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ONSOZ

Yiiksek lisans tezi, belki de bir seyleri kendi basiniza yapmaya calistiginiz ilk
egitim agsamasidir. Sanki yabanci bir sehirde hatta dilini dahi bilmediginiz bir sehirde
adres aramak gibidir. Elinizde adresiniz vardir ve gitmeniz gereken bir yol
gosterilmistir. Ama hangi yone gitmeniz gerektigi ya da kestirme bir yol olup olmadig,
hangi tasitlarin sizi adresinize en yakin sekilde gotlirdiigli gibi bir¢ok soru vardir
cevabini bilmediginiz. Bu yolda kendi basiniza yiiriirsiiniiz, ihtiyaciniz olan tek sey
kendinize glivenmektir, ¢linkii bagkalar1 sizin yerinize yol alamaz. Ancak, moraliniz
bozulabilir ya da giliveninizi yitirebilirsiniz. Boyle zamanlarda, sizi tekrar dogru yone
yonlendirecek, yolunuza 1s1k tutacak ve sizi yiireklendirecek bir danismandan daha iyisi
olamaz. Ben bu yolda bana yon veren ve beni her zaman yiireklendiren Sayin Prof. Dr.
Giirol EMEKDAS hocama tesekkiir ederim. Bana gitmem gereken yol adresi olarak
Acinetobacter’leri gosteren ve bu konuda her zaman destek olan danigmanim Sayin
Prof. Dr. Goniil ASLAN hocama tesekkiir ederim.

Mikrobiyoloji Anabilim Dalindaki hocalarim Sayin Prof. Dr. Candan OZTURK,
Sayimn Dog. Dr. Nuran DELIALIOGLU, Sayin Dog. Dr. Feza OTAG, Sayin Yrd. Dog.
Dr. Seda TEZCAN ve Ogr. Gér. Dr. Mahmut ULGER e tesekkiir ederim
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OZET

Hastane Enfeksiyon Etkeni Olarak Acinetobacter baumannii Epidemiyolojisinin
Rep-PCR ile Arastirilmasi

Bu calismada, hastane kaynakh Acinetobacter baumannii suslarimin klonal
yakinhklarimin, rep-PCR yontemiyle belirlenmesi ama¢lanmistir. Calismaya, Ekim
2011-Mayis 2012 tarihleri arasinda yatan hastalarin klinik érneklerinden izole
edilerek saklanan olan toplam 75 Acinetobacter susu dahil edilmistir. 75
Acinetobacter baumannii kompleks susunun 74 tanesi A. baumannii ve 1 tanesi A.
pittii olarak tammmlandi. Acinetobacter suslarimin antibiyotik duyarhliklarma, CLSI
onerileri dogrultusunda, Kirby Bauer disk difiizyon yontemiyle bakildi. Test edilen
suslara karsi en etkili antibiyotikler kolistin (26100) ve tigesiklin (%65,3) ; en fazla
direncin ise piperasilin (%096), seftriakson (% 97,3), sefepim (%097,3), imipenem
(%96) ve meropeneme (%94,6) kars1 oldugu saptandi. U¢ veya daha fazla grup
antibiyotige direngli sus sayis1 73 (%97), kolistin ve tigesiklin hari¢ diger
antibiyotiklere direncli sus sayis1 24 (%32) olarak bulundu, fakat bu 24 susun 9°u
tigesikline de orta duyarh olarak tespit edildi. Calisjmamizda rep-PCR analizi
sonucunda iki ana klon [A (7 alt tip), B (3 alt tip)] ve alt1 farkh klon (C-H) olmak
uzere toplam 8 farkhh klon tespit edilmis; A klonunun baskin tip oldugu
belirlenmistir. 75 Acinetobacter susunun %72 (n=54)’sinin A klonuna ait oldugu
tespit edilmistir; B klonuna ait 13 sus, klon C ve D 2’ser sus, diger klonlarda (E, F,
G, H) ise birer sus saptanmistir. A klonu, reanimasyon yogun bakim iinitesi
orneklerinin % 71 (20/28)’inden, cerrahi servisinden gonderilen 6rneklerin %70
(7/10y’inden ve dahiliye yogun bakim iinitesi 6rneklerinin (6/6) tamamindan izole
edilmistir. Ik ve son susun izolasyon tarihleri arasinda 8 ayhk fark oldugu
belirlenmistir. Sonuc¢ olarak, ¢calisma siirecinde hastanemizde A klonunun hakim
oldugu ve Acinetobacter suslarinin klonal yayilim gosterdigi ortaya konmus ve rep-
PCR yonteminin epidemiyolojik c¢ahsmalarda ve enfeksiyon Kkontroliinde
kullamlabilecek kolay uygulanabilen, hizh ve basarih bir yontem oldugu
diisiiniilmiistiir.

Anahtar sozciikler: Acinetobacter baumannii, antimikrobiyal direnc, klonal iliski,
rep-PCR, genotiplendirme.
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ABSTRACT

Epidemiological Investigation of Nosocomial Acinetobacter baumannii Infection
with rep-PCR

The aim of this study was to detect the clonal relationship between
nosocomial Acinetobacter baumannii strains by using rep-PCR method. A total of
75 Acinetobacter strains that had been isolated from various clinical samples of
hospitalized patients between October 2011-May 2012 were included in the study.
Of the 75 Acinetobacter baumannii complex isolates, 74 were A baumannii and 1
were A. pitti. Antibiotic susceptibilities of Acinetobacter isolates were investigated
by Kirby Bauer disk difusion method according to CLSI guidelines. Minimum
resistance among performed strains were detected in colistin (%100) and
tigecycline(65,3%), whereas maximum resistance were at piperacilline (96%),
ceftriaxone (97,3%), cefepim (97,3%), imipenem (96%) and meropenem (94,6%).
The number of strains that were resistant to three or more antibiotics were 73
(97%) and the number of strains that resistant to all antibiotics except colistin and
tigecycline were 24 (32%), however; 9 of these 24 strains were intermediate
susceptible to tigecycline. Rep-PCR analysis have shown the presence of a total 8
clones, including 2 major clones [A (7subtypes), B (3 subtypes)] and 6 unique
clones (C-H). Clone A was found to be the dominant type. Seventy-two percent
(n=54) of the 75 Acinetobacter strains belonged to clone A, 17,3% (n=13) belonged
to clone B, 2 strains belonged to clone C and D and one of each belonged to the
other clones (E, F, G, H). Clone A was isolated from 71% (20/28) of the samples
sent from reanimation intensive care unit, from 70% (7/10) of the samples sent
from surgery sevice ward, and all strains (6/6) of the samples sent from internal
diseases intensive care unit. The isolation dates of these strains were 8 months
between the first isolation and last one. In conclusion, Acinetobacter strains
showed clonal dissemination in our hospital, clone A being the predominant one
during the study period. Rep-PCR which is a rapid and reliable method, can
easily be applied for molecular epidemiological purposes and aid to infection
control measures.

Key words: Acinetobacter baumannii, antimicrobial resistance, clonal relationship,
rep-PCR, genotyping.
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1.GIRIS

Acinetobacter tiirleri Moraxellaceae ailesinde siniflandirilan Gram negatif, non-
fermentatif, oksidaz negatif mikroorganizmalardir (1). Bu cinse ait tiirlerin suda,
toprakta ve kuru g¢evrelerde bulunmasi; hastane ortamindan, cilt florasindan,
yiyeceklerden ve hayvanlardan izole edilmesi Acinetobacter’lerin dogada her yerde
bulunabilen mikroorganizmalar olarak kabul edilmesini saglamistir (2, 3).

Acinetobacter’ler enfeksiyon hastaliklarinda genis spektrumlu olarak yayilim
gosteren firsate1 patojenlerdir ve genellikle yogun bakim iinitelerinde yatan hastalarda
enfeksiyonlara neden olurlar. Hastane kokenli Acinetobacter enfeksiyonlari; ventilator
iligkili pnémoni, deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, yara enfeksiyonlari, idrar yolu
enfeksiyonlari, sekonder menenjit ve dolasim sistemi enfeksiyonlaridir. Her ne kadar
Acinetobacter pittii ve A. nosocomialis bu enfeksiyonlara neden olsa da hastane
enfeksiyonlart ile anilan asil tiir 4. baumannii’dir. Diger Acinetobacter tiirleri nadir
olarak kateter iligkili dolagim yolu enfeksiyonlarina neden olur (4).

1970°1i yillardan once Acinetobacter enfeksiyonlari, cerrahi iinitelerde yatan
hastalarda cerrahi miidahale sonrasi geligsen idrar yolu enfeksiyonu olarak goriilmiistiir.
Son otuz yildaki resilisitasyon tekniklerindeki  gelismeler  Acinetobacter
enfeksiyonlarinin tipini degistirmistir. 1980’lerden beri Acinetobacter enfeksiyonlari
yogun bakim {initelerinde bulunan hastalar arasinda hizla yayilmistir. Giinlimiizde ise
cogu solunum yolu enfeksiyonu olmak iizere nozokomiyal enfeksiyonlarin %9’u
Acinetobacter tirleri tarafindan olusturulmaktadir ve en sik izole edilen tir A.
baumannii’dir (5).

A. baumannii enfeksiyonlariin gelismesine ya da bakterinin bulagmasina neden
olan risk faktorleri diger ¢oklu ilag¢ direncine sahip (MDR) organizmalar ile benzerdir.
Bu faktorler: 1) Konak ile ilgili faktorler; altta yatan bir hastaligin olmasi ve immiin
sistemin baskilanmasi, cerrahi operasyon gec¢irmis olmak, major travma (6zellikle
yaniklar) bulunmasi ve prematiire yeni doganlar. ii) Bakteriye maruz kalma ile ilgili
faktorler; yogun bakim {initesinde tedavi gormek, A.baumannii’nin endemik olarak
hastanede bulunmas1 ve kontamine tibbi ekipmanlara maruz kalmak. 1i1) Tedavi ile ilgili

faktorler; mekanik ventilasyon, intravaskiiler kateter, idrar kateteri ve drenaj tiipleri gibi



viicuda kalic1 cihazlarin takilmasi ve uygulanan antimikrobiyal tedavi A. baumannii
enfeksiyonu gelismesinde risk faktorleri olarak sayilabilir (6).

A. baumannii toplumsal kokenli enfeksiyonlarda yaygin degildir, ancak 6nemli
toplumsal kokenli pnomonileri neden olur (7). Dogal afetlerde, depremlerde, tsunamide
ve savaglarda yaralanan hastalarin tedavi edildigi hastanelerde direngli Acinetobacter
suglarinin izole edildigi ya da mikroorganizma profilinin Acinetobacter yoniinde
degistigi bildirilmistir (8, 9, 10).

A. baumannii’nin hemen hemen mevcut tiim antibiyotiklere direngli suslarinin
bulunmasi ve ¢oklu ilag direncine sahip suslarin giderek artmasi Acinetobacter’leri
dikkat ¢ekici bir problem haline getirmistir. Bu mikroorganizmalar genellikle yaygin
olarak kullanilan aminopenisilinlere, birinci ve ikinci kusak sefalosporinlere ve
Kloramfenikole karsi dogal direng gosterir. Genis spektrumlu [-laktamlara,
aminoglikozidlere, florokinolonlara ve tetrasiklinlere karst direng gelistirme
mekanizmalar1 elde etmek ic¢in olaganiistii bir kapasiteye sahiptir (4). Direng
mekanizmalar1 icerisinde; antimikrobiyal hedef bdlge modifikasyonu, porin
proteinlerinin degisimi, enzimatik inaktivasyon, ilaglarin disa atim (efflux) pompasi ile
hiicre disina atilmasi ve ilaglarin hiicreye giriginin azaltilmasi (decreased influx) gibi
bakterilerde goriilen biitiin direng mekanizmalar1 Acinetobacter’lerde direng gelisimine
aracilik eder (4, 11).

Acinetobacter’ler bir kez hastane ortaminda bulastiktan sonra, genellikle ¢oklu
ilag direnci olan cesitli suslar, seri halde birbiriyle ortiisen epidemiyolojik paternlere
neden olur. Birgok Acinetobacter susunun endemikligini takip ederek sonraki
donemlerde tek bir susun baskin oldugu endemik suslar ortaya ¢ikar (11). Hastane
ortamina yayilan endemik Acinetobacter suslarinin 42 aya kadar hastalardan izole
edilmeye devam ettigi bildirilmistir (12).

A. baumannii suslarinin hastanelerdeki yayilimini kontrol edebilmek igin
mikroorganizmanin potansiyel rezervuarlarim1 ve tasinma yollarimin tanimlanmasi
gereklidir. Salgin suslarinin epidemiyolojik olarak iligkisiz olan diger Acinetobacter
izolatlarindan ayrilabilmesi i¢in izolatlarin tiir alt1 (subspecies) diizeyde karsilastiriimasi
gerekir, bu amagla kullanilan metotlar, epidemiyolojik tiplendirme yontemleri olarak

tanimlanir (3).



Tiplendirmede kullanilan biyokimyasal 0&zellikler, antibiyotik duyarlilik
paternleri, serotiplendirme, faj tiplendirmesi ve protein profilleri gibi fenotipik
tiplendirme metotlar1 giiniimiizde yerlerini niikleik asit dizilerine dayanan; plazmid
profilleri, ribotipleme, PFGE, RAPD analizi, REP-PCR, AFLP analizi, MLST ve PCR-
ESI-MS gibi molekiiler tiplendirme yontemlerine birakmustir (3).

Hastane enfeksiyonuna neden olan Acinetobacter tiirlerinin erken ve dogru olarak
saptanmasi, gerekli enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin hizla alinmasi ve enfeksiyonun biiyiik
capli bir salgina doniismeden Onlenmesi Onemlidir. Bu g¢alismadaki amacimiz,
hastanemizin g¢esitli servislerinde ve yogun bakimlarinda yatan hastalarin klinik
orneklerinden izole edilen A. baumannii suslarinin antibiyotik diren¢ profillerinin
saptanmasi ve bu suslarinin birbirleri ile arasinda klonal iligski olup olmadiginin rep-

PCR ile belirlenmesidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Acinetobacter Cinsi

Acinetobacter cinsi ‘‘Subcommittee on the Taxonomy of Moraxella and Allied
Bacteria’ tarafindan 1971 yilinda resmi olarak kabul edilmis ve tek tiir olarak
Acinetobacter calcoaceticus ismiyle Neisseriaceae ailesinde siniflandirilmistir (1, 13).
Daha sonra yapilan taksonomik diizenlemeler sonucunda Acinetobacter cinsi
Moraxellaceae ailesinde smiflandirilmistir.  Acinetobacter cinsine ait taksonomik
siralama  hiicresel ~ organizmalar ile Dbaslar ve Bacteria; Proteobacteria;
Gammaproteobacteria; Pseudomonadales; Moraxellaceae; Acinetobacter seklinde
siralanir (1, 3, 14). Acinetobacter cinsine ait bakteriler; Gram negatif, non-fermentatif,
zorunlu aerobik, ek besleyicilere gerek duymayan, hareketsiz, katalaz pozitif, oksidaz
negatif kokobasiller olarak tanimlanir ve DNA G+C igerigi %39-47’dir (1, 3). Bununla
birlikte Gram boyama preparatlarinda degisiklik gozlenebilir ve morfolojik karakterler
bliyiime fazina bagli olarak degisiklik gosterir. 20-30°C’de kompleks besiyerlerinde

biiytime faktorleri kullanilmadan kolayca iiretilebilirler (1).

2.1.1. Acinetobacter Tiirleri ve Tarihce

Acinetobacter tiirleri ilk olarak Hollandali mikrobiyolog Beijerinck tarafindan
1911 yilinda, kalsiyum asetatli bir besiyeri kullanilarak topraktan izole edilmis ve
Micrococcus calcoaceticus olarak adlandirilmistir (3). Sonraki yillarda benzer
mikroorganizma farkli arastiricilar tarafindan 15°ten fazla farkli cins ve tiir olarak
tanimlanmistir. Bunlardan en yaygin olanlari arasinda Bacterium anitratum, Herellea
vaginicola ve Mima polymorpha, Micrococcus calcoaceticus, B5W, Moraxella
glucidolytica ve Moraxella Iwoffii sayilabilir (1, 3).

Acinetobacter kelimesi, Yunanca ‘‘akinetos’” kelimesinden koken alir ve
hareketsiz anlamina gelmektedir. Brisou ve Prevot, 1954 yilinda, Achromobacter

cinsindeki  hareketsiz  (non-motile)  mikroorganizmalart  hareketli  (motile)



mikroorganizmalardan ayirmak icin Acinetobacter ismini cins ismi olarak
onermiglerdir. Ancak bu tanim 1968 yilinda Baumann ve arkadaslarinin yaptigi
calismadan sonra kabul gérmiistiir (3). 1968 yilinda Baumann ve ark. (15) ¢alismasina
gore; daha once tanimlanmis farkli tiirlerin tek bir cinse ait oldugu ve daha ileri bir
smiflandirmanin fenotipik karakterlere goére miimkiin olmadigi ortaya konmustur.
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, 1974 yili baskisinda, Acinetobacter cinsi
igerisinde Acinetobacter calcoaceticus tek tiir olarak tanimlanmis ve listelenmistir (3).

1986°da Bouvet ve Grimont (16) deoksiriboniikleik asit hibridizasyon yontemi
ile Acinetobacter cinsini 12 hibridizasyon grubuna (genospecies) ayirmiglardir. Elde
ettikleri 12 DNA grubundan 6’sin1 fenotipik 6zelliklere gore de gruplandirabilmislerdir.
DNA hibridizasyonu ve fenotipik testler sonucunda elde edilen Acinetobacter tiirleri:
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
Acinetobacter Iwoffii (Acinetobacter gen. sp. 8). Calismada Acinetobacter gen. sp. 8 ile
Acinetobacter gen. sp. 9’un fenotipik testler ile ayrimi yapilamamistir. 1988 yilinda
radyasyona direngli bir Acinetobacter tiirii izole edilmistir ve uygulanan fenotipik ve
genotipik testler sonucunda Acinetobacter radioresistens olarak isimlendirilmistir (17).
1989°da Bouvet ve Jeanjean (18) proteolitik Acinetobacter genomik tiirlerinden olusan
ve 13-17 arasinda numaralandirilan 5 DNA grubu (Acinetobacter gen. sp.)
tanimlamiglardir. Bunu takiben Tjernberg ve Ursing (19) 13-15 (Acinetobacter gen. sp.)
olarak numaralandirilan 3 DNA grubu tanimlamiglar ve 12 numarali DNA grubunun
Acinetobacter radioresistens ile ayn1 oldugunu gostermislerdir. Ancak, daha sonra
yapilan ¢aligmalarda Tjernberg ve Ursing’in tanimladigit DNA grubu 14 (Acinetobacter
gen. sp. 14TU) ile Bouvet ve Jeanjean’ in tanimladigit DNA grubu 13 (Acinetobacter
gen. sp. 13BJ) ‘iin ayni oldugu gosterilmistir (20). Ayrica tanimlanan Acinetobacter
tirlerinden A. calcoaceticus, A. baumannii, Acinetobacter gen. sp. 3 ve Acinetobacter
gen. sp. 13TU’nun birbirlerine genetik olarak yakin tiirler oldugu ve fenotipik testlerle
tir diizeyinde ayrilmasinin zor oldugu belirtilmis ve bu tiirler A.calcoaceticus-A.
baumannii kompleks olarak adlandiriimistir (20).

2001 ve 2003 yillarinda Nemec ve ark. (21, 22) klinik drneklerden izole edilen

(Acinetobacter ursingii, Acinetobacter schindleri ve Acinetobacter parvus) 3 yeni



Acinetobacter tiirli tanimlamiglardir. Aym1 zamanda atik su aritma (aktif camur;
activated sludge) tesislerinden izole edilen (Acinetobacter baylyi, Acinetobacter
bouvetii, Acinetobacter grimontii, Acinetobacter tjernbergiae, Acinetobacter towneri,
Acinetobacter tandoii ve Acinetobacter gerneri) 7 yeni Acinetobacter tiirti bildirilmistir
(23). Ancak, daha sonra yapilan molekiiler ¢alismalarda Acinetobacter grimontii ile
Acinetobacter junii susunun ayni oldugu tespit edilmis ve sinonim olarak
smiflandirilmistir (24). 2008 yilinda orman topragindan izole edilen (Acinetobacter soli)
bir tiir ve 2009 yilinda ise insan ve hayvan o6rneklerinden ve klinik 6rnekten izole edilen
2 yeni tiir (A. Beijerinckii ve A.gyllenbergii) bildirilmistir (25, 26). DNA hibridizasyon
grubu olarak numaralandirilan Acinetobacter gen. sp. 10, Acinetobacter gen. sp. 11,
A. calcoaceticuse-A. baumannii kompleks igerisinde 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 (27, 28).

2.1.2. Mikrobiyolojik Ozellikleri ve Laboratuvar Tanis

Acinetobacter cinsi, zorunlu aerob, Gram negatif, katalaz pozitif, oksidaz
negatif, hareketsiz, genellikle nitrat negatif ve nonfermentatif kokobasillerden olusan
mikroorganizmalar1 igerir. Bakteri hiicreleri tipik olarak 1-1.5 ile 1.5-2.5 um
olgtimlerinde, bazen zor dekolarize olur ve genellikle ¢iftler halinde yerlesim gosterir.
Acinetobacter’ler logaritmik tireme fazinda basil seklinde goriiliirken, sabit fazda
hiicreler kokobasil ya da kok seklindedir. Pozitif kan kiiltiir siselerinden hazirlanan
dogrudan yaymalarda Gram pozitif kok gorliiniimde olabilecegi konusu
vurgulanmaktadir (1, 3, 29, 30).

Acinetobacter’ler nutrient agar, triptik soy agar ve koyun kanli agar gibi genel
laboratuvar besiyerlerinde 35-37°C’de kolayca {retilebilirler (1). Acinetobacter
kolonileri diizgiin S tipi kolonilerdir, ancak bazen mukoid koloniler olusturabilirler.
Koloniler opak ve Enterobacteriaceae ailesi iiyelerine gore daha kiigiiktiir. Bir¢ok sus,
MacConkey agarda renksiz veya hafif pembe renkte koloniler olusturur.

Mikroorganizmanin, besiyeri igeriginde bulunan kristal viyoleyi absorblamasi sonucu



koloniler mor renkte goriilebilir. Baz1 Acinetobacter suslari daha zor tirer. Kanli agarda
ortasi delik goriinimde, beyaz koloniler meydana getirir (3, 29).

Acinetobacter’leri diger Gram negatif nonfermentatif bakterilerden ayiran kesin
bir metabolik test yoktur. Mutant A. baylyi BDI13 trp E27 susunun DNA
transformasyonu ile Acinetobacter’ler cins diizeyinde tanimlanabilir (3, 30, 31).

Oksidaz testi, Acinetobacter tiirlerini diger nonfermentatif bakterilerden
ayirmayl saglayan hizli bir testtir. Bunun disinda klinik 6rneklerden dogrudan
Acinetobacter spp. izolasyonunu saglayan segici besiyerleri tanimlanmistir. Segici ve
ayirici besiyeri olarak tanimlanan Herellea agar; pepton, kazein, sodyum kloriir, safra
tuzu, maltoz, laktoz ve bromkresol moru igerir. Acinetobacter’lerin klinik ve ¢evresel
orneklerden izolasyonunda kolaylik saglayan diger besiyeri ise Leeds Acinetobacter
Medium’dur (1, 32). Cevre tarama Orneklerinde ya da Acinetobacter sayisinin az
olabilecegi orneklerde, sivi besiyerinde zenginlestirme kiiltiirii yapilmasi yararhidir.
Omnekler tek karbon kaynagi ve enerji kaynagi igeren, azot kaynagi olarak nitrat tuzu
bulunan mineralli siv1 besiyerlerinde 24 ile 48 saat 35-37°C inkiibe edilir. Inkiibasyon
sonunda kat1 besiyerilerine pasajlanir ve iireyen kolonilerden tiir identifikasyonu yapilir
(2).

Acinetobacter tiirlerinden A. haemolyticus ve Acinetobacter gen. sp. 6, 13BJ,
14BJ, 15BJ, 16 ve 17 koyun kanli agarda hemoliz olusmasina neden olur. Ancak,
A. calcoaceticus-A.baumannii kompleks hemoliz olusturmaz (3). Glikozu okside eden
bazi Acinetobacter tiirleri, tirozin igeren kalp infiizyon agarda veya glikoz eklenmis
kanli agarda kahverengi renk degisimine neden olmaktadir. Bu fenomen, MacConkey
ve Mueller-Hinton besiyerlerinde de gézlenmistir (29).

Acinetobacter tiirlerinin fenotipik olarak identifikasyonu igin gelistirilen
identifikasyon semas: Acinetobacter tiirlerinin ¢ogunun ayrimini saglamasina ragmen
biitliin tiirlerin ayrimu i¢in yeterli degildir (4). A.calcoaceticus-A. baumannii kompleks
olarak adlandirilan 4 Acinetobacter tiriiniin (A. calcoaceticus, A. baumannii,
Acinetobacter genomic species 3 ve Acinetobacter genomic species 13TU) fenotipik
olarak benzer 6zelliklere sahip olmasindan dolay1 fizyolojik ve biyokimyasal testlerle
ayirt edilmeleri zordur (4, 20, 30). Bu kompleks igerisinde yer alan tiirlerden
A. baumannii, Acinetobacter gen. sp. 3 ve Acinetobacter gen. sp. 13TU, klinik

orneklerden izole edilmesi anlamli olan Acinetobacter tiirleridir ve nozokomiyal



enfeksiyonlara neden olurlar. Kompleks igerisinde yer alan A. calcoaceticus ise ¢evresel
kaynakli bir tiirdiir (4, 30).

Acinetobacter’lerin tiir diizeyinde simiflandiriimasinda DNA-DNA hibridizasyon
yontemi, referans standart yontem olarak kabul edilir. Ancak, hem DNA-DNA
hibridizasyon yontemi hem de fenotipik yontemler cok emek isteyen yontemlerdir ve
rutin mikrobiyolojik laboratuvar islemleri igin kullanisl degildir (3).

Bu yontemlerin disinda Acinetobacter’lerin tiir diizeyinde identifikasyonunu

saglayacak cesitli molekiiler yontemler gelistirilmistir.

e Genom DNA-DNA hibridizasyonu (16).

e Genom parmak izi analizi: Amplified fragment length polymorphism (AFLP)
(33).

e Restriksiyon enzim analizi: Amplified ribosomal DNA (16S rDNA) restriction
analysis (ARDRA) (34).

e Restriksiyon enzim analizi: 16S-23S rRNA intergenic spacer sequences (35).

¢ Ribotiplendirme (36).

e Sekans analizi: 16S-23S rRNA Gene Spacer Region (37).

e Sekans analizi: RNA polimeraz subunit gen (rpoB) ve flanking spacers (38).

e Bazi gen kompozisyonlarin amplikon bazi analizi: Multilocus PCR, electrospray
ionization mass spectrometry (PCR/ESI-MS) (39).

ARDRA ve AFLP analizi Acinetobacter tiirlerinin identifikasyonunda yaygin olarak
kullanilan yontemler haline gelmistir. Biitiin bu molekiiler yontemler Acinetobacter
tiirlerinin  epidemiyolojisinin ve klinik Oneminin daha iyi anlasilmasina katki
saglamigtir. Ancak, bu yontemlerin tanisal mikrobiyolojide giinliikk uygulamasi ¢ok
zahmetlidir, ayrica bu yontemlerin kullanimi referans laboratuvarlariyla siirlidir (3).
Turton ve ark. (40) yaptiklar1 ¢alismada, Acinetobacter spp. izolatlarinda blaoxa-si-like
karbapenemaz geni tespit edilen suslarin  A.baumannii olarak tanimlandigini
bildirmislerdir.

Tiir identifikasyonunda kullanilmakta olan API 20 NE, Vitek 2, Phoenix ve
MicroScan WalkAway gibi manuel ve yar1 otomatik ticari identifikasyon sistemlerinin,

tiir identifikasyonunda halen problemleri vardir. Ozellikle klinik olarak énemli olan ve



A. calcoaceticus-A. baumannii kompleks igerisinde yer alan 3 Acinetobacter tiirii (A.
baumannii, Acinetobacter gen. sp. 3 ve Acinetobacter gen. sp.13TU) ticari

identifikasyon sistemleri ile ayirt edilememistir (3).

2.1.3. Patogenez ve Viriilans Faktorleri

Acinetobacter baumannii firsat¢1 bir patojendir ve siklikla nozokomiyal
enfeksiyonlara neden olur. A. baumannii kolonizasyonlar1 neden oldugu enfeksiyonlara
gore daha fazladir ve duyarli hasta gruplarinda dahi patojenitesi disiiktiir. Ancak,
enfeksiyon gelisirse agir seyreder (4). Acinetobacter’lerin viriilans potansiyelleri ile
ilgili genis capli arastirmalar yapilmasina ragmen gercek patojenite potansiyelleri ve
virtilans repertuvarlar1 hakkindaki bilgiler azdir (30, 41).

DNA sekans analizi ¢alismalarinda Acinetobacter baumannii viriilansi ile ilgili
16 gen adas1 tanimlanmistir. Bu genlerden bazilari, hiicre-zarf biyogenezi, antibiyotik
direnci, pilus biyogenezi, otoindiiktor tiretimi ve lipid metabolizmasi ile ilgili genleridir
(4).

Kuruluga, dezenfektanlara ve antibiyotiklere kars1 direng gelisimi bakterilerin
cevresel sartlarda hayatta kalmasini saglar. A. baumanni olaganiistii metabolik
degiskenligi sayesinde hastalarda ve hasta odalarinda c¢ogalir. Tibbi cihazlarda,
endotrakeal tiiplerde ya da intravaskiiler kataterlerde biyofilm olusumu gézlenirse; bu
biyofilmler bakterilerin hastalarda kolonize olmasina neden olur ve hastalarin solunum
yolunda ya da dolagim sisteminde enfeksiyon riskini arttirir (4).

Antibiyotiklere, cildin koruyucu sartlarina (kuruluk, diisik pH, normal flora ve
toksik lipidler) ve mukoz membranlara (mukus, laktoferrin, laktoperoksidaz ve hiicre
dokiilmesi) karsi direng, antibiyotik tedavisi alan konaklarda bakterilerin hayatta
kalabilme &n kosuludur. In vitro ve hayvan deneylerinde A. baumannii
enfeksiyonlarinda rol oynayan ¢esitli faktorler tanimlanmistir. Dig membran protein A
(OmpA)’nin sitotoksik etkisi, demir kazanma mekanizmasi ve serum direnci
bakterilerin dolagim sisteminde hayatta kalmasimi saglayan Ozellikleridir (4).
A. baumannii dis membran proteini (OMP38) OmpA, bakterinin hastalik

olusturabilmesinde &nemli etkisi vardir. Insan laringeal epitel hiicresi Hep-2 ve



A.baumannii ile yapilan calismada OmpA’nin konak epitel hiicresinde apoptozisi
indiikledigi gosterilmistir. OmpA’nin hiicre mitokondrisini pargalayarak sitokrom c ve
apoptozis indiikleyici faktoriin (AIF) sitozole gegerek hiicre apoptozisini indiikledigi
bildirilmistir (30, 41). OmpA, hiicre ylizeyinde en fazla bulunan proteindir ve biyofilm
olusumunda ve direngte yer alir (30).

A. baumannii, cam ve yogun bakim iinitesinde kullanilan ekipmanlar gibi cansiz
yiizeylerde ya da epitel hiicreleri gibi canli yilizeylerde biyofilm olusturur. Biyofilm
olusumunu kontrol eden faktorler arasinda besin durumu, pili bulunmasi, yiizey
membran proteini ve makromolekiiler salgilar yer alir. A. baumannii’nin belirli bir
yiizeye tutunmasindan sonra pili ve biyofilm iligkili protein (BAP) biyofilm tiretimini
baslatir. Pili cansiz bir ylizeye tutundugu zaman 6nce mikro koloniler olusur ve bunu
biyofilm yapisinin gelismesi takip eder. BAP bakteri hiicresinin yiizeyinde bulunur,
canlt ve cansiz ylizeylerde iiretilen biyofilmlerin stabilizasyonunu saglar. Cevrede
bulunan metal katyonlar da A. baumannii’nin yiizeylere tutunma yetenegini arttirarak
biyofilm kontroliinde rol oynar (30). Quorum sensing ise biyofilm olusturma siirecinde,
bakterilerin metabolik olaylarin kontroliinde 6nemlidir (4).

A. baumannii’nin viriilans 6zelligini saglayan diger 6nemli protein ise fosfolipaz
D ve C’dir. Fosfolipaz D bakteri hiicresinin insan serumuna direng gdstermesini saglar
ve patogenezde rol oynar. Fosfolipaz C epitel hiicrelere kars1 toksisite gelistirir. OmpA
ile birlikte hiicre ylizeyinde eksprese edilen fimbrialar ise bakterinin konak epiteline
tutunmasina ve patogeneze katki saglar (30). Cevresel bulastan kolonizasyona ve
enfeksiyona dogru giden olaylar zincirinde A. baumannii’nin basarili olmasi, gesitli

kosullara adaptasyon yetenegi ve antibiyotiklere direng gelistirmesi ile agiklanabilir (4).

2.1.4. Epidemiyoloji

Acinetobacter tiirlerinin siklikla toprakta, suda ve kuru g¢evrelerde bulunmasi;
hastane ortamindan, yiyeceklerden ve hayvanlardan izole edilmesi, bu cinse ait liyelerin
her yerde bulunabilen mikroorganizmalar olarak kabul edilmesini saglamistir.
Acinetobacter tiirleri Gram negatif bakteriler arasinda insan cildinde dogal olarak

bulunan tek grup olarak goriilmektedir (2).
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Almanya’da yapilan bir ¢alismada deri ve mukozal membranlarda Acinetobacter
spp. tastyicihigmin hastalarda (%75) ve kontrol grubunda (%42,5) yiiksek oldugu
bildirilmistir (2). Ornekleme, viicudun dokuz farkli bdlgesinden yapilmis ve ellerde
%26, kasikta %25, ayak parmak arasinda %24, alinda %23 ve kulakta %21 oraninda
Acinetobacter spp. izole edilmistir. Calismada izole edilen tiirler Acinetobacter Iwoffii
%47, A. johnsonii %21, A. radioresistens % 12 ve Acinetobacter gen. sp. 3 %11 olarak
bulunmustur. Ancak, klinik olarak 6nemli olan A. baumannii ve A. nosocomialis (DNA
grup 13TU) tiirlerinin nadiren kolonize oldugu (sirastyla %0,5 ve 1) bildirilmistir (2).
Benzer bir ¢alismada, saglikli goniilliilerde Acinetobacter spp. tasiyiciligr %44 olarak
bildirilmistir. Calismada, bakterilerin en sik izole edildigi viicut bolgeleri 6n kol %51,
alin %47 ve ayak parmak arasi %34 ve izole edilen tiirler A. lwoffii %61, Acinetobacter
gen. sp. 15BJ %12,5 ve A. radioresistens %8 oraninda raporlanmistir. A.baumannii-A.
calcoaceticus kompleks ise sadece 1 saglikli goniilliiden bildirilmistir (42).

Hong Kong’tan bildirilen ¢alismada, deri ve mukozal membran tasiyiciligi
Avrupa’dan farkli olarak A. pittii %32, A. nosocomialis %14 ve A.baumanni %4
bulunmustur. Ayrica, Acinetobacter spp. tasiyiciliginin mevsimlere gore degistigi ve
yaz mevsiminde tasiyiciligin anlamli bir sekilde arttig1 belirtilmistir (43).

Dijkshoorn ve ark. (44) saglikli bireylerin gaita Orneklerinde Hollanda’da
%24,6, Birlesik Krallik’ta ise %3 oraninda Acinetobacter spp. tasiyiciligi
bildirmislerdir. Hollanda’da izole edilen tiirler sirasiyla; A. Johnsonii %175, A.
guillouiae %4,0, A. junii %1,6, A. ursingii %1,6, A. baumannii %0,8, A. Iwoffii
%0,8, A. berezinae %0,8 ve A. pitti %0,8 olarak bildirilmistir. A. johnsonii sindirim
sisteminde baskin tiir olarak goriiliirken klinik olarak 6nemli olan A. baumannii insan
bagirsaginda onemli bir yer teskil etmez ve toplumsal bir rezervuar olusturmaz.
Ispanya’da yogun bakim iinitesinde ¢oklu ila¢ direnci olan A. baumannii fekal
kolonizasyonu %41 olarak bildirilmistir ve fekal ¢oklu ilag direnci olan A. baumannii
kolonizasyonu olan hastalarin kolonizasyon olmayanlara gore klinik enfeksiyon
sikliginin daha yiliksek oldugu (sirasi ile %26 ve %5) belirtilmistir. Yogun bakim
tinitelerinde yatan hastalarda, sindirim sistemi direngli A. baumannii i¢in epidemiyolojik

rezervuar gorevi olusturabilir (45).
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Bir ¢alismada, imipenem direngli A. baumannii bakteriyemisi olan 7 hastanin
6’sindan elde edilen perirektal kolonizasyon izolatlar1 kan kiiltiir izolatlar1 ile genetik
olarak benzer oldugu tespit edilmistir (46).

Berlau ve ark. (47) Acinetobacter tiirlerinin sebzelerdeki dagilimini arastirmislar
ve 177 ornekten 30’unda (%17) pozitif sonug elde etmislerdir. Elde ettikleri sonugta A.
baumannii %27 ve A. guillouiae %27 oraninda baskin tirler oldugu ve A.
calcoaceticus-A. baumannii kompleks igerisinde bulunan A. calcoaceticus, A.
baumannii, A. pitti ve A. nosocomialis’in izole edilen diger tiirlere gore siprofloksasin
ve gentamisine daha direngli oldugu bulunmustur. Ayrica, sebzelerin A. baumannii igin
rezervuar ortam sagladig bildirilmistir.

Houang ve ark. (48) 41 sebze orneginin 21 (%51)’inde pozitif sonu¢ elde
etmisler ve en sik A. pitti (15 izolat) izole edildigini ve A. baumannii’nin sadece 1
ornekte goriildiiglini bildirmislerdir. Balik ve etlerden yapilan kiiltiirlerde (53/74) %74
oraninda pozitiflik saptanmis, ancak sadece 1 O6rnekte A. baumannii izole edilmistir
(48).

Bir veteriner hastanesinde geriye doniik yapilan molekiiler tiplendirme
calismasinda A. baumannii’nin kedi ve kopeklerde nozokomiyal enfeksiyonlara neden
oldugu bildirilmistir (49).

Fransa’da evsiz kisilerin viicut bitlerinde Bartonella quintana arastirmasi
sirasinda A. baumannii izole edildigi raporlanmistir. Calismanin devaminda diinyanin
farkli bolgelerinden 622 insan viicudu biti toplanmis ve 130 (%21) A. baumannii izole
edildigi bildirilmistir (50).

Acinetobacter tiirleri dogada genis bir yayilim alanina sahiptir (3).

A. calcoaceticus: Su, toprak ve sebzeler

A. pitti: Su, toprak, sebzeler ve insan cildi

e A. johnsonii: Su, toprak, insan cildi ve gaita

e A Iwoffii: Insan cildi

e A.radioresistens: insan cildi

e A, guillouiae: Su, toprak, sebzeler ve insan sindirim sistemi

e A. nosocomialis: Insan cildi
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e A. baumannii: Toplumda tasiyicilik oran1 daha azdir. Toprakta ve sebzelerde
izole edilmis olmasina ragmen tipik bir ¢evresel organizma olarak goriilmez.
Toplumsal kaynakli enfeksiyonlar tropikal iklimlerde belki g¢evresel kaynakli
olarak meydana gelebilir.

2.1.4.1. Acinetobacter Tiirlerinin Klinik Orneklerdeki Dagihim

A. baumannii, Acinetobacter tiirleri arasinda nozokomiyal enfeksiyonlarda en
sik karsilasilan tiir oldugu bircok calismada raporlanmis ve desteklenmistir (1). insan
klinik Orneklerinden izole edilen Acinetobacter spp. dagilimmi gosteren ilk
caligmalardan birisinde; 584 Acinetobacter susunun tiir identifikasyonu yapildiginda en
sik izole edilen tiiriin (n= 426; %72.9) A. baumannii oldugu ve diger tiirlerin (%27.1)
sirastyla A. pitti (n=55), A. johnsonii (n=29) ve A. lwoffii (n=21) oldugu bildirilmistir.
Ayrica suglarin izole edildigi 6rnek dagilimina bakildiginda; en fazla izolatin solunum
yolu orneklerinden (n=251; %42,9) saglandig1 ve sirasiyla kan kiiltiirleri (n=116;
%19,9), yara ornekleri (n=90; %15,4), kateter ucu (n=75; %12,8) ve idrar &rnekleri
(n=20; %3,4) Acinetobacter spp. izole edilen klinik ornekler olarak belirtilmistir.
A. baumannii disindaki tiirlerin siklikla kan kiiltiirlerinden, solunum yolu 6rneklerinden
ve santral vendz kateterlerinden izole edildigi gosterilmistir (51).

Danimarka’dan, 23 A. calcoaceticus-A.baumannii kompleks klinik izolat1 8 A.
pittii, 6 A. nosocomiali ve 5 A. baumannii seklinde yakin degerde dagilim gosterdigi
bildirilmistir (52). Hollanda’dan bir ¢alismada, 5 Acinetobacter spp. nozokomiyal
epidemisinde en stk A. baumannii (3 salgin) etken olarak izole edilmistir, A. pitti (1
salgin) ve Acinetobacter gen. sp. 13TU (1 salgin) salginlara neden olan diger tiirlerdir
(53). Daha sonra yapilan bir¢ok ¢alismada klinik 6rneklerden izole edilen Acinetobacter
tiirlerinde A. baumannii hakimiyeti oldugu gosterilmistir (54) (Cizelge 2.1.).

Hollanda, Hong Kong ve Irlanda’dan bildirilen c¢alismalarda A. pitti
(Acinetobacter gen. sp. 3) hakimiyeti gorilmistiir (43, 55, 56). Birlesik Krallik’tan
A. baumannii haricindeki tiirlerin sikligina bakildiginda A.lwoffii en sik goriilen tiir
olarak raporlanmistir (57). A. calcoaceticus-A. baumannii kompleks disinda kalan

A. lwoffii, A. ursingii, A. haemolyticus, A. johnsonii, A. junii, A. parvus,
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A. radioresistens ve A. beijerinckii gibi Acinetobacter tiirleri nozokomiyal
enfeksiyonlarda daha az izole edilir ve genellikle olgu raporlart seklinde
bildirilmektedir. Non-A.baumannii izolatlar1 ¢ogunlukla kan kiiltiirlerinden septisemi,

endokardit, kateter iliskili bakteriyemi ve solunum yolu enfeksiyonlarinda izole edilirler
(51, 57).
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Cizelge 2.1. Acinetobacter tiirlerinin klinik 6rneklerde dagilimi (58)

Ulke-Yil Toplam Acinetobacter susu Tiir Dagilim Yontem Sonu¢ Kaynak
Fransa 181 sus Klinik 6rneklerden ve A. baumannii (n=100) Fenotipik ve A .calcoaceticus (16)
1986 farkli kaynaklardan izole edilmis A. lwoffii (n =25) biyokimyasal topraktan izole edilmis.

A. haemolyticus (n=13) Gen. sp 1-3 fenotipik

A. junii (n=13) olarak yakin

A. pittii (n=11) bulunmustur ve gen. sp.

A. johnsonii (n=11) 1 ve2 41 ve 44°C’de

A. calcoaceticus (n=5) tireme 6zelligine gore

Acinetobacter gen. sp. 6 (n=1) ayrilabilir.

A. guillouiae (n=1)

A. radioresistens (n =1)

23 klinik izolat fenotipik olarak A. pittii (n=8) DNA-DNA (52)

Danimarka A.calcoaceticus-A.baumannii A. nosocomialis (n=6) Hibridizasyonu
1993 kompleks olarak tanimlanmus. A. baumannii (n=5)

Acinetobacter gen. sp. 13TU

benzeri (n=2)

Acinetobacter gen. sp. 1 ve 3

benzeri (n=2)

Fenotipik ve
584 Acinetobacter, A. baumannii (n=426) biyokimyasal En sik izolasyon (51)

Almanya 12 hastanedeki 420 hastadan A. pittii (n=55) tiplendirme semast  solunum yolu (%42.9),
1993 izole edilmis. A. johnsonii (n=29) kan kiiltiirleri (%19.9),

A. lwoffii (n=21)

A. junii (n=11)

A. haemolyticus (n=9)

A. berezinae (n=9)

A. guillouiae (n=4)

A. radioresistens (n=3)
Acinetobacter gen. sp. 6 (n=1)
Siniflandirilamayan (n=16)

yara (%15.4) ve
katater ucu (%12.8)
orneklerinden elde
edilmistir.
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Cizelge 2.1. Acinetobacter tiirlerinin klinik 6rneklerde dagilimi (devami)

Ulke-Y1l Toplam Acinetobacter susu Tiir Dagilim Yontem Sonug Kaynak
Hollanda 38 Acinetobacter izolatinin 6’s1 A. pittii (n=29) DNA-DNA Gen. sp. 3 (A. pitti) nozokomiyal (56)
1989/1990 gevreden 32’si (3 hastadan 1988; A. baumannii (n=3) hibridizasyon enfeksiyonlara neden olarak
29 izolat 21 hastadan 1989/1990) Acinetobacter gen.sp. salginlar olusturabilir.
klinik 6rneklerden elde edilmis. 14TU(n=3)
A. junii (n=1) Acinetobacter spp. nozokomiyal
Siniflandirilamayan (n=2) dolasim sistemi enfeksiyonlarimin
%1.5’ini olusturmaktadir ve yogun (59)
A.B.D 129 kan kiiltiir susu, 24 hastaneden A. baumannii (n=111) Fenotipik ve bakim tinitelerinde diger Gram
1995/1998 elde edilmis. A. pittii (n=11) biyokimyasal negatiflerden daha yiiksek oranda
A. radioresistens (n=4) yontem etken olarak goriilmektedir.
A. junii (n=2)
A. guillouiae (n=1)
Acinetobacter gen. sp 3 (A. pitti) (60)
Ispanya 244 sus 28 hastaneden elde A.baumannii (n=226) ARDRA 44°C’de %46.6 (7/15) oraninda
2000 edilmis. A. pittii (n=15) tireme gosterdigi tespit edilmistir.
Siniflandirilamayan (n=3)
En fazla antibiyotik direnci gosteren
A. baumannii (n=142) ARDRA tiir A.baumannii olarak bulunurken;
Kore 232 sus, 2 hastaneden elde edilmis. ~ A. hosocomialis (n=60) A. nosocomialis en fazla imipenem (61)
2004/2005 A. pittii (n=14) direnci gdsteren tiir olarak tespit
A. berezinae (n=4) edilmistir.
A. junii (n=2)
A. johnsonii (n=1)
Acinetobacter gen. sp. 14BJ
(n=1)
Simiflandirilamayan (n=8)
A. baumannii (n=40) ARDRA (62)
Kore 58 sus Vitek 2 GNI kart ile A. nosocomialis (n=9)
2004/2005 A.calcoaceticus-A.baumannii Acinetobacter gen. sp. 13TU

kompleks olarak tanimlanmis.

benzeri (n=5)
A. pittii (n=4)
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Cizelge 2.1. Acinetobacter tiirlerinin klinik 6rneklerde dagilimi (devami)

Ulke-Y1l Toplam Acinetobacter susu Tiir Dagilim Yontem Sonu¢ Kaynak
Teksas, ABD 107 sus, 107 hastandan elde edilmis  A. baumannii (n=87) ARDRA A.  baumannii 63 olgunun
2005/2006 ve A. calcoaceticus-A. baumannii  A. pittii (n=15) 61’inden ve 44 kolonizasyonun (63)
kompleks olarak tanimlanmis. A. nosocomialis (n=3) 26’sindan izole edilmistir ve
Smiflandirilamayan (n=2) %%90’dan  fazlast ¢oklu ilag
direncine sahip oldugu tespit
edilmstir. Ayrica, PFGE ile 87
A.baumannii izolatinin 44’1 A ve
20’si B ana klonunu
olusturmustur.
Fransa 99 sus, cesitli klinik orneklerden A. baumannii (n=52) 350 bp rpoB gen A. pittii, A. baumannii’den sonra (54)
2001/2005 izole edilmis. A. pittii (n=27) sekans analizi en sik izole edilen tiir olurken A.
A. haemolyticus (n=10) schindleri  de  Acinetobacter
A. schindleri (n=5) iligskili ~ enfeksiyonlardan izole
A. lwoffii (n=1) edilebilecegi vurgulanmustir.
A. nosocomialis (n=1)
A.gen.sp.9 (n=3)
Vitek 2 GNI kart ile
A. pittii (n=45) A.baumannii 77/114 bulunurken (55)
Irlanda 114 sus, Vitek 2 GNI kart ile A. baumannii (n=25) 500bp rpoB gen rpoB sekans analizi ile 25/114
2005/2007 A.baumannii (77), A. lwoffii (31), A. A. johnsonii (n=12) sekans analizi bulunmus ve vitek 2 GNI kart1 ile

junii (2) ve A. haemolyticus (4)
olarak tanimlanmus.

A. ursingii (n=8)

. Iwoffii (n=7)

. calcoaceticus (n=5)
. guillouiae (n=4)

. nosocomialis (n=2)
. radioresistens (n=2)
. berezinae (n=1)

. haemolyticus (n=1)
. schindleri (n=1)

. tjernbergiae (n=1)

>r>rrr>rr

izolatlarin %751
Acinetobacter tiird
tanimlanmis.

yanlis
olarak
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Cizelge 2.1. Acinetobacter tiirlerinin klinik 6rneklerde dagilimi (devami)

Ulke-Y1l Toplam Acinetobacter susu

Tiir Dagihm Yontem

Sonug¢

Referans

Birlesik Krallik
2008/2009

690 sus, 135
hastaneden elde edilmis.

Kore-2008 547 sus, 19 hastaneden

elde edilmis.

A. baumannii (n = 538)

A. lwoffii (n =61)

A. ursingii (n =28)

A. pittii (n=12)

A. johnsonii (n=11)

A. parvus (n=9)
Acinetobacter gen. sp. 13BJ
(n=6)

A. radioresistens (n =4)

A. baylyi/A guillouiae (n=3)
A. calcoaceticus (n=3)

A. nosocomialis (n=2)

A. haemolyticus (n=2)

A. junii (n=2)

A. beijerinckii (n=1)

A. bereziniae (n=1)

A. gyllenbergii (n=1)

A. schindleri (n=1)
Acinetobacter gen. sp. 15TU
(n=1)

Acinetobacter gen. sp. 16
(n=1)

tanimlanamayan (n=3)

rpoB sekans
analizi

A. baumannii (n= 388)

A. nosocomialis (n=82)

A. pittii (n=62)

A. bereziniae (n=13)
Acinetobacter gen. sp. 14
TU (n=2)

ATB 32 GN Sistem
ve 16S-23S rRNA
intergenik spacer
region sekans
analizi

A. baumannii disindaki izolatlarin
¢ogu bakteriyemi ya da septisemi
iligkili ve bazt tiirler (A.
johnsonii, genomic species 13 ve
A. beijerinckii) endokardit etkeni
olarak tanimlanmus.

(57)

(64)

ARDRA: Amplified ribosomal DNA restriction analysis
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2.2. Nozokomiyal Enfeksiyonlar

Acinetobacter’ler firsat¢1 patojenlerdir ve genellikle yogun bakim iinitelerinde
yatan hastalarda enfeksiyonlara neden olurlar. Hastane kokenli Acinetobacter
enfeksiyonlart; ventilator iliskili pndmoni, deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, yara
enfeksiyonlari, idrar yolu enfeksiyonlari, sekonder menenjit ve dolasim sistemi
enfeksiyonlaridir. Her ne kadar A. pittii ve A. nosocomialis bu enfeksiyonlara neden
olsa da hastane enfeksiyonlar1 ile anilan asil tir A. baumannii’dir. Hastane
enfeksiyonlarinda goriilen diger Acinetobacter tiirleri, A. johnsonii, A. junii, A. lwoffii,
A. parvus, A. radioresistens, A. schindleri ve A. ursingii nadir olarak kateter iliskili
dolagim yolu enfeksiyonlarina neden olur. Hayati tehlikeye neden olabilecek sepsisler
disinda bu enfeksiyonlarin mortalite orani diisiiktiir ve klinik seyri iyidir. Bu tiirler,
kontamine inflizyon sivilari ile iliskili olarak nadiren salginlara neden olmuslardir (4).

A. baumannii enfeksiyonlariin gelismesine ya da bakterinin bulagmasina neden
olan risk faktorleri diger MDR organizmalar ile benzerdir. Bu faktorler: i) Konak ile
ilgili faktorler; altta yatan bir hastaligin olmasi ve immiin sistemin baskilanmasi, cerrahi
operasyon gecirmis olmak, major travma (6zellikle yaniklar) bulunmasi ve prematiire
yenidoganlar, solunum yetmezligi ve organ yetmezligi A. baumannii ile firsatci
enfeksiyon riski daha fazla olan hasta grubunu olusturur. ii) Bakteriye maruz kalma ile
ilgili faktorler; yogun bakim iinitesinde kalmis olmak, hastanede ya da yogun bakim
tinitesinde kalig siiresinin uzunlugu, enfeksiyon kontrol dnlemlerinin diisiik olmasi,
A. baumannii’nin endemik olarak hastanede bulunmasi ve kontamine tibbi ekipmanlara
maruz kalmak bakteri bulasini arttiran risk faktorleridir. 1i1) Tedavi ile ilgili faktorler;
mekanik ventilasyon, intravaskiiler kateter, idrar kateteri ve drenaj tiipleri gibi viicuda
kalict cihazlarin takilmasi, invaziv prosediirlerin sayist ve daha Once uygulanan
antimikrobiyal tedavi risk faktorleri arasindadir (6). Yanik tedavisinde kullanilan
hidroterapi ve yara debridmaninda kullanilan pulsatil lavaj tedavisi gibi bazi durumlara
Ozgii risk faktorleri de tespit edilmistir (65, 66).

A. baumannii nozokomiyal enfeksiyonlarda en sik karsilasilan klinik bulgular,
dolasim yolu ve solunum yolu enfeksiyonlaridir. Her iki durum da ciddi morbidite ve
mortalite ile iligkilidir. Yogun bakim, intravaskiiler kateter, genis spektrumlu antibiyotik

tedavisi, mekanik ventilasyon, yaniklar ve cerrahi islemler bu enfeksiyonlari
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arttirmaktadir (67, 68). Enfeksiyonun baslangicindaki septik sok, altta yatan hastalik,
hastaligin siddeti ve mekanik ventilasyon oOliime neden olan risk faktorlerdir.
Bakteriyemik A.baumannii pnomonisi 6zellikle kotii prognoza sahiptir (67, 68).
A.baumannii sinir sistemi enfeksiyonlarinda, sinir sistemi cerrahisi gegirmis hastalarda
karakteristik  klinik bulgu serebrospinal sant-iliskili menenjittir (69). Yara
enfeksiyonlari, ciddi yaniklar1 ya da travmalar1 olan hastalarda ve yaralanan askerlerde
raporlanmistir (10, 65). Idrar yolu enfeksiyonlari, kalici idrar yolu Kateterleri ile
iliskilidir ve klinik seyri daha iyidir. Ayrica rehabilitasyon merkezlerinde goriilen
enfeksiyon sikligl yogun bakimlardakinden daha fazladir (4).

Nozokomiyal A. baumannii enfeksiyonlariin klinik etkisi tartigilmaya devam
eden bir sorundur. Birgok c¢alismada, A. baumannii bakteriyemisi ya da pnomonisine
bagli yiiksek mortalite oranlar1 raporlanmistir. Fakat, A. baumannii alta yatan ciddi
hastalig1 olan ve kotii prognoz gosteren hastalarda etkilidir. Bu yilizden A.baumannii
enfeksiyonuna bagl olarak belirtilen mortaliteler A. baumannii enfeksiyonlart sonucuna
bagli olmaktan ¢ok altta yatan hastaliklarin sonucudur (4).

Blot ve ark. (70) A. baumannii’nin bagimsiz olarak mortaliteye etkisini
arastirdiklar1 ¢alismada; A. baumannii enfeksiyonuna sahip hastalarin yogun bakimda
kalis siirelerinin ve ventilatore bagli kalma siirelerinin kontrol grubuna gore daha fazla
oldugunu ve mortalite oranlarinin da olgularda ve kontrollerde sirasiyla % 42,2 ve
%34,4 oldugunu bulmuslardir. Ancak, A. baumannii bakteriyemisinin mortalite
artisinda istatistiksel olarak anlamli bir iliskisi olmadig1 sonucuna varmiglardir. Benzer
bulgular A. baumannii pnémonisi i¢in de Garnacho ve ark. (71) tarafindan bildirilmistir.
Fakat, Falagas ve ark (72) ‘‘PubMed’’ ve ‘‘Cochrane Library’’ veritabanlarinda
bulunan kohort ve olgu kontrol caligmalarini tarayarak yaptiklart calismada A.
baumannii enfeksiyonlarinin, mikroorganizma ile enfekte olmayan kontrol grubuna
gore, mortaliteyl arttirict etkisinin =~ %7.8 ile %23 oraninda degistigi sonucuna
varmiglardir. Ayrica, bu oranin yogun bakimlarda %10 ile %43 arasinda degistigi
bildirilmistir. Bu sonuglara gore A. baumannii’nin klinik etkisi 6énemli bir problem

olarak devam etmektedir.
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2.2.1 Hastanelerde Goriilen Salginlar

2010 yilinda Vonber ve arkadaslarinin (73) salgin veri tabaninda (Worldwide
Outbreak Database) bulunan yayinlarla ilgili incelemelerine gore; 2.322 salgindan
1.010’u yogun bakim finitelerinde, 1.309°u diger hastane initelerinde, 195’1 ayakta
tedavi alan hastalarda ve 157’si bakimevlerinde tespit edilen salgin raporlarindan
olustugu belirtilmistir. Bir salginda ortalama 27,9 hastanin etkilendigi ve salginlarin
%31,2’sinde (724) hastane personelinin de enfekte oldugu ya da patojeni tasidigi
goriilmiistiir. Salginlara neden olan 240 farkli patojen (bakteri, viriis, mantar ve parazit)
tespit edilmis ve en fazla salgina neden olan 5 tiir; Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, A. baumannii, Klebsiella pneumoniae ve Serratia
marcescens olarak bildirilmistir.

Verilere gore hastanelerde salgina neden olan patojenlerin hastane ortaminda
yayilmasindaki temel kaynagi hastalar (%24,6) olusturmaktadir. Bunun disinda g¢evre
(%11,7), personel ( %10), tibbi ekipmanlar ve cihazlar (%9,2), ilaglar (%5), yiyecekler
(%3), tedavi ekipmanlar1 (%1,6) salgina kaynak olustururken, salginlarin ¢ogunda
(%39,7) kaynagin ne oldugu tespit edilememistir. Salginlara neden olan mekanizmanin
temelinde ise temas sonucu yayilim vardir. Bunu invaziv teknikler, havadan solunum ile

yayilim ve yemek sonucu gastrointestinal sistem yolu ile yayilim izler (73).

2.2.2. Yogun Bakim Unitelerinde Goriilen Salginlar

Yogun bakim iinitelerindeki salgin raporlari incelendiginde hastanelerde en fazla
salgmin  (%37,9) yeni dogan yogun bakim iinitesinde (YDYBU) goriildiigii
bildirilmistir. Yeni dogan yogun bakim iinitelerindeki salginlarda raporlanan baglica
patojenler; Klebsiella spp., Staphylococcus spp. ve Serratia spp. tirleridir.
Enterobacteriacae grubuna ait tiirler (Klebsiella spp., Serratia spp., Enterobacter spp.,
Escherichia spp., Salmonella spp., ve Citrobacter spp.) YDYBU salginlarinin %
52,9’unda tespit edilirken erigkin yogun bakim iinitelerindeki salginlarin %19,6’sinda

raporlanmustir (74).
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Enterobacteriacea grubunun YDYBU salginlarinda daha sik goriilmesi sasirtict
bir durum degildir. Bakteriler dogum sirasinda ya da hastanede kalis siiresi igerisinde
bulasir. Yeni dogan bebeklerin yogun bakimda kalmalari ve anne ile temasinin
azalmasi, antibiyotik tedavisi, beslenmenin ertelenmesi ve yogun bakim florasina maruz
kalmalar1 bebeklerin flora kolonizasyon paternini degistirir. Klebsiella ve Enterobacter
spp. kolonizasyonu artar. Serratia spp. YDYB f{initelerinde endemik ve epidemik
enfeksiyon etkenidir. Enterobacteriaceae’nin hastadan hastaya tasmmasi saglik
calisanlarinin elleri yoluyla gergeklesir ve yeni doganlarin immiin sisteminin
gelismemis olmasi, diisiik agirlikli dogum, invaziv girisimler ve antibiyotik kullanimi
yeni doganlar1 duyarli bir konak haline getirir. Eriskin yogun bakimlardaki salginlarda
Acinetobacter spp. ve Pseudomanas spp. en sik goriilen patojenlerdir. Bunun nedeni ise
yetiskin hastalarda salginlarin daha sik olarak ¢evre kaynakli olmasi olabilir (74).

Salgin sirasinda bazi patojenler birden fazla enfeksiyona neden olabilir. Hem
yeni dogan yogun bakim iinitelerinde hem de diger yogun bakimlarda meydana gelen
salgilarda en sik goriilen enfeksiyon sepsis (YDYBU %62.7, diger iinitelerde 46.8%)
olarak bildirilmistir. Kalic1 kateter ve yeni doganlarda uzun siire parenteral beslenme
sepsise neden olan etkenlerdir. Salginlarda goriilen pndmoni, idrar yolu enfeksiyonu ve
cerrahi alan enfeksiyonu erigkin yogun bakimlarda daha siktir (74).

Salginlar1 durdurmak ic¢in bir¢ok Onlem alinir. Hasta taramasi, el hijyeninin
zorunlu hale getirilmesi, izolasyon ve koruyucu giysi kullanimi YDYB iinitelerinde
diger yogun bakimlara gore hastane kaynakli salginlarin Onlenmesinde daha sik
uygulandig1 bildirilmistir. YDYBU %16,3 ve diger YBU %12,6 oraninda salginlari
durdurmak i¢in alinan 6nlem iinitenin kapatilmasi olmustur (74).

Hastane personelinin salgin sirasinda taranmasi ve personel arasinda tastyicilarin
bulunmasi salgmin kaynagi oldugunu kanitlamaz, ¢iinkii saglik personeli hasta ile
ilgilendigi sirada hastadan bulagmasi sonucu kolonize ya da enfekte olmus olabilir.
Salgin arastirmalarinda hastanin salgin patojeninden mi ya da altta yatan hastaliktan
dolayr m1 dldiigiiniin tespit edilmesi zordur. Yine de enfeksiyon kontrol personeli salgin
patojeninin yayilmasint en kisa siirede durdurmayi amaclar. Her salgin siiphesinde
enfeksiyon kontrol prosediirleri, el dezenfeksiyonu, invaziv prosediirlerde kullanilan
aseptik teknikler gozden gecirilir. Hastane salginlarin1 azaltmak ig¢in; antibiyotik

kullanimini smirlandirmak, invaziv prosediirleri (santral venoz kateter ve endotrakeal
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entiibasyon) azaltmak ve egitim programlar1 yogun bakim {initelerindeki salginlar

azaltma yoniinde etkin bulunan uygulamalardir (74).

2.2.3. Acinetobacter Salginlar

Nozokomiyal A. Baumannii enfeksiyonlar1 gogunlukla yogun bakim iinitelerinde
yatan hastalarda goriilme egilimindedir (11). Uzun siire bakim merkezlerinde tedavi
goren ve Ozellikle ventilatore bagli olan hastalarda enfeksiyon riski yiiksektir. Yogun
bakim {initesinde kalmanin diginda, kolonizasyon ve enfeksiyona neden olabilecek diger
risk faktorleri; yeni gecirilmis cerrahi operasyon, santral vaskiiler kateterizasyon,
trakeostomi, entiibasyon ve reentiibasyon, mekanik ventilasyon, parenteral beslenme,
yeni doganlarda diisiik dogum agirlig1 ve tigilincii nesil sefalosporin, florokinolon veya
karbapenem antibiyotikleri ile tedavi risk faktorleri arasinda yer alir (75, 76).
Acinetobacter’lerin kuruluk dahil dis ortam kosullarina dayanikli olmasi ve birgok
antibiyotige diren¢ gelistirmesi salginlarin temelini olusturur (77).

Acinetobacter salginlari, ventilatér ekipmanlari, spirometre, resiisitasyon ¢antasi,
kontamine sivilar, nemli esyalar gibi genel kaynaklarin kontaminasyonunu takip eder,
Ozellikle solunum cihazina baglh hastalarda ventilator ekipmanlarinin kontaminasyonu,
saglik personelinin elleri ile kolonize ya da enfekte hastalardan ya da kontamine
esyalardan tasinan mikroorganizmalar sonucu capraz enfeksiyonlar meydana gelerek
salginlara neden olabilir (76). Acinetobacter ler bir kez hastane ortaminda goriildiikten
sonra, genellikle ¢oklu ilag direnci olan ¢esitli suslar, seri halde birbiriyle Ortiisen
epidemiyolojik paternlere neden olur. Birgok Acinetobacter susunun endemikligini
takiben sonraki donemlerde tek bir susun baskin oldugu endemik suslar ortaya c¢ikar
(112).

Bir ¢alismada, hastalarda Acinetobacter tasiyiciliginin 42 aya kadar uzayabildigi
gosterilmistir ve bu durum salginlardan sonra endemik suslarin  olusmasin
desteklemektedir. Ayrica, hastanin fonksiyonel olarak yataga bagli olmasi, oryantasyon
bozuklugu ya da koroner bypass operasyonu gecirmis olmasinin tasiyicilik siiresini
arttirdig1 tespit edilmistir. Acinetobacter tasiyiciliginin tespit edilmesinde burun,

farinks, deri (aksilla, antekubital fossa ve kasik bolgesi), rektum, yara ve endotrakeal
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aspirat gibi farkli viicut bolgelerinden c¢oklu orneklemenin duyarliligi arttirdig
gosterilmistir (12).

Sikago ve Indiana’nin kuzey bati bolgesindeki 8 merkezden elde edilen, B-
laktamaz OXA-40 aktivitesine sahip A. baumannii izolatlarinin PFGE ile tiplendirilmesi
sonucunda %97’sinin ayni klona ait monoklonal, tek sus salginina neden oldugu
gosterilmistir ve Acinetobacter’lerin genis cografik dagilim gosteren salginlara neden
olabildigi bildirilmistir (78).

Fransa’da ¢oklu ilag direncine sahip A. baumannii epidemisinde Nisan 2003 ile
Haziran 2004 tarihleri arasinda 15 farkli bdlgeye ait 53 hastaneden 290 A. baumannii
izolat1 elde edilmis. izolatlarin (275) % 95’inin VEB-1 genis spektrumlu beta laktamaz
aktivitesine sahip oldugu ve epidemik olarak iliskili suslar oldugu tespit edilmistir. En
fazla etkilenen hastalarin yogun bakim iinitelerinde, tibbi servislerde ve saglik
merkezlerinde uzun siire bulunan hastalar oldugu belirtilmistir (79).

Birden fazla hastanede monoklonal salginlarin goriilmesi, muhtemelen hastalarin
ya da personelin hastaneler arasi1 hareketleri veya gida ve ekipman gibi ortak
kaynaklarin kontaminasyonuna maruz kalinmasi gibi kurumlar arast bir yayilim
oldugunu gosterir. Bu tiir salginlar, siirekli olan siirveyansin 6nemini, kurumlar arasi
iletisimi ve Acinetobacter’lerin bakimevlerine bulagsmasi ve buradan genis gevrelere

yayiliminin 6nlenmesine yonelik 6nlem alinmasinin 6nemli oldugunu gosterir (11).

2.3. Toplumdan Kazamilmis Enfeksiyonlar

A. baumannii toplumsal kokenli enfeksiyonlarda yaygin olmayan bir patojen
olarak bilinir, ancak onemli toplumsal kokenli pndmonilere neden olur. Bildirilen
olgularin ¢ogunda alkolizm, 6zellikle geng¢ hastalarda alkol duyarliligi arttirmaktadir.
Sigara, kronik obstriiktif akciger hastaligi, ileri yas ve diyabet gibi altta yatan etkenler
s06z konusudur. Toplum kokenli A. baumannii pnomonisi, tek klinik bulgu olarak
goriiliir ve bakteriyemi insidansi yiiksek, klinik seyri siddetli ve mortalite oranit (%40-
65) yiiksektir. Nefes darligi, oksiiriik, ates ve bunu takip eden solunum yetmezligi ve
sok gelisir. Enfeksiyonlarin tamamina yakini Giineydogu Asya ve tropikal Avustralya

gibi tropikal iklime sahip bolgelerde ya da sicak ve nemli subtropikal iilkelerde
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(Avustralya, Kuveyt, Tiirkiye, Tayvan, Tayland ve Papua Yeni Gine) goriilmiistiir.
Olgularin, sicakligin ve nemin yiiksek oldugu Nisan ve Ekim aylar1 arasinda gorildigii
bildirilmistir. Konak faktorleri ya da belirli viriilans faktorlerinin bu siddetli
enfeksiyonlarla iliskisi olup olmadigi bilinmiyor. Coklu ilag direnci bu
mikroorganizmalarda yaygin degildir ve sefalosporin ya da aminoglikozidlerle tedavi

edilebilir. Diger toplum kokenli A. baumannii enfeksiyonu bulgulari nadirdir (7).

2.4. Dogal Afetler ve Savaslar ile iliskili Enfeksiyonlar

Dogal afetler ya da insanlarin neden oldugu yikimlarda, karakteristik
nozokomiyal A. baumannii bulgusu yara enfeksiyonlaridir. 1999 yilinda Tiirkiye’de
meydana gelen Marmara depremi sonrasi, depremde yaralanan hastalarin tedavi edildigi
donemde yogun bakim {nitelerinden izole edilen mikroorganizma profilinin
A. baumannii yoniinde degistigi gortilmistiir (8). 2002’de Bali’nin bombalanmasindan
sonra yanik {initesine transfer edilen hastalarda enfeksiyona neden olan A. baumannii
izolatlarinin daha sonraki donemlerde hastane salginlarina neden oldugu bildirilmistir
(79). Giineydogu Asya’da 2004 yilinda meydana gelen tsunamide yaralanan turistler
Avrupa’daki cesitli hastanelere transfer edilmis, Almanya’daki bir hastaneye transfer
edilen genel durumu kritik 17 hastanin orneklerinden ¢oklu ilag direncine sahip A.
baumannii izole edilmistir (9).

Irak’taki catigmalardan geri gonderilenlerde ¢arpict derecede ¢ok sayida derin
yara enfeksiyonlari, yanik-yara enfeksiyonlar1 ve osteomyelit olgular1 raporlanmistir ve
izole edilen A. baumannii mikroorganizmalar1 siklikla ¢oklu ilag¢ direncine sahip olarak
bulunmustur (10).

Scott ve arkadaglarinin (81) raporlarinda; Irak’ta yaralanan askerlere kirik
fikzasyonu (%50), laparatomi (%25), amputasyon (%20) gibi cerrahi miidahalelerin
yapildigin1 ve hastalara (%54) yaralanma sonras1 ya da hastanede kaldig: siire i¢erisinde
mekanik ventilaslasyon uygulandigr belirtilmistir. Hasta askerlerden en sik,
ekstremitelerden aliman yara Orneklerinden (%32), balgam, trakeal aspirat ve
bronkoalveolar lavaj sivist gibi solunum yolu 6rneklerinden (%24) A. baumannii izole

edilmistir.
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A. baumannii’nin her yerde bulunabilecegi yanlis kanisina bagli olarak,
mikroorganizmanin yaralanma sirasinda cilt florasindan ya da yaralanma sirasinda
kontamine topraktan inokiile olmus olabilecegi ya da yaralilarin saglik merkezinde
tedavileri sirasinda mikroorganizmanin saglik hizmetine bagli olarak bulastigi tartismali
bir konudur. Coklu ilag direncine sahip A. baumannii enfeksiyon salginlari bir ¢ok
faktore bagli olsa da primer kaynak hastane ortaminda goriilen nozokomiyal bulaslardir
(81). Bir c¢alismada askerlerdeki cilt kolonizasyonu taramasinda 160 askerden birinde
A. baumannii izole edilmis ve cilt kolonizasyonunun salginlara kaynak olmadigi
sonucuna varilmistir. Ayrica, Irak ve Kuveyt’ten elde edilen 49 toprak érneginden 1
A. baumannii izole edilmis ve bu izolatin klinik drneklerden elde edilen izolatlar ile
genetik olarak iligkisiz oldugu tespit edilmistir. Ancak Irak ve Kuveyt’teki 7 askeri
tedavi merkezinden elde edilen ¢evresel tarama orneklerinin hasta ornekleri ile iliskili
oldugu bildirilmistir (80). Savaslarda yarali asker sayisinin fazla olmasi ve bu askerlerin
bir tedavi merkezinden digerine tasinmasi, direngli A. baumannii suslarinin gelismesine

ve mikroorganizma bulasmasina katki saglayan 6nemli etkenlerdir (81).

2.5. Epidemiyolojik Tiplendirme Yoéntemleri

A. baumannii suslarmin hastanelerdeki yayilimini kontrol edebilmek igin
mikroorganizmanin potansiyel rezervuarlarii ve tasinma yollarmin tanimlanmasi
gereklidir. Salgin suslarinin epidemiyolojik olarak iligkisiz olan diger Acinetobacter
izolatlarindan ayrilabilmesi i¢in izolatlarin tiir alt1 (subspecies) diizeyde karsilastiriimasi
gerekir, bu amagla kullanilan metotlar, epidemiyolojik tiplendirme metodlar1 olarak

tanimlanir (3).

2.5.1. Fenotipik Tiplendirme Yontemleri
Fenotipik tiplendirme sistemleri biyokimyasal 6zelliklere, antibiyotik duyarlilik

paternlerine, serolojik reaksiyonlara (serotiplendirme), faj tiplendirmesine ve protein

profillerine dayanir (3).

26



2.5.1.1. Biyotiplendirme

En yaygin kullanilan tekniklerden birisidir. Suslarin farkli biyokimyasal
reaksiyonlarma, morfolojilerine ve g¢evre toleranslarina gore ayrimina dayanir.
Biyotiplendirme yonteminde, mikroorganizma tiirleri farkli biiylime ortamlarindaki
bilesenleri kullanabilmesine ve bazi kimyasal reaksiyonlar1 gerceklestirebilmesine gore
tanimlanir, ayni zamanda belirli bir tiirlin {iyerini biyokimyasal farkliliklara gore
ayirmada kullanilabilir. Biyotiplendirme, giliniimiizde tiir identifikasyonu igin

tasarlanmis otomatik sistemler ile laboratuvarlarda rutin olarak kullanilmaktadir (82).

2.5.1.2. Antimikrobiyal Duyarhlik Testi

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda yaygmn olarak uygulanan bir testtir.
Antimikrobiyal duyarlilik testi otomatize broth mikrodiliisyon ya da disk difiizyon
yontemleri kullanilarak yapilir. Hem disk diflizyon hem de sivi diliisyon yontemi
dikkatli bir sekilde standardize edilmekte olup, laboratuvar i¢i ve laboratuvarlar arasi
tekrarlanabilirligi yliksektir. Testlerden elde edilen MIC degerleri ya da difiizyon zon
caplart epidemik kiime analizlerinde, diger epidemiyolojik testlerle uyumlu sonuglar
verir. Ancak; genetik ve epidemiyolojik olarak iliskili olmayan izolatlar da ayni
duyarlilik paternini verebilirler. Bu yiizden epidemiyolojik caligmalarda antibiyogram

tiplendirmesinin degeri sinirlidir (1, 82).

2.5.1.3. Serotiplendirme Yoéntemi

Bir antikor dizisi kullanilarak bakterilerin yiizeyindeki antijenlerin tespit
edilmesi sonucu antijenik cesitliligin gosterilmesine dayanir. Serotiplendirme metotlari
baz1 bakteriyel patojen tiirlerinin taksonomik siniflandirilmasinda kullanilmaktadir.
Klebsiella ve Pseudomonas gibi nozokomiyal patojenlerin tiir i¢i sus ayriminda
epidemiyolojik degere sahiptir. Serotipleme birka¢ farkli yolla uygulanabilir. En sik

bakteriyel hiicre siispansiyonunun antikor paneli ile karistirildigi dogrudan antijen-
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antikor agliitinasyon yontemi kullanilir. Agliitinasyon profillerine bagli olarak serotipler

belirlenir (82).

2.5.1.4. Bakteriyofaj ve Bakteriyosin Tiplendirmesi

Epidemiyolojik ara¢ olarak kullanimi bakteriler ile smirhidir. Bakteriyofaj
tiplemesi, bakterilerin belirli bir grup faja direngli ya da duyarlilik paternine gore
simiflandirilmasina dayanir. Bakteriyofajlar, belirli bakterilerin hiicre duvarlarina
tutunabilen, hiicre icerisine girip, ¢ogalan ve hiicreyi lizise ugratabilen virtislerdir. Fajin
hiicreyi enfekte etme yetenegi, baglanacagi hiicre ylizeyindeki reseptoriin uygunluguna
baglidir. Siklikla patojenlerin farkli suslari farkli reseptorlere sahiptir, bu da farkli lizis
profillerine yol agar. Bakteriyofaj tiplemesi, biyolojik olarak aktif fajlarin genis
yayilima sahip olmamasi ve yontemin uygulanmasindaki teknik zorluklar, kullanimini
siirlayan etkenlerdir. Yontem Staphylococcus aureus ve Pseudomanas aeruginosa gibi
nozokomiyal enfeksiyonlar ile iligkili bazi bakterilere uygulanmaktadir (82).

Bu yontem diginda, bakteri suslari, diger bakteriler tarafindan tiretilen, protein
yapisindaki bir grup heterojen maddeye karsi gosterdigi duyarlilik paternine gore
tiplendirilebilir. Bu inhibitor bilesikler ya da bakteriyosinler, cogunlukla yakin iliskili
tirlerin gelismesini smirlandirir. Bakteriyosin tiplendirme, faj tiplendirmedeki gibi
benzer nedenlerden dolayr kullanimi sinirlidir. Fakat, P.aeruginosa tiplendirmesinde
kullanilmaktadir (82).

Bu yontemler, nozokomiyal patojenlerin karakterizasyonunda yararli olurken
mikroorganizma tiplendirmesinde ayrim giiciniin  smirlh  olmast  dezavantaj
olusturmaktadir. Serotiplemenin kisitlayict olmasi, gen ekspresyonu ve rastgele
mutasyonlar sonucu meydana gelen varyasyonlar, mikroorganizmalarin biyolojik
ozelliklerini degisetirebilir ve sonugta biyotiplendirmenin ayrim giiclinii azaltir.
Biyotiplendirme yontemi, enterokoklarda oldugu gibi biyokimyasal ¢esitliligi yaygin
olmayan suslarin ayirt edilmesini saglamaz, bu nedenle epidemiyolojik ¢alismalarda
kullanim1 yetersizdir. Bakteriyofaj tipleme, yogun emek gerektiren bir yontemdir ve
tekrarlanabilirliginin diisiik olmasi, standardizasyonunun yetersiz olmast kullanimini

simnirlamaktadir. Fenotipik yOntemlerin basarisiz oldugu durumlarda bakteriyosin
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tiplendirmesi P. aeruginosa ve Candida tiirleri gibi kolaylikla tiplendirilemeyen
organizmalar i¢in yararli olabilir. Biitlin bu sinirlandirmalara ragmen fenotipik

yontemler enfeksiyon hastaliklar1 yonetiminde hayati rol oynamaya devam etmektedir

(82).

2.5.2. Genotipik Tiplendirme Yontemleri

Genotiplendirme sistemleri, plazmid profilleme, ribotipleme, Pulsed field jel
elektroforezi (PFGE), random polimorfik DNA amplifikasyon (RAPD) analizi, rep-
PCR, amplifiye fragment uzunluk polimorfizm (AFLP) analizi, Multilokus sekans
tiplendirmesi (MLST) ve PCR-Electrospray iyonizasyon/kiitle spektrometre (PCR-ESI-
MS) gibi yontemleri igerir (3).

2.5.2.1. Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE)

PFGE molekiiler tiplendirme yontemleri arasinda altin standart kabul edilir. Bu
yontemde kromozomal DNA Kkarsilastirilir. Kromozomal DNA’nin 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 bolgelerde bulunan DNA’y1 kesmek
i¢in kullanilir, elde edilen ¢ok sayidaki bant fragmentleri agaroz jel elektroforezi ile
karsilastirilir. Son zamanlarda analiz igin DNA’y1 daha az siklikta kesen restriksiyon
enzimleri kullanilmaktadir. Elde edilen DNA fragmentleri konvensiyonel agaroz jel
elektroforezi ile ayrilamayacak kadar biiyiiktiir. PFGE olarak simiflandirilan birkag
alternatif metot bu DNA fragmentlerini ayirabilmektedir (82).

Klasik siirekli agaroz jel elektroforezinde ancak 30-50 kb uzunlugundaki DNA
molekiillerinin ayrim1 yapilabilmektedir. 50 kb’dan daha uzun DNA pargcalar1 tek yonlii
akim ile jel iizerinde yogun tek bir bant seklinde hareket eder ve verimli bir sonug elde
edilmez (83). Ancak, elektriksel akimin yonii periyodik olarak degistirilirse, PFGE ile
1000kbp’dan daha uzun DNA molekiilleri ayirtedilebilir. Elektrikli alanin yoni ve
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acisinda yapilan her degisiklik sonucunda, kiigiik parcalar yeni komutlar dogrultusunda
daha hizl1 hareket ederek biiylik parcalardan kopacaktir ve biiyiik parcalar geride, kiigiik
pargalar ise dnde olacak sekilde yeni bir dizilim ortaya ¢ikacaktir (82, 83).

Bu yontem i¢in 0zel cihazlar kullanilir ve en yaygim 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 ¢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 sartlart olusturulur. Tipik olarak
elektroforez cihaz1 elektrik alaninin yoniini  120° agilarla degistirerek DNA
molekiillerinin yoniinii degistirir. Bu yontemde DNA parcalar jel iizerinde stirekli
olarak zikzak ¢izerek hareket eder ve kisa siirede ¢ok sayida bant olusturur. CHEF
cesitli antimikrobiyal-direncli bakterilerin yayilimint 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 (82, 83).

PFGE ile elde edilen bant paternlerine gore izolatlar arasindaki iligkiyi
yorumlamada standardizasyon saglamak i¢in kullanilan yontem, Tenover ve ark. (84)
ortaya koydugu PFGE patern semasidir. Bu semaya gore, ayni bant paternine sahip
izolatlar ayn1 sus olarak degerlendirilir. Bakteriyel izolatlar bir genetik farklilik
igeriyorsa 1-3 bant farkina sahip olabilir ve suslar yakin iligkilidir. Izolatlarda 4-6 bant
farkliliginin olusmas1 iki bagimsiz genetik degisiklik sonucundadir ve suslar olasi
iliskilidir. Bakteriyel izolatlarda 7 ya da daha fazla bant farkliligi bulunmasi ii¢ ya da
daha fazla genetik degisikligi ifade eder ve iliskisiz sus olarak degerlendirilir. Bu
kriterler kiigiik ve yerel ¢alismalar i¢in kabul edilebilir degerlerdir.

PFGE ve diger tipleme metotlar1 ile yapilan bazi calismalar, restriksiyon
endoniikleaz (RE) bolgesini degistirebilen, yeni bir RE bdlgesi olusturabilen ya da DNA
insersiyon/delesyon iliskili plazmidler ile bakteriyofaj ya da insersiyon sekanslar1 gibi
tek genetik olaylarin, tahmin edilemeyecek kadar kisa siirede olabilecegi salginlarda (1—
3 ay) gosterilmistir. Fragment paternlerinin salgin susu ile karsilastirilarak iki genetik
varyasyonun tespiti ve salgin ile iligkisinin belirlenmesi kolay degildir. Sonuglarin
izolatlarin iligkili oldugunu gosterdigi durumlarda (6zellikle izolatlar 3-6 aylik zaman

periyodunda toplandiysa) suslarin iliskisiz ve salgmin bir parcasi olmama olasilig
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vardir. Genellikle nozokomiyal salginlarda, PFGE patern analizi ‘‘BioNumerics’’ gibi
yazilim programlari kullanilarak yapilir ya da DNA parmak izi verilerinin analizi i¢in

kullanilan diger programlardan segilebilir (82).

2.5.2.2. Arbitrarily Primed (Random Amplified) PCR (AP-PCR)

AP-PCR yonteminde primerler rastgele secilir, bilinen belirli bir DNA sekansi
hedeflemez. Bu yontemde randomize segilen bir veya daha fazla primer ile DNA’daki
bircok bdlge cogaltilir (82, 85). Kullanilan primerlerin uzunluguna goére yontem farkli
isimler alir. AP-PCR’de kullanilan primerler klasik PCR’dekine benzer sekilde 18-24
bp olarak tasarsanmistir. RAPD (randomly amplified polymorphic DNA) yonteminde
kullanilan primerler 8-10 bp ve DAF (DNA amplifikasyon fingerprinting) yonteminde
kullanilan primerler 4-5 bp uzunlugunda dizayn edilir (83). Bu kisa primerlerde G-C
bazlar1 fazladir (84). Bu yontemlerde primerin rastgele baglanmasindaki kilit nokta
diisiik ‘‘annealing’ 1sist kullanilmasidir, baglanma 1sis1 40-50°C’ye diisiiriilerek
primerlerin kromozom {izerinde hem kendilerine 6zgii bolgelere hem de 6zgii olmayan
bogelere baglanmasi saglanir ve DNA sentezi gergeklesir (82, 85). Aynu tiir igerisindeki
farkli suslarin belirlenmesi amplifikasyon sonucu elde edilen iiriinlerin agaroz jelde
yiriitilmesiyle elde edilen bantlarin sayisi ve biyiikliigli degerlendirilir ve her izolata
ait bant profilleri karsilastirilarak suslarin iligkileri belirlenir (83).

AP-PCR ve RAPD yontemi, nozokomiyal patojenlerin tiplendirilmesinde diger
tiplendirme yontemlerine gore daha hizli olmasina ragmen, teknik varyasyonlara
duyarlilig1 daha fazladir. Reaksiyon sartlarinda ya da reaktiflerdeki kiigiik degisiklikler
sonuglarin tekrarlanabilirligini zorlastirir ve elde edilen bant paternlerinin degismesine
neden olur. Bu yiizden, olasi salgin suslarini karsilagtirmak problemli olabilir. Siki
kontrol edildigi zaman, 6zellikle farkli primerler kullanilarak multiple amplifikasyon
yapildiginda AP-PCR yiiksek seviyede ayrim saglayabilir (82).

Laboratuvarlar arasi standardizasyonu saglamak i¢in, M13 gibi evrensel primer
kullanilmasi, sonuglarin giivenilirligini arttirmak igin standardize edilmis amplifikasyon
karisimi ve standart bir amplifikasyon protokolii uygulanmalidir. Ayrica, tiim salgin

izolatlar1 ayn1 anda ¢aligilmalidir (85).
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AP-PCR  sonuglarinin  yorumlanmasi bazen zordur, ¢iinkii AP-PCR
varyasyonlar1 spesifik genetik olaylar ile sik1 bir sekilde eslesmez. Bu yiizden PFGE
icin tanimlanan prensipler tipik AP-PCR paternleri i¢in uygulanamaz. Eger suslar ayni
fragment paternine sahipse ya da paternler 3 ya da daha fazla fragment farklilig
iceriyorsa tiplendirmenin yorumlamasi daha kolaydir; sirasiyla suslar ya klonal ya da
iliskisiz olarak degerlendirilir. Fakat tek bir bant biiyiikliigiindeki bir degisikligi ya da
birka¢ bant yogunlugunu yorumlamak i¢in bir olgiit yoktur (82).

2.5.2.3. Repetitive Extragenic Palindromic Elements PCR (Rep-PCR)

Genom icerisinde serpistirilmis tekrarlayan DNA sekans elementleri
Okaryotlarda yaygin olarak bulunur ve en iyi bilineni memelilerde tanimlanan Alu
sekans ailesidir. Alu PCR tekniginde, Alu tekrarlarinin genom igerisindeki serpistirilmis
dagilimi, Alu tekrar sekanslar1 arasindaki 6zgiin dizilerin amplifikasyonunda kullanilir.
Tiir 6zellikli tekrarlayan DNA elementleri yakin iligkili tiirlerin ayriminda kullanilir
(86). Versalovic ve ark. (86) tarafindan tanimlanan bakteriyel genom parmakizi analizi
yonteminde, bakteri genomundaki tekrarlayan DNA elementleri PCR ile amplifikasyon
sonucu elde edilen susa 6zgii paternler incelenir.

Tiplendirme i¢in iki set tekrarlayan element (repetitive element) kiimesi
kullanilir. Bunlardan birincisi REP (repetitive extragenic palindromic elements, REP),
38 bp diziye sahiptir ve korunmus palindromik kokler arasinda 6 dejenere pozisyondan
ve 5 bp degisken looptan olusur (86, 87). Tiplendirmede kullanilan diger DNA sekansi
ERIC (enterobacterial repetitive intergenic consensus sequences, ERIC)’tir. ERIC
sekans1 126 bp elementten olusur ve yliksek oranda korunmus ekstragenik ters tekrar
dizileri igerir. Bu bolgeler Escherichia coli ve Salmonella Typhimurium’dan elde edilen
sekans verileriyle tanimlanmistir (86, 87). Rep-PCR bakteriyel kolonilerden DNA
ekstraksiyonu ile uygulanabilir. REP ve ERIC amplifikasyonu tek primerle, bir set
primerle ya da c¢oklu primer setiyle uygulanabilir. REP paternleri ERIC paternlerine
gore daha komplekstir, fakat iki yontemde sus diizeyinde iyi ayrim saglar. REP ve ERIC
PCR teknikleri tek basma kullanilarak 6rneklerin ayrimi saglanabilir. Rep-PCR DNA

tiplendirmesinde, hizla yaygin kullanim alan1 bulan bir teknik olmaya baslamistir (87).
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Rep-PCR primerleri REP ve ERIC sekansina dayali olarak basarili bir sekilde
Bartonella, Bacillus subtilis, Citrobacter diversus, Enterobacter aerogenes, Rhizobium
meliloti, metisilin direngli S. aureus, Streptococcus pneumanoniae, A. baumannii,
Buerkholderia cepaia, Lejionella pneumophilia, Helicobacter pylori, Neisseria
gonorhoeae ve Neisseria meningitidis gibi suslarin ayriminda kullanilmaktadir.
Yontem, ¢ok sayida ya da kiigiik miktarlardaki izolatlarla kolayca uygulanabilir. Ayrica
Rep-PCR c¢ok sayida tiire uygulanabilirlik yelpazesine sahiptir ve diger genomik
parmak izi analizleri ya da plazmid profili analizine gore daha iyi ayirma giicti gosterir
(87). Rep-PCR, 16S-23S spacer region ya da 16S rRNA restriksiyon analizine gore
daha iyi ayrim giiciine sahiptir (87, 88). Rep-PCR, multilokus enzim elektroforezi,
biyokimyasal karakterizasyon ve ribotiplendirme gibi diger tiplendirme metotlar1 ile
karsilastirildiginda daha iistiin bir metot oldugu gosterilmistir (87, 88, 89). Rep-PCR’nin
PFGE ile korelasyon gosterdigi ancak tiplendirmede ayirma giicliniin PFGE’ye gore
daha az oldugu gosterilmistir (90).

Rep-PCR yontemi son yillarda Diversilab sistemi olarak bilinen otomatize bir
bir sistem haline getirilmistir. Diversilab sistemi klinik laboratuvarlar igin giivenilir
PCR tabanli tiplendirme olanagi saglamaktadir. Otomatize Rep-PCR sisteminin
standardize, tekrarlanabilirligi yliksek, hizli ve kullaniglh bir tiplendirme metodu oldugu
belirtilmektedir (91). Rep-PCR Diversilab sisteminde, genom iizerinde kodlanmayan
tekrarlayan sekanslar1 hedef alan primerler kullanilarak amplifikasyon 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 hazirlanir hem de sonuclar veri tabaninda arsivlenerek daha sonra tekrar
kullanilabilir (91).

Diversilab sistemi bilesenleri; (a) Agilent 2100 bioanalyzer; amplifiye
fragmentleri mikroakigskan bir ¢ip iizerinde ayirir ve drnekleri floresans yogunlugu ve
g0¢ siiresine gore tespit eder, (b) Rep-PCR reaktif kitleri ve (c) web tabanli DiversiLab
yazilimidir. Diversilab yazilimi analiz sonuglari, test edilen biitiin 6rnekler arasinda
pair-wise (eslesme) benzerligi hesaplamak ic¢in Pearson correlation’u kullanarak
proximity matrix’ini olusturmaktadir. DiversiLab sistemi tarafinda olusturulan sonuglar,
dendrogram (izolatlar arasinda hiyerarsik olarak iliskiyi gostermektedir) ve scatter plot

(grafiksel ¢izim, iliskinin spatial (boyutsal), non-hiyerarsik goriintiisiinii saglamaktadir);
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jel-benzeri goriintii ve/veya elektroferogramdir. Ticari olarak temin edilebilen bu
bilesenler, otomasyon, teknik kolaylik, hizlilk ve yogun mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda ¢alisanlar i¢in kullanisli oldugu bildirilmektedir (92).

Izololatlar analiz sonras1 farksiz (ayirt edilemez sekilde benzer), benzer veya
farkli olarak kategorize edilmektedir. Uretici, izolatlar ve salgmnlarin bircok grubunu
karsilatirmis ve kategorileri altin standart analiz ile ortaya koymustur. Genel olarak
“farklr” kategorisi; <%95 benzerlik ve homojen organizmalar igin >2 bant farklilig
veya heterojen organizmalar i¢in >3 bant farklili§i olarak tamimlanmis. “Benzer”
kategorisi; <%97 benzerlik ve homojen organizmalar i¢in 1 bant farkliigi veya
heterojen organizmalar i¢in 2 bant fakliligi olarak tanimlanmis. “Farksiz” kategorisi
>%95 benzerlik ve hi¢ farkli bant olmadig1 yani bireysel bantlarin yogunlugunda higbir

varyasyon olmadigi durumlar olarak tanimlanmistir (92).

2.5.2.4. Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)

AFLP, genom parmak izi teknigi, RE ile kesim sonucu elde edilen DNA
fragment kiimesinin selektif amplifikasyonuna dayanir. AFLP, ilk olarak bitki genomu
karakterizasyonunda kullanilan bir yontemdir, daha sonra bakteriyel tiplendirmede de
kullanilmustir. iki tip AFLP yontemi tanimlanmistir, bunlardan ilki, 2 farkli RE ve
amplifikasyon igin 2 primer iceren ydntemdir. Ikincisinde ise bir primer ve bir RE
kullanilmaktadir. En yaygin kullanilan seklinde bakteriyel DNA ekstrakte edilir,
saflastirilir ve ECORI ve Msel gibi 2 enzim ile kesilir. Kesilen fragmentler 3’ ucundan
selektif baz igeren primerler ile amplifiye edilir. AFLP yonteminin ayrim giicii PCR
bazli ribotiplendirmeden daha iyidir, fakat Rep-PCR vya da PFGE ile
karsilagtirilmamustir (87).

2.5.2.5. Multilocus sequence typing (MLST)

MLST ayrim giicii yliksek bir tiplendirme metodudur, N. meningitidis,

S. pneumoniae ve S. aureus gibi cesitli patojenler i¢in kullanilir (3). A. baumannii i¢in
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MLST semas1 Bartual ve ark. (93) tarafindan gelistirilmistir. A. baumannii MLST
semasi, 305-513 bp sekansinda korunmus 7 housekeeping genlere (gltA, gyrB, gdhB,
recA,cpn60, gpi, and rpoD) dayanmaktadir. MLST yonteminin, PFGE ve AFLP
yontemleri ile iyi korelasyon gosterdigi bildirilmistir. Yontemin ayrim giicii PFGE ve
AFLP analizi ile karsilagtirilabilir diizeyde olmasina ragmen, MLST yoOnteminin pahali
ve zahmetli bir yontem olmasi, rutin salgin analizleri i¢in ya da A. baumannii
epidemiyolojik analizleri i¢in kisitlamalarindan dolayr uygun bulunmamistir. MLST
kiitiiphanesi olan, birkag epidemiyolojik tiplendirme sisteminden birisidir. Global
epidemiyolojik ¢alismalara uygun oldugu ve epidemilerin gosterilmesine, ¢oklu direngli

A. baumannii klonlarinin ulusal ve uluslar aras1 dagilimini arastirmada kullanighdir (3).

2.5.2.6. Electrospray lonization Mass Spectrometry (PCR-ESI-MS)

PCR-ESI-MS, 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 genlerinin korunmus bolgeleri,
her izolatta amplifiye edilir, amplifikasyon {irlinleri tuzdan armndirilir, saflagtirilir 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-ESI-MS genotiplendirme metodunun en biiyiik avantaj1 hizli sonu¢ vermesidir (3).

2.6. Antimikrobiyal Diren¢ ve Tedavi

2.6.1. Antimikrobiyal Diren¢
A. baumannii, hemen hemen mevcut tiim antibiyotiklere direngli suslarin

bulunmasi ve direncgli suslarin artmasi ile dikkat ¢ekmektedir. Bu mikroorganizmalar

genellikle yaygin olarak kullanilan aminopenisilinlere, birinci ve ikinci kusak
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sefalosporinlere ve kloramfenikole karsi dogal direng gosterir. Genis spektrumlu
B-laktamlara, aminoglikozidlere, florokinolonlara ve tetrasiklinlere karsi direng
gelistirme mekanizmalar1 elde etmek i¢in olaganiistii bir kapasiteye sahiptir. Bir¢ok
calismada bu ajanlara direngli A.baumanii suslarimin artis egilimi gosterdigi
belirtilmistir. Fakat, 1970 ile 1990 yillar arasinda biiyiikk Olgekli silirveyans
calismalarinin az olmast ve lokal raporlarin karsilastirilmasindaki zorluklar, bu tiir
egilimlerin kiiresel diizeyde Olg¢lilmesini zorlastirir. Direng oranlan iilkelere gore ya da
her bir hastaneye gore, kullanilan biyolojik, epidemiyolojik ve metodolojik faktorlere
bagl olarak degisebilir (4). Ornegin, lokal duyarlilik testleri sonucu elde edilen ¢oklu
dirence sahip izolatlarin genotiplendirme testleri ile klon karsilagtirmasi yapilmamas ise,
epidemiyolojik olarak baskin MDR suslari, diren¢ seviyesini arttirma egilimindedir
(94). Farkli cografik bolgelerden elde edilen MDR izolatlar1 klonal olarak iliskili
olabilir, fakat duyarli suglar genotipik olarak heterojendir. Bu sonuclara gore direng
probleminin siirli sayida basarili A. baumannii soyu ile iliskili olabilecegi belirtilmistir
(4, 95).

Direng gelisim egilimi ile ilgili tahminin zor olmasina ragmen, A. baumannii 'nin
mevcut tiim antibiyotiklere karsi direng gelistirme potansiyeli tartisiimazdir. Ozellikle
kaygi verici durum karbapenemlere karsi direnctir, genis spektrumlu p-laktamlar 1985
yilinda tanitilmig ve yillarca MDR A. baumannii enfeksiyonlari i¢in en dnemli tedavi
secenegi olarak kullanilmistir. i1k yillarda klinik A. baumannii izolatlar1 bu ilaglara kars:
degismeyen bir duyarlilik profili gdstermesine ragmen, 1990’11 yillarin basinda hastane
salginlarinda karbapenem direngli suslar izole edilmistir (4, 96, 97, 98). Sonraki
yillarda, polimiksinlere ve tigesiklinlere karsi diren¢ gelistigi bildirilmistir, bu durum
gosteriyor ki A. baumannii, mevcut antibiyotiklere tamamen direngli enfeksiyonlara

neden olabilir (4).

2.6.2. Diren¢ Mekanizmasi
Acinetobacter lerde direng siklikla nozokomiyal A. baumannii suslarinda gelisir.

Diren¢ mekanizmalar1 igerisinde antimikrobiyal hedef bolge modifikasyonu, porin

proteinlerinin degisimi, enzimatik inaktivasyon, ilaglarin disa atim (efflux) pompasi ile
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hiicre disina atilmasi ve ilaglarin hiicreye girisinin azaltilmasi (decreased influx) gibi
bakterilerde goriilen biitiin direng mekanizmalar1 aracilik eder. B-laktamazlar, direngle
iliskili en ¢ok c¢esitlilik iceren enzim grubudur ve 50’den fazla farkli enzim ya da
bunlarin alel formlari, A. baumannii’de bulunur (4, 11)

A. baumannii suslari, aminoglikozid modifiye enzimler eksprese ederek
aminoglikozidlere direngli olabilir. Aminoglikozid direnci i¢in en az 9 farkli enzim
tanimlanmustir ve bu enzimler bazi suslarda farkli kombinasyonlarda bulunabilir (4, 99).

DNA giraz ve topoizomeraz IV enzimlerini kodlayan gyrA ve parC genlerindeki
spesifik nokta mutasyonlar sonucu A. baumannii kinolonlara kars1 direngli hale gelebilir
(100).Tetrasiklinlerdeki direng disa atim pompasini kodlayan genlerle iliskilidir (4).

Bazi suslarda bulunan ve transpozon, integron ya da plazmid gibi genetik
elementler ile iligkili olarak horizontal sekilde transfer edilen ¢ogu gen, enzimleri ve
spesifik disa atim pompasini kodlar. Bu genlerin bazilar1 diger bakteri cinslerinde de
yaygindir, ancak agirlikli olarak Acinetobacter cinsine ait iyeler ile ya da OXA-tip
karbapenemazlar gibi A. baumannii ile iliskilidir. Baz1 kromozomal diren¢ genleri
A.baumannii suslarinda bulunur ve normalde diisiik seviyede kodlanir. Ancak, genetik
olaylar sonucunda kodlanma miktar1 artabilir. Kromozomal (AmpC) ADC-tip  j-
laktamazlar, etkin promotor saglayan ISAbal sekansmin insersiyonu sonucu sentez
artis1 meydana gelebilir ve promotor insersiyon sekansi ISAbal, ampC geninin yaninda
bulundugu zaman B-laktamaz {irtinlerini arttirir ve sefalosporin direncine neden olur (4,
101). Bu insersiyon sekansi A. baumannii’de genis yayilama sahiptir ve yan yana
bulundugu genlerde anahtar rolii oynayarak genlerin ekspresyonunu arttirir. Ayrica,
ISAbal dogal OXA-51-like karbapenemazlarin ekspresyonunu arttirarak karbapenem
direngli suglarda 6nemli rol oynadig1 belirtilmistir (4, 102).

A. baumannii i¢in tipik olan ve kromozomal genlerle kodlanan direng sistemi
AdeABC diga atim sistemidir. AdeABC genleri, adeS ya da adeR genleri ile kontrol
edilir ve bu genlerde meydana gelen mutasyonlar sonucu AdeABC’nin
ekspresyonundaki artis, antibiyotik siniflarina karsi ¢oklu ilag direnci gelismesine neden
olur. AdeABC disa atim pompasi genis spektrumlu etki ederek tetrasiklinler,
aminoglikozidler, florokinolonlar, kloramfenikol, tigesiklin ve bazi p-laktamlara karsi

direng saglar (103).
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Determinantlarin gesitliligi, A.baumannii suslarina karbapenem direnci ile iliskili
mekanizmalar belirli gruptaki antibiyotiklere de diren¢ sunar. Bunlar arasinda metallo-
B-laktamazlar (VIM-, IMP- ve SIM-tipleri) bulunur. Metallo-B-laktamazlar, 6zellikle
Asya ve Bat1 Avrupa olmak iizere diinyanin her yerinden yaygin olarak raporlanmistir
ve monobaktamlar (aztreonam) hari¢ diger biitiin f-laktam grubu antibiyotiklere direng
sunmaktadir. Buna ragmen A. baumannii’de bulunan en yaygin karbapenemaz,
karbapenem hidroliz eden D smifi B-laktamazlardir. Dogal OXA-51-like enzimler,
karbapenem hidroliz eden oksasilinazlar; OXA-23, OXA24, OXA-58den olusan iig¢
bagimsiz gruba ayrilir. Karbapenemlere karsi duyarlilifin azalmasi penisilin baglayan
proteinler ve porinler ya da AdeABC disa atim sistemi ile iligkili olarak meydana
gelmektedir ve A.buamannii nin yiiksek seviyede karbapenem direnci gelistirmesi farkli
mekanizmalarin etkilesimi sonucu olabilecegi belirtilmektedir (4, 104).

Belirli diren¢ mekanizmalarinin genetik temellerinin ve fonksiyonlarinin
aciklanmasinda ilerleme olmasma ragmen, MDR A. baumannii suslarina genetik
faktorlerin katkisi ile ilgili bilgiler siirlidir. Coklu ilag direnci gelismesi epidemik
soylarla iligskili olmasina ragmen, yakin iliskili MDR suslari, belirli direng
determinantlar1 ve bunlarin kombinasyonlart yoniinden biiyiik farklilik gosterebilir (4,
95, 105).

Fournier ve ark. (106) Fransa’da salgina neden olan MDR A. baumannii susu
(AYE) ile tamamen duyarli insan biti ile iliskili A. baumannii suslarinin (SDF) genom
sekanslarini karsilastirmislar. AYE suslarindan 86 kb direng adasi olarak tanimlanan bir
genomik bolge tespit etmisler (tanimlanan biiyiik direng adasi) ve bu bolgede 45 direng
geni elde ettiklerini belirtmislerdir. SDF suslarin bu bdlgeye homolog olan kisminda
20 kb genom adas1 sergilendigini ve bu genlerin transpozanlar tarafindan kodlandig1 ve
direng icermedigini bildirmislerdir. Bu tiir genomik yapilar, diren¢ genlerinin horizontal
olarak kazanilmasini kolaylastirir ve A.baumannii suslarinda ¢oklu ilag direncinin
gelismesinde kritik rol oynar (106).

Acinetobacter’ler de coklu ilag direncine sahip ‘‘multidrug resistance’’suslar
i¢in yapilan tanim 3 ya da daha fazla (kinolon, sefalosporin ve karbapenem) antibiyotik
smifina direngli suslar1 belirtmek i¢in kullanilir. “‘Panresistance’’ terimi ise kolistin

harig test edilen biitiin standart antibiyotiklere kars1 direnci tanimlar (11).
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2.6.3. Tedavi

Enfeksiyonlara, antibiyotiklere duyarli Acinetobacter izolatlar1 neden oldugu
zaman tedavi i¢in; genis spektrumlu sefalosporinler, B-laktamaz inhibitorii ile kombine
edilmis B-laktamlar (sulbaktam ile kombine) ya da karbapenemler (imipenem,
meropenem) tek ilag olarak ya da aminoglikozitler ile kombine edilerek tedavide
kullanilabilir (11). Tedavi siiresi Gram negatif basiller ile benzerdir, biiylik Ol¢iide
enfeksiyon bolgesine bagli empirik tedavi uygulanir. Enfeksiyona, ¢oklu ilag direncine
sahip izolatlar neden olmussa, antibiyotik segenegi sinirlidir. In vitro olarak en aktif
ajanlar polimiksin grubundaki polimiksin B ve polimiksin E (kolistin)’dir (11, 107,
108).

Polimiksinler katyonik deterjanlardan olusur ve bakteri sitoplazmik membranini
pargalayarak hiicre iceriginin disar1 ¢ikmasina neden olur (11). 1960 ve 1970’lerde
klinisyenler, polimiksinleri norotoksik ve nefrotoksik etkilerinden dolayr birakmiglardir.
Gram negatif basillerde ¢oklu ilag direnci gelisimi, son yillarda polimiksinleri tekrar
kullanima getirmistir; yapilan calismalarda farkli ila¢ formulasyonlari, daha diisiik doz
ve yogun bakim takibinin iyi olmasi sayesinde toksisite azaltilmistir (11, 109).
Nefrotoksisite oranlart %36’ya kadar degismekte ve norotoksisite ise yaygin
goriilmemektedir (109).

Inhale kolistinin baglica yan etkisi (6nceden korunma igin ya da sonradan
ventilator iliskili pndmoni tedavisi i¢in kullanilan) bronkokonstiksiyondur (107, 109).

Tigesiklin, MDR A. baumannii suslarinin bir kismina in vitro olarak etkili yeni
bir glisiklin antibiyotiktir. Fakat, son yillarda tigesikline de direng gelismistir. Ayrica
bazi Acinetobacter salginlarinda ¢ogu susun tigesikline duyarli olmadigi bildirilmistir
(11, 110). Birgok seride, pnomoni tedavisinde intravendz kolistinin %50 ve {izeri basari
sagladigr gosterilmistir. Ancak, 20 olguluk bir seride basar1 orami %25 olarak
raporlanmustir (11, 111). Kwa ve ark. (112) 17 Acinetobacter pnomonisi olan hastada
inhale kolistin tedavisi uygulamislar ve %57,1 klinik iyilesme raporlamislardir. Dolagim
sistemi enfeksiyonlar1 tedavisi ile ilgili veriler daha azdir. Sikago ve Kuzeybati
Indiana’daki Acinetobacter salgini sirasinda 81 dolasim yolu enfeksiyonunun tedavi
edildigi bildirilmistir. Olgularin iigte ikisinde sadece tek kan kiiltiirii pozitifligi elde

edilmis, hastalarin %?25’inde negatif kan kiiltiirii sonucu elde edilmeden 6nce vaskiiler
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kateterleri degistirilerek kateter iliskili enfeksiyonlar 6nlenmistir. Olgularin %49’una
aktif antibiyotik tedavi verilmemis ya da olgularin %22’sinin kan kiltiirii negatif
olduktan sonra antibiyotik verilmistir (11).

Acinetobacter’lerin neden oldugu merkezi sinir sistemi enfeksionlarinin
tedavisinde intravendz ya da intratekal kolistin basariyla kullanilmistir. Intravendz ilag
uygulamasi sonucunda, serumdaki ilag seviyesinin yaklasik olarak %25°1 serebrospinal
sivi ile enfekte meninkslere 1limli seviyede penetre olmaktadir (11, 113).

Klinisyenler MDR bakteri enfeksiyonlar1 ile karsilastiklari zaman siklikla
kombine antibiyotik kullanmaktadirlar. In vitro ¢alismalarda polimiksinin imipenem,
rifampin ya da azitromisin ile birlikte kullanimimmin MDR Acinetobacter’lere karsi

sinerjik ya da aditif etki olusturdugu gosterilmistir (11, 114).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Orneklerin Toplanmasi

Bu tez calismasi, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanlhigi, Etik Kurul
Bagkanligi’nin 08.03.2012 tarih ve 2012/113 sayili karar1 ile “Etik Kurul Onay1”ni
almistir.

Calisma igin toplanan 6rnekler, EKim 2011- Mayis 2012 tarihleri arasinda Mersin
Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi servislerinde ve
yogun bakim initelerinde yatan hastalarin, mikrobiyoloji laboratuvarima gonderilen,
cesitli klinik drneklerde tireyen Acinetobacter baumannii kompleks izolatlari, Rep-PCR
calisma yapilincaya kadar %10 gliserollii buyyona alinarak -30°C’de saklandi.
Calismaya dahil edilen hastalarin  6rneklerinden  birden fazla izolasyon
gerceklestirildiyse, bu hastalardan izole edilen sadece bir A. baumanni kompleks susu
calismaya dahil edildi. Calismada 75 hastadan izole edilen 75 A.baumannii kompleks
kullanildi.

3.2. Kullanilan Arag ve Geregler

3.2.1. Kullanilan Cihazlar

e Etiiv (Memmert, ingiltere)

e Derin dondurucu (Ugur, Tiirkiye)

e Buzdolab1 (Ariston)

e Pasteur firmi1 (Memmert UE 500, Ingiltere)

e I[sik mikroskobu (Olympus, Japonya)

e Bulasik makinasi (Beko, Tiirkiye)

e PH metre (Hanna, italya)

e Mikropipet seti (HTL LAB, Discovery comfort, 1000ul, 200ul, 100ul, 10pul)

e Vitek 2 cihazi (BioMerieux, Fransa)
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e Vitek 2 GN tanimlama kart1

e Otoklav (Hirayama HV-L Series 50L)

e Hassas Terazi (Scaltec)

e Buzdolabi (Indesit)

e Distile su cihaz1 (GFL-2104, Almanya)

e Nanodrop (NANODROP 2000, Thermo scientific)

e PCR Cihaz1 (Thermal Cycler, Eppendorf Mastercycler personal)
e Diversilab Sistemi ve yazilimi (BioMerieux, Fransa )
e Vortex (Vortex Genie 2)

e Vortex bagligi (MO BIO Vortex Adapter)

e Agilant chip ylikleme istasyonu

e Chip vorteksi (IKA MS 3 Vortexer)

e Agilent 2100 Bioanalyzer

3.2.2. Kullanmilan Kimyasallar

¢ N, N, N, N-Tetrametil-p-fenilendiamin hidroklorid (Merck,Germany)
e Steril Distile Su
e Nuclease Free Su (Fermentas, #R0582)

3.2.3. Kullanilan Diversilab Kitleri

e DiversiLab DNA Ekstraksiyon Kiti (UltraClean Microbial DNA isolation Kit
50 Purifications) (Catalog: BMX12224-50, LOT: BX11H15, MO BIO
Laboratories, BioMerieux SA, Fransa)

o DiversiLab Acinetobacter Kiti (Rep-PCR Reagents for DNA Fingerprinting,
Lot: AC061101, BioMerieux SA, Fransa)

Kit igerigi: Primer MixA, Rep-PCR MM1, Pozitif kontrol C3, Negatif kontrol
AmpliTag DNA polymerase, 10X PCR Buffer (Applied Biosystems, Lot:
N13173, Roche)
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e DNA Reagent ve Supplies
DiversiLab System 25 Chip Kits (Lot: NM06RKO01, BioMerieux SA, Fransa )
Kit icerigi: DNA Dye Concentrate, DNA gel matrix, DNA ladder, DNA marker
DiversiLab System labchip (Lot No: ND12BKO02, BioMerieux SA, Fransa )

3.2.4. Kullanilan Besiyerleri

Hazir toz besiyerleridir. Belirtilen miktarlarda pH’s1 7.4 olan distile suda
eritildikten sonra otoklavda 121°C-15 dakika steril edilerek hazirlanir.
e Blood Agar Base (Titan Media, lot: M3G0OCGO01, Hindistan)
e Eosin Methylene Blue Agar (EMB) (BioMerieux SA, lot: 866855801, Fransa)
e Mueller Hinton agar (MHA)(OXOID, lot: 654362, ingiltere)
e Triple Sugar Iron Agar (TSI) (HIMEDIA, lot: 15813, Hindistan)

3.2.5. Kullanilan Antibiyotik Diskleri

Kullanilan antibiyotik diskler 6 mm c¢apinda ve parantez iginde belirtilen
miktarlarda etkili madde emdirilmis hazir ticari (OXOID, Ingiltere) disklerdir.
Kullanilan antibiyotik diskleri: Piperasilin-tazobaktam (100/10 ug), Sefepim (30ug),
Seftazidim (30ug), Imipenem (10 pg), Meropenem (10 pg), Kolistin (10 pg),
Gentamisin (10 pg), Amikasin (30 pg), Tetrasiklin (30 pg), Levofloksasin (5ug),
Siprofloksasin (5ug), Trimetoprim-sulfametoksazol (25pg), Tigesiklin (15ug).
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3.3. Kullanilan Besiyerlerinin ve Kovaks Ayiracinin Hazirlanmasi

3.3.1. %5 Kanh Agar Hazirlanmasi

Besiyeri igeriginde sigir kalp inflizyonu (500 gr/L), agar (15gr/L), triptoz (10
gr/L) ve sodyum kloriir (5 gr/L) bulunur. Toz besiyerinden 40 gr tartilarak 950 ml
distile su igerisinde erimesi saglandi. 121 °C’de 15 dak otoklav isleminin ardindan
besiyeri 45-50°C’ye kadar sogumasi i¢in beklendi ve tizerine 50 ml steril defibrine
insan kani eklendi. Calkalanarak karigmasi saglandi ve hemen ardindan 90 mm
capindaki steril plastik petri kaplarina, kalinligit 4 mm olacak sekilde dokiildi ve
kullanim siiresine kadar buzdolabinda (+ 4°C) saklandi. . Besiyeri pH degeri 7,3 tiir.

3.3.2. Eosin Methylene Blue Agar (EMB) Hazirlanmasi

EMB agar, klinik materyallerden Gram negatif patojenlerin izole edilmesinde
kullanilan segici ve ayirici bir besiyeridir. Toz haldeki EMB agardan 36 gr tartilarak
1000 ml distile su igersinde eritildi. Besiyeri, 121°C’de 15 dak otoklav isleminden
gegirilerek sterilizasyonu saglandi. Otoklav isleminden sonra besiyeri 50°C’ye kadar
sogumast i¢in su banyosunda bekletildi ve 90 mm ¢apindaki steril plastik petri
kaplarina, kalinlig1 4 mm olacak sekilde dokiildiikten sonra kullanim siiresine kadar

buzdolabinda (+ 4°C) saklanda.

3.3.3. Mueller Hinton Agar (MHA) Hazirlanmasi

Toz haldeki MHA’dan 38 gr tartilarak 1000 ml distile su icersinde eritildi.
Besiyeri, 121°C’de 15 dak otoklav isleminden gecirilerek sterilizasyonu saglandi.
Otoklav isleminden sonra besiyeri 50°C’ye kadar sogumasi igin su banyosunda
bekletildi. MHA besiyeri, 90 mm ¢apindaki steril plastik petri kaplarina, kalinligi 4 mm

olacak sekilde dokiildiikten kullanim stiresine kadar buzdolabinda (+ 4°C) saklanda.
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3.3.4. Triple Sugar Iron Agar Hazirlanmasi

Dehidrate TSI agar besiyerinden 65 gr tartilarak 1000 ml distile su igersine
eklendi. Besiyeri kaynatilarak homojen hale getirildi ve 50°C’ye kadar sogumasi i¢in su
banyosunda bekletildi. Daha sonra besiyeri 7-8 ml olacak sekilde deney tiiplerine
dagitildi. Besiyeri igeren tiipler, 121°C’de 15 dakika otoklav isleminden gegirilerek
sterilizasyonu saglandi. Otoklav isleminden sonra tiipler 45° a¢1 olusturacak sekilde
yatik pozisyonda oda 1sinda bekletilerek besiyerinin katilasmasi saglandi ve kullanim

suresine kadar +4°C’de buzdolabinda saklandi.

3.3.5. Kovaks Ayiraci (Oksidaz testi)

1 gr N, N, N, N-Tetrametil-p-fenilendiamin hidrokloridin distile sudaki %1°lik eriyigi

ile hazirlandi.

3.4. Kiiltiir ve Identifikasyon

Hastanede yatan hastalardan gonderilen klinik 6rnekler, %5 kanli agara ve EMB
agara ekimi yapilarak 35°C’de 24 saat etiivde bekletildi. 24 saatlik inkiibasyon sonunda
koloni morfolojileri Acinetobacter olabilecegi diistiniilen (Kanl agarda beyaz parlak,
opak koloniler ve EMB agarda laktoz negatif, renksiz koloniler) tipik kolonilerin Gram
boyama goriintiilerine bakildi. Gram boyamada kokobasil seklinde ve giftler halinde
gorillen  mikroorganizmalarin ~ Acinetobacter  olabilecegi  diisiiniildi.  Bu
mikroorganizmalarin identifikasyonu i¢in sirasiyla oksidaz, katalaz ve karbonhidrat
fermantasyon testleri yapildi.

Oksidaz testi, hazirlanan Kovaks ayiracindan birka¢ damla filtre kagidina
damlatildi. Platin 6ze ile koloniden bir miktar mikroorganizma alinip kagit {izerine
stiriildii ve 10-15 sn beklendi. Bu siire igerisinde renk degisimi olmayan ornekler
negatif; mor renk olusturan ornekler ise pozitif olarak degerlendirildi.

Katalaz testi, kanli agar digindaki kat1 besiyerinde {iremis olan mikroorganizma

kolonilerinden platin 6ze yardimi ile yeterli miktarda alinarak temiz bir lamin {izerine
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konuldu. Sonra buna %30 Iuk hidrojen peroksidden bir damla damlatildi. Hidrojen
peroksid eklenmesinden sonra kabarcik olusmasi pozitif reakiyon olarak degerlendirildi.

Triple sugar iron agar besiyeri ile laktoz, siikroz ve glukoz fermentasyonlar:
degerlendirildi. Petride tek diisen kolonilerden igne yardimiyla ile alinan bakteriler,
once besiyerinin dik kismina batirtlarak; besiyerinin yatik kismina ise ylizeye zikzak
cizilerek ekim yapildi. 35 °C’de 24 saatlik inkiibasyon sonunda, tiip besiyerinin dik ve
yatik kisimlarindaki renk degisimlerine gore degerlendirildi. Besiyerinde renk
degisimine neden olmayan bakteriler nonfermantatif olarak degerlendirildi.

Oksidaz negatif, nonfermentatif ve katalaz pozitif mikroorganizmalar Vitek 2
GN Kart ile tiir diizeyinde tanimlandi.

Izolatlarin tiir diizeyinde identifikasyonlar1 Vitek 2 sistemi ile yapildi. Saf
kolonilerden steril serum fizyolojik igerisinde 0.5 McFarland bulaniklik degerinde
bakteri siispansiyonlari hazirlandi. Uretici firmadan saglanan (Vitek 2 GN Kart)

identifikasyon kartlart kullanilarak bakteri identifikasyonu saglandi.

3.5. Antimikrobiyal Duyarhlik Testi

3.5.1. Disk Difiizyon Yontemi

Klinik orneklerden izole edilen A. baumannii complex izolatlarinin
antibiyotiklere kars1 duyarliligi, Mueller-Hinton Agar ve standart antibiyotik diskleri
kullanilarak Kirby Bauer disk difiizyon yontemi ile Clinical Laboratory Standard
Institute (CLSI) standartlar1 dogrultusunda yapildi (115).

Antibiyotik duyarlilik testi igin ticari olarak temin edilen su antibiyotik diskleri
kullanild1: Piperasilin (100 pg), piperasilin-tazobaktam (100/10 ng), sefepim (30 pg),
seftazidim (30 pg), imipenem (10 ug), meropenem (10 pg), kolistin (10 ug), gentamisin
(10 pg), amikasin (30 pg), tetrasiklin (30 pg), levofloksasin (5 pg), siprofloksasin (5
ng), trimetoprim-sulfametoksazol (25 pg) ve tigesiklin (15ug).

Kanl agarda saf olarak iireyen A. baumannii kompleks kolonilerinden steril 6ze

ile bir miktar bakteri alinarak steril %0.9 serum fizyolojik igerisinde 0.5 McFarland
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bulaniklik degeri olacak sekilde homojenize edildi. Elde edilen bakteri siispansiyonu
steril ekiivyon yardimi ile oda sicakliginda bekletilmis MHA besiyerlerine biitiin yiizeyi
kaplayacak sekilde ekildi. Plaklarin kurumasi ig¢in bir siire beklendikten sonra
antibiyotik diskleri (merkezden merkeze) en az 24 mm aralikli olacak sekilde
yerlestirildi ve 35°C’de 18-24 saat etiivde inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonunda
inhibisyon zon c¢aplari bir cetvel yardimiyla olgiilerek CLSI (M100-SS22 2012)
kilavuzuna gore; duyarhi (S; Du), orta duyarli (I; OD) veya direngli (R; Di) olarak
yorumlandi (Cizelge 3.1.) (115). Kolistin ve tigesiklin igin zon ¢aplar1 CLSI
kilavuzunda bulunmamaktadir. Bu ¢aligmada tigesiklin zon ¢aplar1 Jones ve ark. (116)
yaptigi ¢alisma referans alinarak degerlendirildi. Kolistin zon ¢aplar ise Galani ve ark.
(117) yaptig1 ¢alisma referans alinarak degerlendirildi (Cizelge 3.1.). Calismadaki 53
susun antibiyotik duyarliliklar1 Vitek 2 sistemi ile degerlendirilmistir. Vitek 2 sistemi ile

elde edilen kolistin, tigesiklin ve karbapenem sonuglari bulgularda verilmistir.

Cizelge 3.1. Disk diflizyon testinin yorumlanmasinda kullanilan zon ¢aplar1 (115, 116, 117)

Antibiyotik Duyarl (S) (mm) Orta Duyarh (I) (mm) | Direngli (R) (mm)
Piperasilin >21 18-20 <17
Piperasilin-tazobaktam >21 18-20 <17
Sefepim >18 15-17 <14
Seftazidim >18 15-17 <14
Imipenem >16 14-15 <13
Meropenem >16 14-15 <13
Gentamisin >15 13-14 <12
Amikasin >17 15-16 <14
Tetrasiklin >15 12-14 <I1
Levofloksasin >17 14-16 <13
Siprofloksasin >21 16-20 <15
Trimetoprim-sulfametoksazol >16 11-15 <10
Tigesiklin >16 13-15 <12
Kolistin >14 13 <12
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3.6. Molekiiler Tiplendirme

Calismaya dahil edilen hasta Orneklerinden izole edilen 75 A. baumannii
kompleks susu arasindaki klonal iliskinin varligi Rep-PCR Diversilab sistemi ile

arastirildi.

3.6.1. REP-PCR Diversilab Sistemi ile Molekiiler Tiplendirme

REP (Repetitive Extragenic Palindromic Element) PCR yonteminde,
epidemiyolojisi arastirilan mikroorganizmalarin kromozomlari tizerinde bulunan, kisa,
tekrarlayan ve konservatif yapilar1 hedef alan kisa primerler kullanilir. Bu bdlgelerin
birbirlerine yakinligina bagli olarak iki ekstragenik bolge arasinda kalan kisim
amplifiye edilir ve elde edilen PCR iiriinleri agaroz jel elektroforezinde degerlendirilir.
Diversilab sistemine bagli Rep-PCR uygulamasi asamalari; koloniden DNA
ekstraksiyonu, DNA miktarinin olgiilmesi, diversilab parmak izi Kitleri ile Rep-PCR;
diversilab c¢ipleri ile mikro akiskan elektroforez ve internet tabanl yazilim programu ile

sonuglarin degerlendirilmesini takip eden agsamalardan olusur.

3.6.1.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu UltraClean Microbial DNA Isolation Kit (MoBio Laboratories,
ABD) ile iiretici firmanin 6nerdigi DNA izolasyon protokoliine gore yapildi. DNA
izolasyonu yapilacak ornekler kanli agara tek koloni ekimi yapilarak 35°C’de 18-24
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda drnekler ikinci kez pasajlanarak elde edilen

kiiltiirlerden DNA izolasyonu yapildi.

3.6.1.1.1. DNA izolasyonunun yapihsi:

e 300 pl MicroBead ¢ozeltisi, galisilacak 6rnek sayist kadar ¢ikarilan MicroBead
tiiplerine dagildi.

48



Besiyerindeki bakterilerden 1 uL’lik steril 6ze ile 2 6ze dolusu 6rnek MicroBead
tiipii igerisine alinarak tiip igerisinde bulunan kum taneleri ile karigmasi
saglandi.

MicroBead tiiptine 50 ul MD1 ¢ozeltisi eklendi.

Icerisinde bakteri siispansiyonu bulunan MicroBead tiipleri, MOBIO vorteks
adaptoriine takilarak 10 dak boyunca maksimum hizda vortekslendi.
Vorteksleme isleminden sonra tiipler 10.000 g’de 30 sn. gevrildi.

Temiz tliplere 100 ul MD?2 ¢ozeltisi kondu.

Santrifiij islemi sonunda elde edilen tiim siipernatant 100 pl MD2 ¢ozeltisine
aktarildi. Bu agsamada siipernatant ile birlikte MicroBead tiiplerindeki kum
tanelerinin tasinmamasina dikkat edildi.

Ornekler kisa bir siire vortekslendi ve 15 dak veya yeterli sogukluga ulagincaya
kadar buzdolabina birakildi.

Buz dolabindan ¢ikarilan 6rnekler 1 dak 10.000 g’de santrifiij edildi.

Temiz tliplere 450 ul MD3 ¢ozeltisi eklendi.

Santrifiij sonunda drneklerden 200 pl stipernatant 450 ul MD3 ¢ozeltisine
aktarildi.

Tiipler kisa bir siire vortekslendi ve gevrildi.

Stipernatant (yaklasik 650 ul) temiz bir spin filtreye transfer edildi.

Spin filtreli tiipler 30 saniye boyunca 10.000 g’de santrifiij edildi. Toplama
tiipline akan s1v1 atildi.

300 pl MD4 ¢ozeltisi spin filtreye bosaltildi.

Spin filtreli tiipler 30 saniye boyunca 10.000 x g’de santrifiij edildi ve toplama
tiipline akan sivi atild1.

Tiipler, 1 dak 10.000 g’de kuru olarak santrifiij edildi.

Spin filtreler temiz bir tiipe aktarildu.

35 ul MDS5 ¢ozeltisi spin filtrenin ortasina gelecek sekilde bosaltildi ve 2 dakika
oda sicakliginda inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda spin filtre igeren 30 sn.10.000 g’de santrifiij edildi.

Santrifiij isleminden sonra DNA’lar toplama tiipiine aktarildi ve spin filtre atildi.
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e Toplama tiipiinde elde edilen DNA’lar Rep-PCR uygulamasina kadar - 20°C’de
bekletildi.

3.6.1.1.2. DNA miktarlarinin dlciilmesi

Izole edilen DNA’larn miktarlar1 nanodrop cihazi ile 6l¢iildii. Miktar1 fazla olan
orneklerin DNA’lar1, 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.

3.6.1.2. Rep-PCR Uygulamasi

Rep-PCR uygulamasi Diversilab Acinetobacter DNA parmak izi kit ile yapildi.
Reaksiyon bilesenlerinin hazirlanmasi ve termal cycler programinin olusturulmasi
Diversilab sistemi Rep-PCR is akis1 programinda belirtildigi gibi uyguland: (gizelge
3.2. ve gizelge 3.3.).

Cizelge 3.2. Rep-PCR amplifikasyonunda bir 6rnek i¢in hazirlanan reaksiyon karigimi

Reaksiyon Bilesenleri Miktar
Rep-PCR MM1 18 uL
GeneAmp 10X PCR Buffer 2,5 uL
Primer Mix 2 uL

AmpliTaq DNA polimeraz 0,5 uL
Ekstraksiyon {iriinii 35ng/uLL 2 uL

Toplam 25 nL
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Cizelge 3.3. Rep-PCR amlifikasyon kosullar1

Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) | Siire (saniye) Dongii Sayisi
On 1s1tma (Baslangi¢ denatiirasyonu) 94 120 1
Denatiirasyon 94 30

Primer baglanmasi (annealing) 50 30 35
Zincir uzamasi (extension) 70 90

Son uzama (Final extension) 70 180 1
Muhafaza 4 0 0

3.6.1.3. Diversilab DNA Labchip Uygulamasi

Rep-PCR ile amplifiye edilen Acinetobacter DNA’lar1 Diversilab labchip kitine
(BioMerieux Sa-Fransa) yiiklenerek Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Tecnologies,
A.B.D.) ile mikroakiskan elektroforez uygulandi. Labchip elektroforez islemi
tamamlandiktan sonra elde edilen ham grafikler internet tabanli Diversilab yorumlama

ve yazilim programi (DiversiLab, version 3.4, BioMerieux, Fransa) ile degerlendirildi.

3.6.1.3.1. Jel-Boya Matriks Hazirlanmasi

e Diversilab DNA chip kiti ile birlikte kullanilan ve buzdolabinda muhafaza
edilen DNA Reagent & Supplies kiti jel matriksi hazirlamak i¢in buzdolabindan
cikartildi ve oda 1s1sina gelinceye kadar beklendi.

e Jel ve boya vortekslendi ve kisa siireli spin yapildu.

e 1.5 mI’lik bir tiipe 200 pl jel yavasca pipetlendi ve iizerine 10 ul boya eklendi.

e Karisim homojen olana kadar vortekslendi.

e Karigim kit icinde bulunan spin filtreye transfer edildi.

e Spin filtre 1500 g’de 10 dak santrifiij edildi.

e Santrifiij isleminden sonra filtre atilarak toplama tiipiindeki jel-boya c¢ip yiikleme

agsamasinda kullanildi.
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3.6.1.3.2. Cip Yiikleme

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

e Kitigerisinde bulunan DNA marker ve ladder kisaca vortekslendi, jel boya
karigimini vortekslenmeden kullanildu.

e 9 ul jel boya karisimi ¢ipin iizerindeki siyah daireye alinmis G yiikleme
kuyusuna pipetlendi.

e Cip yiikleme istasyonu siringasit 1 ml’de iken ¢ip istasyona yerlestirildi ve ¢ipe
30 sn. basing uygulandi.

e Kalan G kuyularina 9 pl jel boya karisimi pipetlendi.

e Her bir numune kuyusuna 5 ul DNA marker pipetlendi.

e llgili numune kuyularma 1 ul PCR iiriinii eklendi.

e Ornekler ¢ipe yiiklendikten sonra ¢ip 1 dak vortekslendi.

Cip vorteks isleminden sonra Agilent 2100 Bioanalyzer cihazina yerlestirildi ve
cihazin programina ¢ip numarasi girilerek mikroakiskan ¢ip elektroforezi baslatildi. Cip
elektroforezi sonucunda Rep-PCR parmak izi grafikleri ve bant kaliplari internet tabanli
yazilm programi ile elde edildi. Orneklerin Rep-PCR profil benzerliklerinin
hesaplanmasi, DiversiLab yazilimi iizerinde Pearson korelasyon katsayisi ve UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) yontemi kullanilarak yapildi.
Verilerin analizinde, her bir sus igin jel profil goriintiisii, yiizde benzerlik oranlar1 ve
dendrogram raporu olusturuldu.

Rep-PCR parmak izi profil benzerliklerinin yorumlanmasi Diversilab rehberinde

verilen kriterler referans alinarak yapildi (118).
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3.6.1.4. Suslarin Rep-PCR Parmak izi iligkilerinin Degerlendirilmesi (118)

1)

2)

3)

Ayirt edilemez 6rneklerin benzerlik yiizdeleri (benzerlik > %97) yiiksektir. Bu
grupta yer alan ornekler genellikle %97°nin iizerinde benzerlik gdsterirler ve
bant farklilig1 yoktur. Calismada bu grupta yer alan 6rnekler ana klonun alt tipi
olarak (alt klon) olarak degerlendirildi

Benzer orneklerin benzerlik oranlar1 (benzerlik %95-97 arasinda, 1-2 bant farki)
biraz distiktiir. Genellikle % 95’in {izerinde benzerlik gosterirler ve 1-2 bant
farklilig1 vardir. Calismada bu 6zellige sahip 6rnekler ana olarak degerlendirildi.
Farkli 6rnekler diisiik benzerlik oranina (benzerlik < %95 ve > 2 bant farki)
sahiptir. Benzerlik oran1 genellikle %95’in altindadir ve bant farklilig1 fazladir.

Bu grupta yer alan 6rnekler calismada farkli klon olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Orneklerin Degerlendirilmesi

Bu calismada, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik Arastirma ve Uygulama
Hastanesi’nde, Ekim 2011-Mayis 2012 tarihleri arasinda, 75 hastanin g¢esitli klinik
orneklerinden izole edilen 75 Acinetobacter baumannii complex susu ¢alismaya alindi.
Kompleks igerisinde bulunan suslarin tiir ayrimi igin ileri bir molekiiler yontem
kullanilmadi, ancak Rep-PCR profilleri Diversilab kiitiiphanesi ile karsilastirildiginda
suglarin 74 tanesi A.baumannii ve 1 tanesi A.pitti olarak tanimlandi.

Calismaya dahil edilen Acinetobacter suslarinin izole edildigi klinik 6rnekler ve
sayilar1 su sekildedir: Trakeal aspirat 23 (%30,6), kan 18 (%24), doku 8 (%10,6), idrar 7
(%9,4), yara 7 (%9,4), balgam 3 (%4), abse 2 (%2,7), kateter 2 (%2,7), diren 2 (%2,7),
BOS 1 (%1,3), kateter idrar 1 (%1,3) ve periton sivist 1 (%]1,3) (Cizelge 4.1.) (Sekil
4.1.).

Calismaya dahil edilen Acinetobacter suslarinin izole edildigi hastalarin 49
(%65,3)’u erkek ve 26 (%34,7)’s1 kadin hastalardi. Hastalarin yas ortalamasi 48,4°tli ve
yas aralig1 1 ay ile 83 yil arasinda degismekteydi. Erkek hastalarin yas ortalamasi 44,5 (
minimum: lay, maksimum:83), kadin hastalarin yas ortalamasi 52,6 (minumum:1 ay,
maksimum:77). Acinetobacter’lerin izole edildigi yas gruplarina bakildiginda daha sik
olarak 41-60 yas grubu ve 60 yas lizeri hastalardan izole edildigi goriilmistiir (Cizelge
4.2)).

Orneklerin 36 (%48) tanesi 2011, 39 (%52) tanesi de 2012 yilina ait izolatlards.
Suslarin 50 (%67)’si yogun bakimlarda yatan hasta 6rneklerinden, 25 (%33)’1 ise diger
servislerden izole edilmistir. Suslarin izole edildigi servislere gore dagilimi; anestezi
reanimasyon iinitesinden 28 (%37,3), yenidogan YBU 6 (%8), dahiliye YBU 6 (%8),
cerrahi YBU 4 (%5,3), pediatri YBU 3 (%4) Acinetobacter izole edilmistir. Diger
servislerdeki dagilim ise genel cerrahi servisinden 10 (%13,3), ortopedi servisinden 5
(%6,7), plastik cerrahi, hematoloji, iiroloji ve nefroloji servislerinden 2 (%2,7)’ser tane,
KBB ve gogiis hastaliklar servisinden 1 (%]1,3)’er tane Acinetobacter susu izole
edilmistir (Cizelge 4.3.) (Sekil 4.2.).
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Cizelge 4.1. Acinetobacter suglarinin izole edildigi klinik 6rnekler
Ornek Tiirii Say1 | Yiizde (%)
Trakeal aspirat 23 30,6
Kan 18 24
Doku 8 10,6
Idrar 7 9,4
Yara 7 9,4
Balgam 3 4
Abse 2 2,7
Kateter 2 2,7
Diren 2 2,7
BOS 1 1,3
Kateter idrar 1 1,3
Periton Sivisi 1 1,3
Toplam 75 100
1% 1%
3% 3% % W TAK
M Kan
m Doku
W idrar
M Yara
H Balgam
H Abse
W Kateter
W Diren
m BOS

® Kateter idrar

M Periton Sivisi

Sekil 4.1. Acinetobacter izole edilen 6rneklerin dagilim oranlari

Cizelge 4.2. Acinetobacter izole edilen hastalarin yag gruplari

Yas arahig
0-20yas | 21-40yas | 41-60 yas | 61-80 yas | 80 yas iizeri
Say1 11 14 24 24 2
Yiizde (%) 14,6 18,7 32 32 2,7
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Cizelge 4.3. Acinetobacter izolatlarinin kliniklere gore dagilimi

Boliimler Hasta Sayisi Toplam
Anestezi reanimasyon 28 (%37,3)
%’% Yenidogan yogun bakim 6 (%8)
@ | Dahiliye yogun bakim 6 (%8)
ED Cerrahi yogun bakim 4 (%5,3) 20 (%67)
>? Pediatri yogun bakim 3 (%4)
Kalp damar yogun bakim 3 (%4)
Genel cerrahi 10 (%13,3)
Ortopedi 5 (%6,7)
Plastik cerrahi 2 (%2,7)
2 | Hematoloji 2 (%2,7)
§ Uroloji 2 (%2,7) 25 (%33.3)
Nefroloji 2 (%2,7)
KBB 1(%1,3)
Gogiis hastaliklari 1 (%1,3)

H Anestezi reanimasyon

H Yenidogan yogun bakim
i Dahiliye yogun bakim

H Cerrahi yogun bakim

M Pediatri yogun bakim

i Kalp damar yogun bakim
Genel cerrahi

H Ortopedi

i Plastik cerrahi

H Hematoloji

i Uroloji

i Nefroloji

Sekil 4.2. Acinetobacter izolatlarinin kliniklere gore dagilim oranlar

Calismaya dahil edilen hastalardan ilk Acinetobacter izolasyonu hastaneye
yatiglarindan ortalama 13,7 (minimum:1 maksimum: 105) giin sonra elde edildi.
Caligmaya dahil edilen hastalardan 5’inde hastaneye yattigi ilk giin aliman klinik
orneklerinde izolasyon saglandi. Bu hastalarin kayitlari incelendiginde hastalardan

3’liniin bagka bir saglik merkezinden transfer edildigi, bir hastanin 4 giin 6nce taburcu
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olup tekrar hastaneye basvurdugu ve bir hastanin 2 giin arayla hastaneye tekrar

basvurdugu goriilmiistiir.

4.2. Antibiyotik Duyarhhk Sonuclar:

Disk Difiizyon testi sonuglarina gore, biitiin suslar (%100) Kolistine duyarli
bulundu. Suslarin 49 (%65,3)’u tigesikline duyarli iken 26 (%34,7)’s1 orta duyarh
olarak bulundu. Yapilan antibiyogram sonuglarina gore test edilen suslarin en fazla
direng gosterdigi antibiyotikler su sekildedir: Suslarin %97,3’1 siprofloksasine, %97,3
sefepime, %96’s1 piperasiline, %96’s1 piperasilin-tazobaktama, %96’s1 imipeneme ve
%94,6’s1 meropeneme direngli olarak tespit edilmistir. Suslarin antibiyotik duyarlilik
paternleri duyarli, orta duyarh ve direngli olarak Cizelge 4.4.’te verilmistir.

Test edilen 75 sustan 73(%97)’i 3 ya da daha fazla grup antibiyotige direngli
(MDR) bulunmustur. Duyarli 2 sustan birisi A.pitti’dir. Suslardan 24 (%32) tanesi
kolistin ve tigesiklin disinda, test edilen biitiin antibiyotiklere direncli bulunmustur ve
bu 24 susun 9’unde tigesiklin orta duyarli sonu¢ vermistir.

Vitek 2 sistemi ile test edilen Orneklerin antibiyogram sonuglari; 50 &rnekte
kolistin test edildi ve %2100 (50/50) duyarli bulundu. Tigesiklin 53 6rnekte test edildi ve
%94,4 (50/53) duyarli, %5,6 (3/53) orta duyarli bulundu. Meropenem 53 6rnekte %3,8
(2/53) duyarli, %1,8 (1/53) orta duyarli, %94,4 (50/53) direngli bulundu. imipenem ise
53 ornekte %3,8 (2/53) duyarh, %96,2 (51/53) direngli bulundu. Vitek sonuglarinda
elde edilen karbapenem grubu antibiyotikler ve kolistin direng oranlar1 disk difiizyon
sonuglart ile uyumlu bulunmustur. Tigesiklin sonuglarinda ise disk difiizyon testi ile

orta duyarli bulunan 9 sus vitek ile duyarli bulunmustur.
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Cizelge 4.4. Calismaya dahil edilen 75 Acinetobacter izolatlarinin disk difiizyon testi sonucu

Antibiyotik Duyarh Orta Duyarh Direncli
Say1 Yiizde (%) Say1 | Yiizde (%) Say1 Yiizde (%)
Piperasilin 1 1,3 2 2,7 72 96
Piperasilin-tazobaktam 1 13 2 2,7 72 96
Sefepim 1 1,3 1 1,3 73 97,3
Seftazidim 5 6,7 3 4 67 89,3
Imipenem 2 2,7 1 1,3 72 96
Meropenem 2 2,7 2 2,7 71 94,6
Gentamisin 21 28 4 5,3 50 66,7
Amikasin 8 10,7 3 4 64 85,3
Tetrasiklin 7 9,3 17 22,7 51 68
Levofloksasin 2 2,7 11 14,6 62 82,7
Siprofloksasin 2 2,7 0 0 73 97,3
Trimetoprim- 6 8 2 27 67 893
sulfametoksazol
Tigesiklin 49 65,3 26 34,7 0 -
Kolistin 75 100 0 - 0 -

4.3. Molekiiler Tiplendirme Rep-PCR Sonuglari

Caligmada Rep-PCR Diversilab yontemi ile tiplendirilen 75 Acinetobacter

izolatindan ikisi ana klon (A ve B) olmak iizere toplam 8 farkli klon (A-H) elde edildi.

A ana klonu Acinetobacter’lerin 54 (%72)’liniin toplandig1 en biiyiik klon olarak tespit
edildi. B ana klonu 13 sus (%17,3) ile ikinci biiyiik klondu. Diger klonlar; C ve D 2

(%2,7)’ser sus; E, F, Gve H 1 (%]1,3)’er sus icermekteydi. Her klondan bir sus secilerek

klonlarin birbirlerine benzerlik oranlari, dendrogram (Sekil 4.3.) ve benzerlik

matriksinde (Sekil 4.4.) gosterilmistir.
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MM Rem Aol TAK HIRR IR E
2 Ad2 Rean  2M1-11-15 THE 11T ©
B3 Adi? GenCer.  2011-10-27 Diren | | | " D
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Sekil 4.3. Klonlara ait dendrogram

Diversilab 134

P | . ]

#59 o TO a0 L as 1o
fa Similorite

Sekil 4.4. Klonlarin benzerlik matriksi

4.3.1. Klonlarin Epidemiyolojik iliskileri

4.3.1.1. A Klonu

A ana klonu 54 susla en biiyiik klonu olusturmustur ve klonun igerisinde %97
benzerlik oranina sahip ayni bant paterni gosteren 7 alt klon tespit edilmistir.
Klondaki ilk suslar 09.10.2011 tarihinde 2 hastanin trakeal aspirat kiiltlirlinden

izole edilmistir. Hastalardan biri reanimasyon {initesinde digeri ise genel cerrahi
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servisinde yatan hastalardir. Klondaki son sus ise 20.05.2012 tarihinde yine

reanimasyon iinitesinde yatan bir hastanin trakeal aspirat kiiltiirlinden izole edilmistir.
Bu klonu olusturan Acinetobacter susu, reanimasyon fnitesi (n=20), genel

cerrahi servisi (n=7), dahiliye yogun bakim (n=6) ve diger servislerde (n=21) 8 ay

boyunca varligint siirdiirmiistiir (Sekil 4.5.).

e Alaltklonu:

Iki sus (29 ve 65 numarali hasta) icermektedir. ilk sus 27.11.2011 tarihinde
reanimasyon {lnitesinde yatan hastanin trakeal aspirat kiiltiiriinden, diger sus ise
04.05.2012 tarihinde genel cerrahi servisinde yatan hastanin abse kiiltiiriinden izole
edildi. Genel cerrahi servisinde yatan hasta reanimasyon tnitesinde tedavi gordiikten

sonra servis degisikligi olmustur.

e AZ2altklonu
Bir sustan (45 numarali hasta) olusmaktadir, 04.12.2011 tarihinde reanimasyon
linitesinde yatan hastanin trakeal aspirat kiiltiirlinden izole edilmistir. A1l alt klonu ile

yakin iligkilidir. Hasta genel cerrahi servisinden reanimasyona transfer edilmistir.

e A3altklonu
Bir sustan (32 numarali hasta) olusmaktadir, 25.12.2011 tarihinde pediatri

YBU’de yatan hastanin idrar kiiltiiriinden izole edildi.
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Sekil 4.5. A ana klonuna ait dendrogram

Key Sample ID Location Date Collecte... Sample Type
1 Aci 29 Rean 2011-11-27 TAK
-2 Aci 65 Gen.Cer, 2012-05-04 Abse
3 Aci 45 Rean 2011-12-04 TAK
- 4 Aci 32 PYB 2011-12-25 Idrar
5 Aci 55 Rean 2012-03-25 TAK
[ Aci 68 Uroloji 2012-05-05 Dokun
-7 Aci 56 Gen.Cer, 2012-04-04 Yara
- a8 Aci 58 Gen.Cer, 2012-04-07 TAK
9 Aci 67 Rean 2012-05-06 Kan
10 Aci 28 Rean 2011-11-27 Kan ‘
1 Aci 514 Gen.Cer. ¥YB 2012-03-2% Kan
12 Aci 33 Gen.Cer. ¥B 2012-01-03 TAK
13  Acib4 Rean 2012-04-29 Kat. idrar
14 Acl Rean 2011-10-09 TAK
15 Add Plas.Cer. 2011-10-10 Doku | |
W16 Adi Gen.Cer. 2012-02-05 Periton sivis., ‘
| W17 Aci3? KBB 2012-01-09 Abse
186 Aci10 Rean 2011-10-16 ara
19 Aci 40 Rean 2012-01-1% TAK
.20 Aci b Gen.Cer. 2011-10-11 Dokun
{ 21 Aci 11 Rean 2011-10-15 Kan
22 Aci 19 Rean 2011-10-29 TAK
_E 23 A 43 Gen.Cer. ¥B 2012-01-15 Kan
H w24 Aci2? Gen.Cer, 2011-11-28 Balgam
E .25 Aci 2 Gen.Cer. 2011-10-09 TAK
26 A 49 Rean 2012-03-17 TAK
27 Aci3 Rean 2012-01-02 Kan
E 28  Acibl Rean 2012-04-08 Kan
2a Acd?4 YDVB 2012-05-16 Kan
E 30 Aci 75 Rean 2012-05-20 TAK
-3l Aci 21 Hematoloji 2011-11-02 Balgam
32  Aci63 Ortopedi 2012-04-29 Yara
W33 Aci2d PVE 2011-11-15 Idrar
W34 Aci 16 KVCYB 2011-10-21 TAK
35 Aci 66 Rean 2012-05-06 Kan ‘
36 Aci 69 ¥DYB 2012-05-08 Dokun
W37 Acn DYE 2012-05-13 Idrar
— W3 Aci35 DVE 2012-01-07 Idrar
33  Aci#l Ortopedi 2012-01-14 Yara ‘
man  Acidg KVCVB 2011-12-27 Kan
a1 Aci 50 DY¥E 2012-03-18 Idrar
— 42 A 47 Rean 2011-12-04 TAK
43  Aci 72 Hefroloji 2012-05-14 Kan |
E 44 Aci 57 Ortopedi 2012-04-06 Dokun ‘
45 Aci 73 Uroloji 2012-05-15 Yara
e 46 Aci 39 Rean 2012-01-1% TAK ‘
ma7  Aci 22 DYB 2011-11-14 Kan
E i Aci 25 Gogus Hast, 2011-11-23 Balgam
49 Aci 14 Rean 2011-10-21 Kan
W50 Acild DB 2011-12-14 TAK
sl Aci 62 PYB 2012-04-10 TAK
52 Aci 38 D¥B 2012-01-12 ldrar
53  Aci20 Ortopedi 2011-10-31 Doku
54  Aci 26 Rean 2011-11-24 Kan

A4

= AS
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e Adaltklonu

Bu kiime 41(%54) susla en biiyiik alt klonu olusturmustur ve 8 ay boyunca izole
edilmigtir (Sekil 4.5. ve Sekil 4.6). Kiimedeki ilk sus (1 numarali hasta)
09.10.201 1tarihinde reanimasyon {initesinde yatan hastanin trakeal aspirat kiiltiiriinden
izole edildi. Son sus (75 numarali hasta) ise 20.05.2012 tarihinde yine reanimasyon
linitesi yatan bir hastanin trakeal aspirat kiiltiirlinden izole edildi. Suslarin kliniklere
gore dagilimina bakildiginda orneklerin 26’s1 yogun bakimlardan ve bunlarin 15°i
reanimasyonda yatan hastalardan izole edildi. Bu susun kliniklerdeki dagilimi ise
reanimasyon, genel cerrahi yogun bakim iinitesi, yenidogan YBU, pediatri YBU,
kardiyovaskiiler cerrahi YBU, dahiliye YBU, iiroloji servisi, genel cerrahi servisi,
plastik cerrahi servisi, KBB, hematoloji servisi, ortopedi servisi ve nefroloji servisi

olarak bulundu.

Diversilab 134
PC

#36

| . |
1 Aci55 o 70 50 an as 100
2 Aci 68 % Similarite

Sekil 4.6. A 4 Alt klonuna ait benzerlik matriksi
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e Ab5altklonu

Bir sustan (39 numarali hasta) olusmaktadir. Calismaya dahil edilen
0rnek15.01.2012 tarihinde reanimasyonda yatan hastanin trakeal aspirat kiiltiiriinden
izole edilmistir. Hasta 26.12. 2011 tarihinde dig merkezden transfer edilmistir ve yogun
bakima alindigi ilk giinden itibaren trakeal aspirat kiiltlirlerinde Acinetobacter tiredigi

tespit edildi.

e A6 altklonu

Ucg sustan olusmaktadir. A 7 alt klonu ile yakin iliskilidir. Diger A alt klonlarina
benzerligi %94,8 dir ve 2 bant faklilig1 vardir. ilk sus (14 numarali hasta) 21.10.2011
reanimasyon tiinitesinde yatan hastanin kan kiiltiiriinden izole edildi. Son izolasyon ise
23.11.2011 tarihinde gogiis hastaliklar1 servisinde yatan bir hastanin (25 numaralar
hasta) balgam kiiltiiriinden izole edildi. Bu klonun izole edildigi hastalarin bilgilerinde
{ic hastanin da dahiliye YBU’de yattig1 ve iki hastanin tedavisi igin servis degisikligi
yapildigi tespit edilmistir.

e AT7altklonu

Bes sus icermektedir. A 6 alt klonu ile yakin iligkilidir. Diger A alt klonlarina
benzerligi %94,8’dir ve 2 bant faklilig1 vardir. Bu kiimedeki ilk sus (20 numarali hasta)
31.10.2011 tarihinde ortopedi servisindeki bir hastanin doku kiiltiiriinden izole edildi.
Son sus ise 10.04.2012 tarihinde pediatri YBU’de yatan hastanin trakeal aspirat
kiiltiiriinden izole edildi. Diger suslar reanimasyon iinitesinden ve dahiliye YBU’den

1zole edilmistir. Sus bes aydan fazla siire hastane ortaminda bulunmustur.
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4.3.1.2. B Klonu

B ana klonu 13 sus icermektedir ve Rep-PCR sonucunda elde edilen en biiytiik ikinci
ana klondur. Bu klon igerisinde % 97 benzerlik oranina sahip, ayn1 bant paterni gésteren
3 alt klon elde edildi (Sekil 4.7. ve sekil 4.8.)

Klondaki ilk sus 09.10.2011 tarihinde hematoloji servisinde yatan izole edildi. Bu
klona ait son sus ise yaklasik 8 ay sonra 13.05.2012 tarihinde reanimasyon iinitesinden
izole edildi. Suslarin kliniklere gore dagilimina bakildiginda en sik reanimasyon
{initesinden (6) ve yeni doganYBU’den (3) izole edilmistir. Bu klonun goriildiigii diger
Klinikler ise genel cerrahi servisi, ortopedi servisi, hematoloji servisi ve dahiliye yogun

bakim Uinitesidir.

Diversilab w34
PC
i Key  Sample ID  Location Date Collected Sample Type

E1  AcE0 Rean 2012-04-08 Kan
@ 2 Ad70 Rean 2012-05-13 TAK : : : \
B3 Ad30 GenCer.  2011-12-10 Doky | |
B4 AdS2 Rean 2012-03-18 TAK | ‘ | ‘
E5  Ad3 GenCer.  2011-12-14 Yara | |
B6 AdSl Rean 2012-03-18 TAK N1 > Bl
i B7  Ad15 VDYB 2011-10-22 Kateter ]
ms  AdS Ortopedi 2011-10-10 Doku | ‘ | |
_E 9 Ad? Hematoloji  2011-10-09 Kan H | |
o Aci36 DYB 2012-01-08 ldrar || | | | /
L B Ad12 YDVYB 2011-10-17 Kan | | } -
E1z2 Add YDYE 2011-10-13 Kateter | | |
B13  AdS3  Rean 2012-03-25 TAK '] —— B3

9% % 97 9§ 99 100
% Similatity

Sekil 4.7. B ana klonuna ait dendrogrami
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e Blaltklonu
On sus icermektedir. Kiimedeki ilk sus (7 numarali hasta) 09.10.2011 tarihin

hematoloji servisinde yatan hastanin kan kiiltiiriinden elde edildi. Son sus (70 numarali

hasta) 13.05.2012 tarihinde reanimasyonda yatan hastanin trakeal aspirat kiiltliriinde

izole edildi. Suslarin kliniklere gdre dagilimi, reanimasyon iinitesi 4, genel cerrahi

servisi 2, hematoloji servisi, dahiliye YBU, ortopedi ve yenidogan YBU’de yatan

hastalardan birer sus izole edildi. 4 hastanin servis degistirilerek tedavi edildigi tespit

edilmistir.

Diversilab vs.4
PE —— e E—
1] TO &0 a0 95 100
1 Aci 60 % Similarite
2 Aci 70
3 Aci 30
4 Aci 52
9 Aci 31

& Aci 51

7 Aci 15
& Aci &
9 Aci 7
10 Aci 36
L Aci 12
12 Aci 9

13 Aci 53

Sekil 4.8. B ana klonuna ait benzerlik matriksi

e B2 alt klonu

Iki sus icermektedir. Iki susta yeni dogan yogun iinitesinden yakin tarihlerde izole

edildi. ik sus (9 numarali hasta) 13.10.2011 tarihinde hastanin kateter kiiltiiriinden,

ikinci sus ise (12 numarali hasta) 17.10.2011 tarihinde hastanin kan kiiltiiriinden izole

edildi. B 1 alt klonunda yer alan bir sus da (15 numarali hasta) bu izolatlara yakin

tarihte yeni dogan YBU’den izole edilmistir.
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e B3altklonu
Bir sustan olusan bir alt klondur ve 25.03.2012 tarihinde reanimasyon iinitesinde

yatan hastanin (53 numarali hasta) trakeal aspirat kiiltiiriinden izole edilmistir.

4.3.1.3. Diger Klonlar

A ve B ana klonlar1 disindaki diger klonlar (C, D, E, F, G, H) bir veya iki sustan
olusan bagimsiz klonlar seklinde tipler olusturdu (sekil 4.9.).

Diversilah 3.4
“ Key SamplelD Locaion  Dale Collected  Sampl
B1 Ad23  Rean 2011-11-15 TAK | | | |
B2 Add6 KVCYB  20M-12-7 TAK | | | | } ¢
B3 A3 Rean 211-10-21 TAK | | ‘ _ — E
B4 A7 GenCer.  2011-10-27 Diren | | } 5
5 Aid  MNefroloji  2012-01-15 ldrar | |
B6 AdS)  Rem 010408 Km | | ||l —3— @
B7 A3 VDVB 201110 BOS | | —— F
B3 Adb VDVE 20111110 Kan | ~ — H
n ‘P:?jimilafi:i "

Sekil 4.9. C, D, E, F, G, H klonlarina ait dendrogram

C klonunda iki sus bulunmaktadir. Bu suslardan ilki 15.11.2011 tarihinde
reanimasyon initesinde yatan hastanin (23 numarali hasta) trakeal aspirat kiiltiirlinden
izole edildi. Diger sus ise 27.12.2011 tarihinde kardiyovaskiiler cerrahi yogun bakim
linitesinde yatan hastanin (46 numarali hasta) trakeal aspirat kiiltliriinden izole edildi.
Hasta bilgilerine bakildiginda 23 numarali hastanin dis merkezden transfer oldugu ve

hastaneye yattig1 ilk giin alinan 6rneginde Acinetobacter tiredigi tespit edildi.
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D klonu iki sus icermektedir. Ilk sus 27.10.2011 tarihinde genel cerrahi
servisinde (17 numarali hasta) yatan hastanin diren kiiltiiriinden izole edilmistir. Diger
sus ise 15.01.2012 tarihinde nefroloji servisinde yatan hastanin (42 numarali hasta)
idrar kiiltiirinden izole edilmistir. Her iki hasta da farkli tarihlerde dahiliye yogun
bakim iinitesinde tedavi gérmiistiir.

E klonu bir sustan olusmaktadir ve 21.10.2011 tarihinde reanimasyon {initesinde
yatan hastanin (13 numrali hasta) trakeal aspirat kiiltiiriinden izole edildi. F klonu bir
sus igermektedir ve 10.10.2011 tarihinde yeni dogan YBU’de yatan hastanin BOS
kiiltiirinden elde edildi. G klonu bir sustan olusmaktadir ve 08.04.2012 tarihinde
reanimasyon initesinde yatan hastanin (59 numarali hasta) kan kiiltiiriinden izole
edilmistir. H klonu tek sustan olugmaktadir ve 10.11.2011 tarihinde yenidogan yogun
bakim {initesinde yatan hastanin (8 numarali hasta) kan kiiltiirtinden izole edilmistir.

Ayni klonda yer alan susglarin antibiyotik profilleri biiyiik oranda ayn1 olmakla
birlikte farkli profillere sahip suslar da goriilmektedir. Ayrica farkli klonda yer alan
suslar arasinda da benzer antibiyotik profilleri elde edilmistir. (Cizelge 4.5.).
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Cizelge 4.5. Ayni klonda yer alan suslarin antibiyotik duyarlilik profilleri

AB REP

IPM MEM CN AK TE LEV CIP SXT TGC Tip PCR

ornek
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no
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Al
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A4

A4
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A4

A4
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A4
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3. TARTISMA

Acinetobacter’ler firsat¢1 patojenlerdir ve genellikle yogun bakim iinitelerinde
yatan hastalarda enfeksiyonlara neden olurlar. Hastane kokenli Acinetobacter
enfeksiyonlart; ventilator iliskili pndmoni, deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, yara
enfeksiyonlari, idrar yolu enfeksiyonlari, sekonder menenjit ve dolasim sistemi
enfeksiyonlaridir. A. baumannii kompleks igerisinde gruplandirilan A. pittii (gen. sp. 3)
ve A. nosocomialis de bu enfeksiyonlara neden olsa da hastane enfeksiyonlari ile anilan
asil tiir A. baumannii’dir. Hastane enfeksiyonlarinda goriilen diger Acinetobacter tiirleri,
A. johnsonii, A. junii, A. Iwoffii, A. parvus, A.radioresistens, A. schindleri ve A. ursingii,
nadir olarak kateter iligkili dolasim yolu enfeksiyonlarina neden olur (4). A. baumannii
enfeksiyonlarinin gelismesine ya da bakterinin bulasmasina neden olan risk faktorleri: 1)
Konak ile ilgili faktorler; alta yatan bir hastaligin olmast ve immiin sistemin
baskilanmasi, cerrahi operasyon gecirmis olmak, major travma (6zellikle yaniklar)
bulunmas1 ve prematiire yeni doganlar, solunum yetmezligi ve organ yetmezligi
A.baumannii ile firsatg1 enfeksiyon riski daha fazla olan hasta grubunu olusturur. ii)
Bakteriye maruz kalma ile ilgili faktorler; yogun bakim {initesinde kalmis olmak,
hastanede ya da yogun bakim {initesinde kalis siiresinin uzunlugu, enfeksiyon kontrol
Onlemlerinin diisiik olmasi, A.baumannii’nin endemik olarak hastanede bulunmasi ve
kontamine tibbi ekipmanlara maruz kalmak bakteri bulasini arttiran risk faktorleridir.
Iii) Tedavi ile ilgili faktorler; mekanik ventilasyon, intravaskiiler kateter, idrar kateteri
ve drenaj tiipleri gibi viicuda kalic1 cihazlarin takilmasi, invaziv prosediirlerin sayisi ve
daha 6nce uygulanan antimikrobiyal tedavi risk faktorleri arasindadir (6). Biitiin bu risk
faktorleri yogun bakim iinitelerinde yatan hastalarin i¢inde bulundugu durumlardir ve
bu yiizden A. baumannii’nin yogun bakim {initelerinden daha fazla izole edilmesi
sagirtict bir durum degildir. Bu ¢alismada ¢esitli klinik orneklerden izole edilen
Acinetobacter suslarinin antimikrobiyal direng profilleri ve klonal iliskileri arastilmistir.
Calisma sonucunda 73 sus ii¢ veya daha fazla grup antibiyotige direngli bulundu Rep-
PCR analizi ile iki ana klon [A (7 alt tip), B (3 alt tip)] ve alt1 farkli klon (C-H) olmak
uzere toplam 8 farkli klon tespit edildi.

A.baumannii’nin Acinetobacter tiirleri arasinda nozokomiyal enfeksiyonlarda en

stk karsilagilan tiir oldugu bircok c¢alismada raporlanmis ve desteklenmistir.
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Almanya’dan bildirilen bir ¢alismada, klinik 6rneklerden izole edilen 584 Acinetobacter
susunun tiir identifikasyonu yapildiginda en sik izole edilen tiiriin (n= 426; %72,9)
A.baumannii oldugu ve diger tiirlerin (%27,1) sirasiyla; A. pitti (n=55), A. johnsonii
(n=29) ve A. lwoffii (n=21) oldugu bildirilmistir (51). ispanya’da yapilan bir ¢calismada
28 hastanede klinik orneklerden elde edilen 244 Acinetobacter susunun 226’s1 A,
baumannii ve 15’1 A.pitti olarak tanimlanmistir (60). Turton ve ark. (57), Birlesik
Krallik’ta 135 hastaneden elde edilen 690 Acinetobacter izolatinin 538’ini (%78) A.
baumannii olarak tanimlamislardir. A.baumannii’den sonra en sik izole ettikleri tiirleri
ise 61(%8.8) A. lwoffii, 28(%4) A. ursingii ve 12 (% 1,7) A. pittii olarak bildirmislerdir.

Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda tiir identifikasyonu i¢in kullanilan API 20NE,
Vitek 2, Phoenix ve MicroScan WalkAway gibi identifikasyon sistemlerinin, klinik
olarak 6nemli olan ve A. calcoaceticus-A. baumannii kompleks igerisinde yer alan 3
Acinetobacter tiiriinii (A. baumannii, Acinetobacter gen. sp. 3 ve Acinetobacter gen.
sp.13TU), ayirt edemedigi bazi1 ¢alismalarda bildirilmistir (3, 55, 62, 63). Boo ve ark.
(55) Vitek 2 ile A.baumannii olarak tanimlanan 77 izolati1 rpoB gen sekans analizi ile
25’ini A.baumannii ve 45’ini A.pitti olarak tanimlamislardir. A.B.D.’nden bildirilen bir
calismada 107 A. calcoaceticus-A. baumannii kompleks izolati, ARDR analizi
sonucunda 87 A. baumannii, 15 A. pittii ve 3 A. nosocomialis olarak tanimlanmigtir
(63). Kore’den bildirilen bir ¢alismada 58 A. calcoaceticus-A. baumannii kompleks
izolatt ARDR analizi ile 40 A. baumannii, 9 A. nosocomialis , 5 Acinetobacter gen. sp.
13TU benzeri ve 4 A. pittii olarak tanimlanmistir (62). Bizim ¢alismamizda her biri
farkli hastaya ait klinik Orneklerinden izole edilen, 75 Acinetobacter baumannii
kompleks izolat1 Vitek 2 ile tanimlandi. Suslarin tiir ayrimi i¢in ileri bir molekiiler test
yaptlmadi.  Ancak, Klonlar Rep-PCR Diversilab sistemi kiitiiphanesi ile
karsilagtirildiginda tek 6rnekten olusan bir klon A. pitti olarak, diger klonlar ise (74
sus) A. baumannii olarak tanimlandi.

Hastane ortami metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA), vankomisine
direngli Enterococcus (VRE), P. aeruginosa, Clostridium difficile ve A. baumannii gibi
mikroorganizmalar i¢in potansiyel rezervuar ortami saglar. Yogun bakim iinitelerinde
bu mikroorganizmalarin daha fazla goriilmesi, iinitenin fiziki yapisi, ¢ok sayida
ekipman gereksinimi, yogun bakim gerektiren hastalarin stabil olmayan klinik durumu

ve ¢ok sayida faktor hastane kaynakli mikroorganizmalarin yayilimina neden olur (119).
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Acinetobacter enfeksiyonlarinin goriildiigii hastalarin klinik birimlerine gore
dagilimina bakildiginda, en sik Acinetobacter izolasyonunun yogun bakim {initelerinden
yapildigi ¢ok sayida ¢alismada raporlanmistir. Iraz ve ark. (120) %68’ini yogun bakim
iinitelerinden ve en sik gogiis hastaliklar1 yogun bakim iinitesinden, Ozdem ve ark.
(120) %58,9’unu yogun bakim finitelerinden, %30,3’linii servislerden, %10,5ini
polikliniklerden izole etmislerdir.

Bu ¢alismada Acinetobacter suslarinin %67’si yogun bakim iinitelerinde yatan
hasta orneklerinden izole edilmistir. En sik Acinetobacter izole edilen birimler ise
reanimasyon iinitesi (%37,3) ve genel cerrahi servisi (%13,3)’dir.

Acinetobacter baumannii cam ve yogun bakim iinitesinde kullanilan ekipmanlar
gibi cansiz yiizeylerde ya da epitel hiicreleri gibi canli ylizeylerde biyofilm olusturur
(30). Cevresel bulastan kolonizasyona ve enfeksiyona dogru giden olaylar zincirinde
A.baumannii’nin basarili olmasi, ¢esitli kosullara adaptasyon yetenegi ve antibiyotiklere
direng gelistirmesi ile agiklanabilir (4). Kuruluga, dezenfektanlara ve antibiyotiklere
kars1 direng gelisimi bakterilerin cevresel sartlarda hayatta kalmasini saglar. A.
baumanni olaganiistii metabolik degiskenligi sayesinde hastalarda ve hasta odalarinda
cogalir. Tibbi cihazlarda, endotrakeal tiiplerde ya da intravaskiiler kataterlerde biyofilm
olusabilir; bu biyofilmler bakterilerin hastalarda kolonize olmasmna neden olur ve
hastalarin solunum yolunda ya da dolasim sisteminde enfeksiyon riskini arttirir (4). Bu
duruma bagl olarak Acinetobacter’lerin izole edildigi klinik orneklerin dagilimina
bakildiginda bircok c¢aligmada kiiltiir pozitifliginin en sik solunum yolu 6rneklerinden
oldugu desteklenmektedir. Almanya’dan bildirilen c¢alismada 584 Acinetobacter
izolatinin en fazla solunum yolu 6rneklerinden (n=251; %42,9) saglandig1 ve sirasiyla
kan kiiltiirleri (n=116; %19,9), yara 6rnekleri (n=90;%15,4), kateter ucu (n=75;%12,8)
ve idrar ornekleri (n=20; %3,4) Acinetobacter spp. izole edilen klinik drnekler olarak
bildirilmistir (51). Akin ve ark. (122) 200 A. baumannii izolatin1 en sik trakeal aspirat
(n=85; %42,5) kiiltiirlerinden izole elde etmisler ve diger klinik 6rnekler sirasiyla, kan
kiiltiirii (32; %16), balgam (20; %10), cerrahi yara 6rnegi (20; %10), kateter (16; %8),
plevral sivi (13; %6,5), idrar (13; %6,5) ve diger klinik ornekler (14;%7) olarak
bildirilmistir. Baska bir ¢calismada Ozdem ve ark.(121) 465 Acinetobacter susunu en sik
trakeal aspirat (184; %39,5), kan (70; %]15,3) ve yara yeri 6rnegi (92; %19.8)

kiiltiirlerinden izole etmislerdir. Bizim ¢alismamizdaki Acinetobacter suslarinin
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orneklere gore dagilimi da en sik solunum yolu &rnegi olan trakeal aspirattan (23;
%30,6), ikinci siklikta ise kan (18; %24) kiiltiirlerinden elde edilmistir. Diger 6rneklerin
dagilimi ise sirasiyla; doku (8; %10,6), idrar (7; %9,4), yara yeri 6rnegi (7; %9,4),
balgam (3; %4), abse, kateter, diren (2; %2,7), BOS, kateter idrar ve periton sivisi (1;
%1,3) seklinde siralanmaktadir.

A.baumannii nozokomiyal enfeksiyonlarinda en sik karsilasilan klinik bulgular,
dolasim yolu ve solunum yolu enfeksiyonlaridir. Her iki durumda ciddi morbidite ve
mortalite ile iliskilidir. Yogun bakim, intravaskiiler kateter, genis spektrumlu antibiyotik
tedavisi, mekanik ventilasyon, yaniklar ve cerrahi islemler bu enfeksiyonlari
arttirmaktadir (67, 68). Enfeksiyonun baslangicindaki septik sok, altta yatan hastalik,
hastaligin siddeti ve mekanik ventilasyon o6liime neden olan risk faktorlerdir.
Bakteriyemik A.baumannii pnomonisi 6zellikle kotii prognoza sahiptir (67, 68).

Nozokomiyal A.baumannii enfeksiyonlarinin klinik etkisi tartisilmaya devam
eden bir sorundur. Bir¢ok calismada, A.baumannii bakteriyemisi ya da pndomonisine
bagli yiiksek mortalite oranlari raporlanmistir. Fakat, A.baumannii alta yatan ciddi
hastalig1 olan ve kotii prognoz gosteren hastalarda etkilidir. Bu yiizden A.baumannii
enfeksiyonuna bagl olarak belirtilen mortaliteler A. baumannii enfeksiyonlart sonucuna
bagli olmaktan ¢ok altta yatan hastaliklarin sonucudur (4).

Blot ve ark. (70) yaptigi calismada A. baumannii’nin bagimsiz olarak
mortaliteye etkisini aragtirmiglar. A.baumannii enfeksiyonuna sahip hastalarin yogun
bakimda kalis siirelerinin ve ventilatdre bagl kalma siirelerinin kontrol grubuna gore
daha fazla oldugunu ve mortalite oranlarmin da olgularda ve kontrollerde sirasiyla
%42,2 ve %34,4 oldugunu bulmuslardir. Ancak, A. baumannii bakteriyemisinin
mortalite artisinda istatistiksel olarak anlamli bir iliskisi olmadigi sonucuna
varmislardir. Benzer bulgular A.baumannii pndmonisi i¢in de Garnacho ve ark. (71)
tarafindan raporlanmigtir. Fakat Falagas ve ark. (72)‘‘PubMed’ ve ‘‘Cochrane
Library’’ veritabanlarinda bulunan kohort ve olgu kontrol ¢alismalarini tarayarak
yaptiklart ¢alismada A.baumannii enfeksiyonlarinin, mikroorganizma ile enfekte
olmayan kontrol grubuna gdre, mortaliteyi arttiric1 etkisinin %7,8 ile %23 oraninda

o

degistigi sonucuna varmiglardir. Ayrica, bu oranin yogun bakimlarda %10 ile %43

arasinda degistigi bildirilmistir. Bu sonuglara gére A.baumannii’nin klinik etkisinin

Oonemli bir problem olmaya devam ettigi bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda
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Acinetobacter susu izole edilen hastalardaki mortalite oranlarina baktigimizda; hastadan
izolasyonun gergeklestigi ilk bir aylik siire igerisinde gerceklesen mortalite oraninin
%45 (34/75); iki ay ve daha uzun siire sonrasi dahil edildiginde bu oranin %56
(42/75)’ya ¢iktig1 belirlenmistir. Mortalite oranlarinin fazla olmasinin ya da zaman
icerisinde artmasinin hastalarin yogun bakim iinitelerinde kalig siiresine bagli olarak
degistigini diistinmekteyiz.

A.baumannii, hemen hemen mevcut tiim antibiyotiklere direngli suslarin
bulunmasi ve direngli suslarin artmaya devam etmesi ile dikkat ¢cekmektedir. Bu
mikroorganizmalar genellikle yaygin olarak kullanilan aminopenisilinlere, birinci ve
ikinci kusak sefalosporinlere ve kloromfenikole karsi dogal direng gosterir. Genis
spektrumlu B-laktamlara, aminoglikozidlere, florokinolonlara ve tetrasiklinlere karsi
diren¢ gelistirme mekanizmalar1 elde etmek icin olaganiistii bir kapasiteye sahiptir.
Birgok caligmada bu ajanlara direngli A.baumanii suslarinin artis egilimi gosterdigi
belirtilmistir. Ancak, direng oranlari tilkelere gore ya da her bir hastaneye gore,
kullanilan biyolojik, epidemiyolojik ve metodolojik faktdrlere bagli olarak
degismektedir (4).

Ulkemizden 2012 yilinda bildirilen A.baumannii antimikrobiyal ¢alismalarina
bakildiginda, Uzun ve ark. (123) 161 A.baumannii susuna en etkili antibiyotigi %100
duyarlilik gosteren tigesiklin ve kolitsin; bunlan takip eden %68 duyarlilik oraniyla
amikasin olarak bulmuslardir. Bunlarin disindaki antibiyotikler igin siprofiloksasin
%81, imipenem/meropenem %86 ve diger antibiyotikler i¢in %90’1n lizerinde direng
bildirmislerdir. Iraz ve ark. (120) kolistini %99, netilmisini %85 ve tigesiklini %53
duyarlilik oraniyla en etkili antibiyotik olarak bulmuslardir. Gentamisin (%54)
trimetropim-sulfametoksazol (%65), amikasin (%69) diren¢ oranlari %90’in altinda
bulunan antibiyotiklerdir ve imipenem/meropenem igin %92 direng bildirilmistir. Yine
2012’de Ertiirk ve ark. (124)’nin yaptiklar1 ¢alismada %56 duyarlilik ile levofloksasini
en etkili antibiyotik olarak bulmuslar, gentamisin ve meropenem ise %76 direng orani
ile levofloksasinden sonraki en etkili antimikrobiyal ajan olarak tespit etmislerdir ancak;
imipenem i¢in %92 diren¢ bildirilmistir. Bizim ¢aligmamizda ise izole edilen suslarin
tamamiin (%100) duyarli oldugu kolistin en etkili antibiyotik olarak tespit edildi.
Calismaya dahil edilen suslarin hi¢ birinde tigesikline tam direng saptanmazken suslarin

%34, 7’s1 disk difiizyon testi ile tigesikline orta duyarli ve %65,3’{iniin ise duyarl
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oldugu tespit edildi. Gentamisin (%28 duyarl) disindaki test edilen diger
antibiyotiklerde ise %90 ve iizerinde direng saptandi.

Acinetobacter’ler aminoglikozitlere, Kinolonlara ve genis spektrumlu  f-
laktamlara direngli hale gelmis ve bir¢ok Acinetobacter susu sefalosporinlere direng
gelistirmistir. Ayrica, karbapenem direngli suslarin orani iilkemizde ve diinya genelinde
giderek artmaktadir (120, 125). Acinetobacter’lerde karbapenemlere karsi gelisen direng
kaygi verici bir durumdur, genis spektrumlu B-laktamlar, yillarca ¢oklu ilag direncine
sahip (MDR) A.baumannii enfeksiyonlar1 i¢in en Onemli tedavi seg¢enegi olarak
kullanilmustir. ilk yillarda klinik A.baumannii izolatlari bu ilaglara kars1 degismeyen bir
duyarlilik profili gostermesine ragmen, 1990’l1 yillarin basinda hastane salginlarinda
karbapenem direngli suslar izole edilmistir (4, 96, 97, 98).

Ozdem ve ark. (121)’nin Ankara’dan bildirdigi ¢alisma, diren¢ oranlarmnin
yogun bakim ftinitesinde daha yiiksek oldugunu ve ilag direncinin yillara gore artarak
degistigini gostermektedir. 2007-2010 yillar1 arasindaki A.baumannii karbapenem
duyarlihigi oranlari: 2007 yii YBU suslarinda imipenem ve meropenem %54
direncliyken tiim Orneklerde imipenem %32,7 meropenem %32,8 direngli bulunmus.
2008 yilinda YBU’de imipenem %50, meropenem %66,6 direngli; tiim Orneklerde
imipenem %39,3 meropenem %53,2 direngli bulunmus. 2009 yilinda YBU’de
imipenem %73,9, meropenem %87,3 direngli; tiim Orneklerde imipenem % 64
meropenem %77,3 direngli, 2010 yilinda ise YBU’de imipenem %77,5, meropenem
%85,8 direngli; tim Orneklerde ise imipenem %74 meropenem %80,3 direngli
bulunmustur. Diger antibiyotiklerin yillara gore diren¢ degisimine bakildiginda
netilmisin %7,1’den %60,2’ye ¢iktig1, tobramisinin %38,1-%40,2 ve %19 gibi yillara
gore farkli direng oranlari gosterdigi tespit edilmistir, tigesikline direncini ise sadece
2010 yillinda %5,5 oraninda elde etmislerdir.

Benzer bir ¢alismada Konya’dan Kurtoglu ve ark. (126) 2008-2010 yillart
arasinda izole ettikler A.baumannii suslarinda 2008 yilinda imipenem %350, meropenem
%353 direngli; 2009 yilinda imipenem ve meropenem %66 diren¢ orani ile esit; 2010
yilinda ise imipenem ve meropenem %83 direngli bulunmus ve 2010 yilina gelindiginde
direng artis1 meydana geldigi tespit edilmistir. Calismada bildirilen diger antibiyotikler
arasindaki diren¢ oranlarinin sefaperazon-sulbaktamin %]11°den %42’ye, tetrasiklinin

%353’ten %86’ya ¢iktigt ve ilging olarak amikasinin %71°den %44’e distigi
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bildirilmistir, tigeksiklin ve kolistin i¢in bildirdikleri toplam direng¢ oranlar1 ise sirasiyla
%16 ve %S5’tir.

Eskisehir’den Alpat ve ark. (127) 2006-2007 yillar1 arasinda izole ettikleri
A.baumanii suslarinda imipenem igin (%18,9 orta derece duyarh, %43,2 direngli)
%62,1, meropenem i¢in (%10,3 orta derece duyarli, %64,4 direngli) %74,7 direng orani
tespit etmisler ve tigesiklini %100 duyarli bulmuslardir. Gaziantep’ten Akin ve ark.
(122) 2006-2008 yillarinda izole ettikleri 200 A.baumannii susunda imipenem (%2 orta
duyarli, % 53,5 direncli) %55,5 ve meropenem (%5 orta duyarli, 45,5 direngli) %50,5
diren¢ bildirmislerdir, tigeksiklin i¢in %12,6, kolistin i¢in %3,2 diren¢ orani tespit
etmiglerdir. Van’dan Cikman ve ark.(128) %50 imipenem direnci ve %14 tigesiklin
direnci tespit etmisler, tetrasiklini %81 duyarli bulmuslardir. Ulkemizden bildirilen
HITIT 2 surveyans calismasinda A.baumannii suslarinin antimikrobiyallere yiiksek
direng gosterdigi ve en etkili antibiyotiklerin sefaperazon-sulbaktam (%52 direngli) ve
imipenem (%55,5 direngli) oldugu belirtilmistir (129). Ulusal verilere gore iilkemizdeki
karbapenem direngli A. baumannii oranlari; 2008 yilinda 59 birimin ortalamas: %47,
2009 yilinda 95 birimin ortalamasi %62,8, 2010 yilinda 130 birimin ortalamas1 %69
direngli olarak tespit edilmistir (130, 131). Bizim ¢alismamizda, karbapenem grubu
antibiyotiklerde imipenem (%96 direngli, %1,3 orta duyarl) %97,3 ve meropenem
(%94,6 direngli, %2,7 orta duyarli) %97,3 direngli bulundu. Tigesiklin (%34,7 orta
duyarli) % 34,7 direncli bulunurken kolistin direnci saptanmadi.

Yurtdisindan bildirilen yayinlara baktigimizda, Japonya’da 2009 yilinda elde
edilen A.baumannii suslarinda meropenem %18, siprofloksasin %41, amikasin %14
diren¢li bulunmus ve suslarin % 4,3’ti MDR olarak tespit edilmistir. Ayrica, biitiin
suslarda PB-laktamaz simif B, D ve ISAbal genleri; karbapenem direngli suslarda ise
blaoxa-51-like karbapenemaz ve ISAbal genleri tespit edilmistir (132).

Kore’den bildirilen bir ¢alismada Lee ve ark. (133) A.baumannii suslarinda 2003
yilinda imipenem i¢in %13 direng tespit ederken, 2009 yilinda direncin %51°e ¢iktigim
bildirmislerdir. Ancak, amikasin direncini 2003 yilinda %55, 2009 yilinda %48 olarak
saptamiglardir.

Hindistan’da 2008-2010 yilinda izole edilen A.baumannii suslarinda %89,6

oraninda imipenem ve meropenem direnci tespit edilmistir. Ayrica, polimiksin B igin
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%1,9, kolistin i¢in % 1,2 ve tigesiklin i¢in %74 oraninda direng tespit edilmis ve diger
antibiyotikler i¢in de yiiksek direng oranlar bildirilmistir (134).

2012 yilinda bildirilen Asya-Pasifik bolgesinde 5 iilkeyi kapsayan ve
karbapenemlerin karsilagtirmali aktivitesinin incelendigi (COMPACT) c¢alismada,
A.baumannii suglarin %73’ en az bir karbapeneme (doripenem, imipenem,
meropenem) direngli bulunurken Enterobacteriaceae ailesinde bakteriler biitiin
karbapenemlere %97,2 oraninda duyarli bulunmustur (135). Iran’dan 2007-2009
yillarinda elde edilen A.baumannii suslarinda imipenem direnci %19, amikasin direnci
% 58 ve gentamisin direnci % 68 olarak tespit edilmistir (136).

Latin Amerika’da 2004-2010 yillart arasinda 12 iilkeyi kapsayan c¢alismada
Gram negatif bakterilerin antimikrobiyal duyarlilik degerleri aragtirilmis. A.baumannii
suslarinda meropenem direnci 1499 susta (%5.5 orta duyarli, %60,6 direngli) % 66,1,
imipenem direnci ise 307 susta (%3,9 orta duyarli, 33,6 direngli) %37,5 oraninda tespit
edilmistir. Calismada %89,4 duyarlilik orani ile minosiklin en etkili antimikrobiyal
olarak bulunmustur (137).

Israil’den bildirilen bir calismada 2003-2008 yillar1 arasindaki A.baumannii
antimikrobiyal duyarlilik oranlarinda imipenem 2003 yilinda %99 oraninda duyarli
bulunurken, 2007°de %65 oraninda duyarli, 2008’de ise %42 duyarlilik ile artan bir
diren¢ oran1 gostermistir. Ayrica, amikasin duyarliligi %90’dan %30’a, ampisilin-
sulbaktam duyarliligi %89’dan %40’a gerileyerek diren¢ oranlari artmistir. Ancak,
calismada tobramisin duyarliligi ilging olarak % 41°den % 65’e ¢ikarak diren¢ oraninda
azalma bildirilmistir. Yine ayni calismada 2008 yilinda izole edilen 348 MDR
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 (138).

SENTRY global antimikrobiyal surveyans programi 2001-2004 sonucuna gore
A.baumannii suslarinda imipenem %217 ve meropenem %]15,8 direngli bulunmustur,
karbapenemlerin disindaki antibiyotiklere bakildiginda amikasin %35,8 direng orani ile
etkili antibiyotik olarak tespit edilmistir. Sonuglarin bdlgelere gore dagilimina
bakildiginda Avrupa’da imipenem %73,7, meropenem %70,4 duyarl;; Kuzey
Amerika’da imipenem %89,4, meropenem %83,7 duyarli; Latin Amerika’da imipenem
%86,4, meropenem 83,6 duyarli; Asya-Pasifik’te imipenem %73,7, meropenem %73

duyarli bulunmustur. Karbapenemler disindaki en etkili bulunan antibiyotik Kuzey
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Amerika’da ve Asya-Pasifikte amikasin (%83,2; %64) olmustur. SENTRY surveyans
sistemi sonucunda polimiksin duyarliligt Asya-Pasifik’te %98,1, Avrupa’da %97,3,
Latin Amerika’da ve Kuzey Amerika’da %98,3 olarak bulunurken; global oran %97,9
duyarlilik orani ile etkili bulunmustur (139). Avrupa’da 30 merkezi i¢eren surveyans
calismasinda %2,7 polimiksin B direnci bildirilmistir (140).

Yunanistan’da 2004-2009 yillar1 arasinda izole edilen MDR Gram negatif
mikroorganizmalarin %11,9’unun A.baumannii suslari oldugu ve bu suslarin sadece
kolisine (%94) duyarli oldugu bildirilmistir (141).

Bildirilen antimikrobiyal duyarlilik g¢alismalarina baktigimizda A.baumannii
suslar1 i¢in 2000°1i yillarin basinda etkili olan antibiyotiklerde, 6zellikle son yillarda
(2009-2011 yillar1) Dbiitiin antimikrobiyal gruplarda diren¢ oranlarinin artis egilimi
gosterdigi tespit edildi. Karbapenem direnci, iilkelere ve hastanelere gore degisik
oranlar sergilesede, son donemdeki g¢alismalarda direng oranlarimin oldukg¢a yiiksek
seviyeye ulastigi goriilmektedir. Bu durumun, MDR A.baumannii suslarinin oranlarinin
arttigini; tigesiklin ve kolistin gibi antibiyotiklerin daha sik kullanildigina bir gosterge
oldugunu diisiindiirmektedir. Ayrica, son yillarda bildirilen ¢aligmalarda tigesiklin
direncinde de artma egilimi oldugu goriilmektedir.

Acinetobacter baumannii suslarinin antimikrobiyal ajanlara direng gelistirmesini
sahip oldugu diren¢ mekanizmasi ve direng gelistirme kapasitesi ile agiklayabiliriz.
Acinetobacter baumannii, beta laktamazlar ile, penisilin baglayan proteinlerin (PBPS)
degisimi ile, disa atim pompasi aktivitesiyle B-laktam antibiyotiklere direng saglar
(142).

A.baumannii suslarinda B simifi B-laktamazlari olusturan metallo-B-laktamazlar,
(VIM-, IMP- ve SIM- tipleri) karbapenemlere ve aztreonam harig, biitiin f-laktam grubu
antibiyotiklere direng sunar (104).

Kromozomal (AmpC) ADC-tip B-laktamazlar, etkin promotor saglayan ISAbal
sekansinin insersiyonu ile B-laktamaz sentezini arttirarak sefalosporin direncine neden
olur. Sefalosporinazlar penisilinleri ve sefalosporinleri hidroliz edebilirken; sefepim ve
karbapenemlere etkisizdir (104, 142). A.baumannii suslarinin sahip oldugu OXA B-
laktamazlar ile aminopenisilinleri ve karboksipenisilinleri hidroliz eder. OXA tip
karbapenemazlar OXA23 (ARI-1), OXA24, OXA51 ve OXA58 A.baumannii suslarini
karbapenemlere direngli hale getirir (143).
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A.baumannii i¢in tipik olan ve kromozomal genlerle kodlanan direng sistemi
AdeABC-disa atim sistemidir. AdeABC-disa atim pompasi genis spektrumlu etki
ederek tetrasiklinler, aminoglikozidler, florokinolonlar, kloromfenikol, tigesiklin ve bazi
B-laktamlara kars1 direng saglar (103,142). DNA giraz ve topoizomeraz IV enzimlerini
kodlayan gyrA ve parC genlerindeki spesifik nokta mutasyonlar sonucu A.baumannii
kinolonlara karsi direngli hale gelebilir (100). Malezya’dan bildirilen bir ¢alismada
karbapenemlere ve polimiksine direngli A.baumannii AC12 susunun genom sekansi
analiz edilmis ve antibiyotik direncinde rol alan adeABC, blaTEM, tetA, aphAl, and
uppP gibi cesitli genler, kolistin ve diger polimiksinlerin direncinde rol alan proteinleri
kodlayan pmrCAB operonu bulundugunu bildirilmistir (144).

Acinetobacter’ler de ¢oklu ilag direncine sahip (multidrug resistance, MDR)
suglar i¢in yapilan tanim, 3 ya da daha fazla (genis spektrumlu penisilinler,
sefalosporinler, p-laktam/B-laktamaz inhibitor kombinasyonlari, florokinolonlar,
karbapenemler, aminoglikozidler) antibiyotik sinifina direngli suslar1 belirtmek igin
kullanilir. Coklu ilag direnci goriilen A.baumannii suslarinda tedavi segenegi tigesiklin
ve kolistin ile smurhidir (11, 138, 140). Tigesiklin, MDR A.baumannii suslarinin bir
kismma in vitro olarak etkili yeni bir glisiklin antibiyotiktir. Fakat, son yillarda
tigesikline de direng gelismistir. Ayrica bazi Acinetobacter salginlarinda ¢ogu izolatin
tigesikline duyarli olmadigi bildirilmistir (11, 78). MDR Acinetobacter baumannii
suslarinda en aktif ajanlar polimiksin grubundaki polimiksin B ve polimiksin E
(kolistin)’dir (11). 1960 ve 1970’lerde Kklinisyenler, polimiksinleri norotoksik ve
nefrotoksik etkilerinden dolay1 birakmislardir. Gram negatif basillerde ¢oklu ilag direnci
gelisimi, son yillarda polimiksinleri tekrar kullanima getirmistir; yapilan ¢aligmalarda
farkli ila¢ formulasyonlari, daha diisiik doz ve yogun bakim takibinin iyi olmasi
sayesinde toksisite azaltilmistir (11, 72).

Lokal duyarlhilik testleri sonucu elde edilen ¢oklu dirence sahip izolatlarin
genotiplendirme testleri ile klon karsilagtirmasi yapilmamis ise, epidemiyolojik olarak
baskin MDR suslari, direng seviyesini arttirma egilimindedir (94). Bizim
calismamizdaki suslarin  %97’si ¢oklu ilag direncine sahip suslardi ve direng oranlar
oldukca yiiksekti.

Antibiyotipleme sonuglar1 bize MDR Acinetobacter suslarinin hastane salgina

neden olabilecegi uyarisint verse de; suslar arasindaki farkliliklar1 ayirt etmede yeterli
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degildir. Bu yiizden plazmit profili, ribotiplendirme, PFGE ya da PCR bazh
genotiplendirme yontemlerinden birini  kullanilarak nozokomiyal Acinetobacter
salginlar1 arastiritlmalidir (145).

PFGE molekiiler tiplendirme metodlar1 arasinda altin standart olarak kabul edilir
ve bircok bakteri tiirliniin tiplendirilmesinde kullanilabilen bir metottur. Ayrim giicii
cok iyidir.  Protokol ve yorumlama standardizasyonu olmasi, PFGE yontemini
laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirligi olan bir yontem haline getirmektedir. Ancak,
tiplendirme sonuglarinin elde edilmesi i¢in 2-4 giin gibi bir siire gerektirmesi 6nemli bir
dezavantajidir (146). Molekiiler yontemlerle ¢alisma kapasitesine sahip laboratuarlar
gerekli ekipmana ve egitilmis personele sahip olmalarindan dolayr PCR bazli metotlar
cazip hale gelmektedir. Bu yontemler PFGE’ye gore daha hizli, daha kolay
uygulanabilen ve daha ucuz yontemlerdir (146).

Bou ve ark. (145) Ispanya’dan bildirdikleri ¢alismada, klinik &rneklerden izole
ettikleri 30 imipenem direngli A.baumannii (IMRAB) ile 10 imipenem duyarl
A.baumannii (IMSAB) suslarinda klonal iliskiyi arastirmak i¢in Rep-PCR, AP-PCR ve
PFGE yontemlerini kullanmiglar; Rep-PCR ve AP-PCR yontemlerini referans yontem
olan PFGE ile karsilagtirmiglardir. Her {i¢ yontem ile de direngli suslar1 klonal olarak
iligkili bulunmustur. Salgin doneminde izole edilen 3 duyarli sus AP-PCR yontemi
sonucunda direngli suslarla ayn1 klonda yer alirken; PFGE ve Rep-PCR sonucunda
direngli gruptan farkli bant paterni olusturmus, ancak; direngli gruba gore sirasiyla 3 ve
6 banttan daha az fark olustugu igin elde salgin grubu ile iliskili bulunmus. OMP analizi
sonucunda direngli suslarin porin proteinlerinde azalma oldugu tespit edilmistir.
Calismaya gore Rep-PCR yonteminin PFGE yontemi ile uyumlu sonug verdigi ve ayrim
gliciinin AP-PCR’dan daha yiiksek oldugu belirtilmistir. Ayrica, salgin ile ilgili
belirtilen hipotez ise salgina neden olan susun baska bir hastanede tedavi olan bir
hastanin yogun bakim iinitesine transfer olmasi ile tagindigr ve yayildigi seklindedir
(145).

Rep-PCR yontemi son yillarda Diversilab sistemi ile otomatik formata adapte
edilmistir. Bu sayede veri hazirlama, raporlama ve arsivleme kolayligi saglanmistir
(147) Fontana ve ark. (147) italya’dan bildirdikleri calismada, 11 aylik dénemde, yogun
bakim {initesinde yatan 13 hastadan elde ettikleri 56 A.baumannii susunu ve gevre

orneklerinden izole ettikleri 15 A.baumannii susunu Rep-PCR Diversilab sistemi ile
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%97 ve lzeri benzerlik oraninda alt klon olarak tanimlamislardir. Klonal iliski elde
edilen izolatlarin ilk izolasyonu bagka bir hastaneden yogun bakima transfer edilen bir
hastadan oldugu ve ¢apraz bulasla patojenin yayildig1 belirtilmistir. Ayrica, arastiricilar,
ayni izolatlar1 f-AFLP yontemi ile tiplendirdiklerinde de benzer sonuglarin elde
edildigini bildirmislerdir (147).

Hollanda’dan (148) bidirilen bir ¢alismada 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 ayni1 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 yontemi
Acinetobacter salgmlarinin arastirmasinda uyumlu sonug¢ verdigi ve Diversilab
sisteminin salgin tespitinde kullanilabilecegi belirtilmistir (148).

Avusturya’dan bildirilen bir ¢alismada, 31 A.baumannii susu Rep-PCR
Diversilab sistemi ve PFGE yontemi ile tiplendirilmis, elde edilen sonuclar
karsilagtirildiginda iki yontemin birbiri ile %100 uyumlu sonug verdigi belirtilmistir.
Iki farkli cerrahi yogun bakim iinitesinden elde edilen 11 MDR A. baumannii susunun
%97 ve lizeri (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
(149).

Belgika’dan bildirilen bir ¢aligmada, Yunanistan’dan Belgika’daki tiniversite
hastanesine transfer edilen 2 travmali hastanin MDR A. baumannii tasidigi tespit
edilmistir. Sonraki 11 aylik periyotta MDR karbapenem direngli A.baumannii suslar1 26
hastanin klinik 6rneginden izole edilmis ve 24 solunum yolu 6rnegi pozitif bulunmustur
(150).

Amerika Birlesik Devletleri'nde Sikago sehrinden ve Indiana eyaletinin kuzey
bat1 bolgesindeki 8 merkezden elde edilen, 100 A.baumannii susunun (42 izolat yiiksek
karbapenem direncine sahip; 8 sus gevre Orneklerinden izole edilmis) PFGE ile

tiplendirilmesi sonucunda %97’sinin ayn1 klona ait monoklonal, tek sus salginina neden
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oldugu gosterilmistir ve Acinetobacter’lerin genis cografik dagilim gosteren salginlara
neden olabildigi bildirilmistir (78).

Fransa’da MDR A.baumannii epidemisinde Nisan 2003 ile Haziran 2004
tarihleri arasinda 15 farkli bolgeye ait 53 hastaneden 290 A.baumannii susu elde
edilmis ve PFGE yontemi ile klonal iliskileri arastirilmustir. izolatlarin (275) % 95’inin
VEB-1 genis spektrumlu B-laktamaz aktivitesine sahip oldugu ve epidemik olarak
iliskili oldugu tespit edilmistir. Epidemiye neden olan suslarin 2001 yilinda salgina
neden olan VEB-1 pozitif AYE suslari ile klonal iligkili oldugu ve bazi hastanelerde bu
klona ait suslarin endemik olarak goriildiigii bildirilmistir (79).

Bu caligmada Rep-PCR yontemi, cesitli klinik Orneklerden izole edilen
Acinetobacter suslar1 arasindaki klonal iliskiyi ortaya koymak amaciyla kullanildi.
Aragtirmamizda, Acinetobacter suslarinin klonal yakinliklar1 incelendiginde, iki ana
klon (A ve B) olmak tizere 8 farkli klon elde edildi ve A ana klonunun hakim tip (n=54;
%72) oldugu saptandi. Klonal iliskili suslar, solunum yolu 6rneklerinden izole edilen
bakterilerin %73 (19/26)’tinti ve kan Kkiiltiirii izolatlarmin %77 (14/18)’sini
icermektedir. Klondaki ilk suslar 09.10.2011 tarihinde 2 hastanin trakeal aspirat
kiiltiirtinden izole edilmistir. Hastalardan biri reanimasyon tinitesinde digeri ise genel
cerrahi servisinde yatan hastalardir. Klondaki son sus ise 20.05.2012 tarihinde yine
reanimasyon tiinitesinde yatan bir hastanin trakeal aspirat kiiltiiriinden izole edildi. A
klonu, reanimasyon YBU’den elde edilen &rneklerin % 71(20/28)’inden, cerrahi
servisinden gonderilen 6rneklerin %70 (7/10)’inden ve dahiliye YBU 6rneklerinin (6/6)
tamamindan izole edilmistir. %97 benzerlik oraniyla ayirt edilemez benzerlik profiline
sahip A4 alt klonu 41 sus ile hastanemizde biiyiik bir salgin kiimesinin varligini ortaya
koymustur ve bu kiime ¢alismanin yapildig1 8 ay boyunca hastalardan izole edilmistir.

Cin’den bildirilen bir ¢aligmada, bir klonun 6 y1l boyunca devamlilik gosterdigi
tespit edilmistir, ayrica bu klona ait suslar ii¢ farkli sehirdeki 3 hastaneden elde edilen
suslarla klonal iligkili bulunmustur (151).

Malatya’dan bildirilen bir ¢calismada PFGE yontemiyle 131 Acinetobacter susu
degerlendirilmistir. PFGE sonucunda suslarin 82 (%62,6)’sinin kiime i¢inde yer aldig1
ve 15 kiime olustugu tespit edilmistir. Kiimelerdeki suslarin 2-27 arasinda degistigi ve
tiplendirilen suslarin %72,3’iiniin klonal yonden iliskili oldugu belirlenmistir. Ayrica

Acinetobacter suslarinin 27 aya kadar hastane ortaminda kaldig: belirtilmistir (152).
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Edirne’den bildirilen bir ¢alisma’da imipenem direngli 59 Acinetobacter susu
PFGE ile tiplendirildiginde biitiin suslarin klonal yonden iligkili oldugu ve 4 alt klon
elde edildigi belirtilmistir. Klonlarin siklikla reanimasyon {initesinde toplandigi tespit
edilmistir (153).

Calismamizda ikinci hakim klon olarak belirlenen B klonu 13 (%17,3) sus
icermektedir ve B klonu da 8 boyunca hastanede varligini siirdiirmiistiir. Bu durum
hastanemizde ciddi bir ¢apraz bulas oldugunu ortaya koymaktadir. Elde edilen veriler,
Acinetobacter suslarinin hastane igerisinde kolayca yayildigini ve uzun siire varligini
sirdlirdigiinii gostermektedir. Ayni klona ait izolatlarin farkli antibiyotik paterni
gostermeleri ya da farkli klonlardaki izolatlarin ayni direng paternine sahip olmalari,
direncin porin proteinleri mutasyonlari ile ya da plazmit aracilig1 ile kazanilmasindan
kaynaklanabilir (79).

D1s merkezden transfer edilen 3 hastandan 2’sinin izolatlart A klonu igerisinde
kiime olusturdugu goriilmiistiir. Bu suslardan birisi A4 alt klonunda digeri ise AS
klonunda yer almistir. Salginla iligkili bulunan bu izolatlar, hastalar hastaneye
basvurduktan sonra ¢apraz kontaminasyonla bulasmis olabilir ya da hastaneler arasi
hasta transferler sonucu bakteriler tasinarak merkezler aras1 yayilim gdstermis olabilir.
Ucgiincii hastanin izolat1 ise salgma neden olan ana klonlardan bagimsiz olarak C
klonunda kiime olusturmustur.

Sonug olarak, elde ettigimiz verilere gore hastanemizdeki Acinetobacter
enfeksiyonlarmin ya da hasta kontaminasyonlarin siklikla ayni klona ait suslar
tarafindan gerceklestirildigi ortaya konmustur. Servisler arasinda ya da servis ve yogun
bakim finiteleri arasinda hasta transferlerinin sik olmasi Acinetobacter klonlarinin
yayilmasini arttirmaktadir. A ve B klonuna ait izolatlarin 8 ay boyunca hastanemizde
yaygin oldugu ozellikle yogun bakim {initelerinde bulundugu tespit edilmistir. Klonal
iliskiyi arastirmak i¢in kullandigimiz Rep-PCR Diversilab sistemi epidemiyolojik
caligmalarda klonal iliskili izolatlarin yakinligini belirlemede; klonal olarak birbirinden
uzak suslar1 ayirmada basarili oldugu diistiniilmiistiir. Salginlarin erken tespit edilmesi,

patojenlerin yayilmadan gerekli 6nlemlerin alinmasi i¢in 6nemlidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, yaptigimiz bu ¢alisma ile hastanemizdeki Acinetobacter suslarinin
direncini, farkli servislerden ve yogun bakim iinitelerinden izole edilen suglarin klon
dagilimini tespit ettik. Rep-PCR analizi ile bu ¢alismanin yapildig: 8 aylik siire boyunca
ayni A.baumannii susuna ait klonlarin hastane enfeksiyonlarmma neden oldugunu ve
Ozellikle yogun bakim finitelerinde bu klona ait suslarin kiimelendigini tespit ettik.
Hastanemizden izole edilen Acinetobacter suslar1 arasinda yiiksek oranda antibiyotik
direnci bulunmasi, 6zellikle ¢ok ilaca direngli MDR suslarinin yaygin olmasi dikkat
cekicidir. Calismadaki suslar arasinda kolistin direncinin goriilmemesi olumlu bir veri
olarak diisliniilmektedir. Elde edilen klonlara gore hastalar arasi suglarin bulag
derecesinin yiiksek oldugu ve ayni klonun hastanede ortaminda uzun siire kalabildigi
goriilmektedir. Yaptigimiz molekiiler tiplendirme ile hastanemizde daha etkili bir
korunma ve kontrol 6nlemlerinin alinmasi gerekliligi ortaya konulmustur.

Daha sonra yapilacak ¢alismalar ile hastanedeki direng profili ve Acinetobacter
klonlarinin dagilimi izlenmeli ve onceki klonlar ile karsilastirarak endemik klonlarin
olusmasi1 engellenmelidir.

Molekiiler tiplendirme yontemleri rutin uygulamada kullanimi, genellikle bu
yontemlerin uzun zaman almasi, yogun emek gerektirmesi ve maliyetinin yliksek
olmasindan dolayr yaygin degildir. Rep-PCR Diversilab yontemi uygulamasi kolay,
zaman yoniinden diger yontemlere gore daha kisa siirede sonug verebilen bir yontemdir,
sonuglarin degerlendirilmesi ve klonlarin yorumlanmasi Kolaydir. Ayrica, elde edilen
verilerin veritaban1 olusturularak sonraki calismalarla karsilagtirilma imkani vardir.

Ancak, maliyetinin yiiksek olmas1 dnemli bir dezavantajdir.
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