki izolatlarin 18 ay boyunca hastanemizdeki 9
ayrt yogun bakim ve 8 ayri klinikten ve farkli klinik 6rneklerden izole edilmesi, bu
izolatlarla dokuz ayr1 hastane enfeksiyon tanisi konulmasi, caligmadaki tiim izolatlarin
kendi aralarinda benzer, ayni klonlarda da hem benzer hem de ayirt edilemeyecek kadar
benzer olmalar1 hastanemizdeki enfeksiyon kontrol uygulamalarinda 6nemli aksakliklar
oldugu, servisler arasi hasta transferi ve capraz bulas ile ayni izolatin tiim hastanede

etkinligini siirdiirdiigii kanaatini olugturmustur.

Wendt ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada, Acinetobacter izolatlarmmin kuru
ortamlarda varligin1 dort aydan daha uzun siire bile koruyabildiklerini gostermislerdir
(Wendt ve ark., 1997). Caliskan ve arkadaslarinin yaptig1 calismada salgin klonunda yer
alan A.baumannii izolatlarinin hastanede 9-24 ay kalabilecegi gosterilmistir (Caliskan ve
ark., 2008). Cin’den bildirilen bir caligmada, bir klonun 6 y1l boyunca izole edildigi ve ayni1
klonun ii¢ farkli sehirdeki hastanelere yayildigi tespit edilmistir (Wang ve ark., 2007).
Grisold ve arkadaglarinin ¢alismasinda baskin klondaki izolatlarm 8 ay boyunca
hastaneden izole edildigi gosterilmistir (Grisold ve ark., 2010). Elmas-Dal’in ¢alismasinda
en fazla izolat sayisina sahip klonun hastanede yaklasik 14 ay varhigimi siirdiirdiigii tespit
edilmistir (Elmas-Dal, 2013). Bizim calismamizda baskin klonda (1.klon) yer alan
izolatlarm 18 ay boyunca, baskin klondan sonra en fazla izolat igeren 4. klondaki
izolatlarm ise 13 ay boyunca izole edilmeleri literatiirle uyumlu olarak degerlendirilmistir.

Bu sonuglar ile 6zellikle CID A.baumannii salgin klonlarinm, énlem alinmadig1 durumda
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hastane ortaminda uzun yillar kalabilecegi, endemik klonlar olusturabilecegi ve hastadan

hastaya taginabilecegi ortaya konulmustur.

Bircok iilkede hastane kdkenli CID A.baumannii suslarmm birkac uluslararasi klon
tarafindan temsil edildigi gosterilmistir (Dijkshoorn ve ark., 1996; Nemec ve ark., 2004).
A. baumannii molekiiler epidemiyolojisi ile ilgili calismalarda, uluslararasi klon 1-8
(“internationla clone”, IC 1-8) olarak adlandirilan 8 klon tanimlanmistir. IC 1, IC 2 ve IC
3, Avrupa klonu I, II ve III’ i temsil etmektedir ve IC 2, en ¢ok yayilim gdsteren, ¢coklukla
karbapenem direnci ile iligkili olan klondur (Nemec ve ark., 2008; Higgins ve ark., 2010).
Calismamizin bir eksigi olarak, saptadigimiz baskin klon ve diger klonlarin bu uluslararasi
klonlar 1ile iliskisinin belirlenememesi gosterilebilir. Bunun i¢in ulusal ve uluslararasi
klonlar ile iligkilendirilebilir olmasi nedeniyle belirledigimiz klonlar MLST yontemiyle

arastirilabilir.

Calismamizda cihaz alimi1 yapmadan, sadece malzeme ve kit alimi yaptigimiz ve
farkli molekiiler epidemiyoljik yontemlerle karsilastirma yapmadigimiz ig¢in, ¢aligma
amacimizda da yer almamas1 nedeni ile maliyet hakkinda net bir bilgi vermemiz miimkiin
degildir. Ancak malzeme ve kit harcamalarina gore rep-PCR diversilab sisteminin

maliyetinin yiliksek oldugu kanisindayiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, yaptigimiz bu ¢alisma ile hastanemizde c¢esitli klinik ve drneklerden
izole edilen A. baumannii izolatlarinmn klonal dagilimmi ve iligkisini tespit ettik.
Calismamizda elde ettigimiz sonuglar A.baumannii’nin siklikla yogun bakimlarda
enfeksiyon etkeni oldugunu birkez daha wvurgulamistir. Calismamizin poliklonal
sonug¢lanmasi, enfeksiyon kaynagi olarak tek bir odak olmadigini, poliklonal kdkenlerin
saptandig1 diger calismalara benzer olarak hastaneler arasi transfer, servisler arasi transfer
ve hastalar arasi capraz bulag gibi birgok faktoriin bulasta sorumlu oldugunu
diistindiirmiistiir. Hastanemizde ilk kez yapilan bu molekiiler epidemiyolojik calisma ile
her nekadar enfeksiyon kaynagina yonelik yapilmamis olmakla birlikte direncli izolatlarin
hastane ortamindaki dagilimimin klonal iligski gostermesi, aynt klonun hastane ortaminda
uzun siire kalmasi, enfeksiyon kontrol dnlemlerinin 6nemini bir kez daha gdstermis olup
hastanemizdeki enfeksiyon kontrol uygulamalarinin ve antibiyotik kullanim politikalarinin
yeniden gozden gecirilerek egitim ve denetim programlarmin artirilmasi gerekliligi ortaya

konulmustur.

Rep-PCR Diversilab yonteminin, uygulama kolayligi, zaman tasarrufu ve verilerin
veritabani olusturularak sonraki ¢calismalarla karsilastrma imkani1 sunmasi gibi 6zellikleri
ile rutin mikrobiyoloji laboratuarlarinda hizli molekiiler epidemiyolojik yontem olarak
kullanilabilecegi ancak maliyet acisindan dezavantajli oldugu kanisma varilmistir.
Maliyetinin fazla olmasi nedeniyle rutin uygulamalarda kullanimi kisitlansabile salgin

durumunda uygulanmasmin faydali olacagi kanaatindeyiz.

Hastanemizde daha sonra yapilacak ¢alismalar ile 4. baumannii izolatlarinin direng
profili ve klonlarinin dagilimi izlenmeli ve Onceki klonlar ile karsilastirarak endemik

klonlarin olugsmas1 engellenmelidir.
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