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OZET

SIVAS CUMHURIYET UNIVERSITESI HASTANESI’NDE
YATAN HASTALARDAN iZOLE EDIiLEN ACINETOBACTER BAUMANNII
IZOLATLARININ KLONAL iLiSKiLERININ DEGERLENDIRILMESI
Seher DURUKAN
Yiiksek Lisans Tezi
Tibbi Mikrobiyoloji Ana Bilim Dah
Damisman: Do¢. Dr. Cem CELIK
2019, 119 sayfa

Hastanede yatan hastalarin kolonizasyon ve enfeksiyonundadcinetobacter
tiirlerinin 6nemli bir rol oynadig1 bilinmektedir. Ozellikle Acinetobacter baumannii
hastane ortaminda ve genellikle yogun bakim iinitelerinde mortalite ve
morbiditeartisina  sebep olan, hastane kokenli enfeksiyonlarm en Onemli
nedenlerindendir. Gram negatif, non-fermentatif, oksidaz negatif, aerobik kokobasil
ozellikte olan Acinetobacter baumannii, bakteriyemi, pnOmoni, idrar yolu
enfeksiyonu, yara enfeksiyonu ve menenjit gibigesitli firsat¢1 enfeksiyonlardan izole
edilmektedir. Giinlimiizde nozokomiyal Acinetobacterbaumannii nedeniyle olusan
enfeksiyonlarindaki en 6nemli problem, mevcut tiim antibiyotiklere direng suslarmin

bulunmas1 ve bu direng oranlarinin giderek artis egilimde olmasidir.

Bu calismada SivasCumhuriyet Universitesi Hastanesi’nde Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na 2012-2018 tarihleri igerisinde hastanenin farkli servis ve
yogunbakimlarindan gonderilen ve kiiltiirlerindeAcinetobacter iireyen 179 hastaya ait
cesitli klinik 6rnektenelde edilen izolatlarin, klonal iligkilerininve antimikrobiyallere

diren¢ durumlarinin degerlendirilmesi amaglanmistir.

Calismaya dahil edilen A. baumannii izolatlarinin  tanimlanmasi,
Mikrobiyoloji laboratuvarmca Microflex LT MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics,
Almanya) cihazi kullanilarak matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon
ucus zamani kiitle spektrometresi yontemi ile yapilmistir. Tanimlanan suslarin
antimikrobiyal duyarlilik testleri ise Phoenix 100® (Becton Dickinson, ABD) cihazi
kullanilarak, Gram negatif test panelleri (NMIC/ID-82® ve UNMIC/ID-83®, Becton
Dickinson, ABD) kullanilarak Mikrobiyoloji laboratuarinda yapilmistir. Bu sonuglar



laboratuvar veri kayit sisteminden geriye doniik olarak elde edilmistir.
Acinetobacterizolatlarinin  klonal iliskisi ve epidemiyolojik tiplendirmeleri ise

repetitive extragenic palindromic (REP)-PCR yontemi kullanilarak yapilmistir.

Calismada kullanilan antimikrobiyal ajanlar trimetoprim/siilfametaksazol,
amikasin, gentamisin, imipenem, meropenem, siprofloksasin, sefepim ve kolistin
antibiyotikleridir. 2012-2018 yillart icerisinde direng durumlarini
degerlendirdigimizde Kolistin i¢cin % 4.4, Trimetoprim-siilfametoksazol i¢cin %88.2,
Amikasin i¢in %88.8, Gentamisin i¢in %97.7, Sefepim icin %98.3 ve Imipenem,
Meropenem ve Siprofloksasin i¢in ise %100 direng oranlar1 tespit edilmistir.179
A.baumannii 1zolatindan, kalite ve kantite tayinleri uygun oldugu goriilen toplam 132
DNA 06rnegi rep-PZR uygulamalar1 i¢in se¢ilmis, bunlar icerisinded. baumannii’ye
ait 24 Cluster (Kiime) tespit edilmistir. Gruplar igerisinde Cluster 8, Cluster 15 ve
Cluster 24 baskin gruplar olarak tespit edilmistir.

Sonug olarak g¢alismamizda klonal iliskileri degerlendirilen ve ¢oklu ilag
direncine sahipA. baumannii izolatlarinin hastanemizde de yaygin olarak goriildiigii
tespit edilmistir. Bu bakterinin sahip oldugu direng profillerine ve klonal iliskilerine
yonelikelde ettigimiz verilerin Sivas Cumhuriyet Universitesi Hastanesi’nde ileriye
yonelik arastirmalarveenfeksiyon tedavi yontemleri agisindan faydali olabilecegi
disiiniilmektedir. Ayrica hastanemizde bucalismanin devami olarak direng
mekanizmalarminarastirilmasi,hastalara yonelik risk faktorlerinin belirlenmesi ve
epidemiyolojik verilerin daha kapsamli bir sekilde ortaya konmasmin da mortalite ve

morbiditeyi azaltmasi agisindan yararli olacagmi diisiiniiyoruz.

Anahtar Kelimeler:Sivas, 4. baumannii, Hastane Enfeksiyonu, Antibiyotik

Direnci, Klonal iliski
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ABSTRACT

EVALUATION OF CLINICAL RELATIONSHIPS OF THE
ACINETOBACTER BAUMANNI ISOLATES ISOLATED FROM
INPATIENTS IN SIVAS CUMHURIYET UNIVERSITY HOSPITAL

Seher DURUKAN
Master Thesis
Department of Medical Microbiology
Advisor: Do¢. Dr. Cem CELIK
2019, 119 pages
Acinetobacter species are known to play an important role in colonization and
infection of hospitalized patients. Especially, Acinetobacter baumannii is one of the
most important causes of hospital-acquired infections that cause increased mortality
and morbidity in the hospital environment and usually in intensive care units.
Acinetobacter baumannii which has the feature of gram negative, non-fermentative,
oxidase negative, aerobic cocobasil is isolated from various opportunistic infections
such as bacteremia, pneumonia, urinary tract infection, wound infection and
meningitis. Today, the most important problem in infections caused by nosocomial
Acinetobacter baumannii 1s the presence of resistance strains to all available

antibiotics and the increasing tendency of these resistance rates.

In this study, in Sivas Cumhuriyet University Hospital, evaluation of clonal
relations and resistance to antimicrobials of the isolates sent to the Microbiology
Laboratory between 2012 and 2018 from different service and intensive care units of
the hospital and obtained from various clinical samples belonging to 179 patients

who produce Acinetobacter in their cultures is aimed.

Identification of A. baumannii isolates included in the study, a matrix-assisted
laser using the device Microflex LT MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, Germany)
by Microbiology Laboratory was made by desorption / ionization flight time mass
spectrometry method. Antimicrobial susceptibility testing of identified strains using
the device of Phoenix 100® (Becton Dickinson, USA) and using Gram negative test
panels (NMIC / ID-82® and UNMIC / ID-83®, Becton Dickinson, USA) was made

in Microbiology Laboratory. These results were obtained retrospectively from
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laboratory data recording system. The clonal relationship and epidemiological typing
of Acinetobacter isolates were performed using the repetitive extragenic palindromic

(REP) -PCR method.

Antimicrobial agents used in the study are trimethoprim / sulfamethoxazole,
amikacin, gentamicin, imipenem, meropenem, ciprofloxacin, cefepime and colistin
antibiotics. When we evaluate the resistance status in 2012-2018, the rates of
resistance were determined 4.4% for colistin, 88.2% for trimethoprim-
sulfamethoxazole, 88.8% for Amikacin, 97.7% for Gentamicin, 98.3% for Cefepime
and 100% for Imipenem, Meropenem and Ciprofloxacin. A total of 132 DNA
samples from 4. baumannii isolate, which were found to be suitable for quality and
quantification, were selected for rep-PCR applications and 24 clusters belonging to
A. baumannii were identified . Cluster 8, Cluster 15 and Cluster 24 were determined

as predominant groups in these groups.

In conclusion, in our study, 4. baumannii isolates evaluated clonal
relationships and with multiple drug resistance were found commonly in our
hospital. It is thought that the data obtained for the resistance profiles and clonal
relationships of this bacterium may be useful for future research and infection
treatment methods at Sivas Cumhuriyet University Hospital. In addition, we believe
that investigating mechanisms of resistance as a continuation of this study in our
hospital, determining risk factors for patients and revealing epidemiological data

more extensively will reduce mortality and morbidity.

Keywords: Sivas, A. baumannii, Hospital Infection, Antibiotic Resistance,

Clonal Relationship
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1. GIRIS

1.1 Problemin Tanim ve Onemi

Saglik alanindaki gelismelere ragmen, giliniimiizde hastane ortaminda
gelisenenfeksiyonlar tiim diinya iilkelerini etkileyen ve giderek artan oranlarda tespit
edilen bir medikal problem olarak goze carpmaktadir[1-3]. Hem morbidite hem de
mortalite acisindan yliksek oranlara sahip olan hastane enfeksiyonlari, toplumda
gelisen enfeksiyonlarla karsilastirildiginda daha yaygin ve risk grubu yiiksek bir
sorun olarak degerlendirilmektedir. Saglk kuruluslarinin mevcut nozokomiyal
enfeksiyon oranlari, hastalarin bakim kalitesini ifade eden en 6nemli kriterlenden

biridir[3-4].

Hastanede yatan hastalarin kolonizasyon ve enfeksiyonundaAdcinetobacter
tirlerinin ~ 6nemli bir rol oynadig1 bilinmektedir[5,6]. Bu patojen
mikroorganizmalarim ve hastane ortammin nozokomiyal enfeksiyonlar i¢in 6nemli
bir risk faktorii olmasmin sebepleri arasinda travma, mekanik ventilasyon ve cerrahi
islemlerin gergeklestirilmesi gosterilebilir. Acinetobacter baumannii, yogun bakim
iiniteleri  basta olmak iizerchastallk ve Olim oranin1 arttiran, hastane
kokenlienfeksiyonlarm en 6nemli nedenlerindendir[1,6]. Ozellikle bakteriyemi,
pnomoni, yara enfeksiyonu, idrar yolu enfeksiyonu ve menenjit gibi Onemli

enfeksiyonlardan izole edilebilmektedir [7-9].

Acinetobacterbaumanniienfeksiyonlarminozokomiyal yonden 6nemli kilan en
onemli sorun, tiim antibiyotiklere direng gelistirebilen suslarmbulunmasi ve
antibiyotik diren¢ oranlarmin giderek artis egiliminde olmasidir[5,7].Yapilan
antibiyotik duyarhilik testleri sonucunda elde edilen ¢oklu ila¢ direncine sahip
suslarin genotiplendirme yontemleri ile klonal karsilastirma yapilmasi oldukca
onemlidir. Bu sayede yapilan arastirmalarenfeksiyon tedavi yoOntemlerinin

gelistirilmesi agisindan yarar saglayacakti[1,10,11].

1.2. Arastirmanin Amaci

Bu c¢alismada Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Uygulama ve

Arastirma Hastanesi yogun bakim iiniteleri ve ¢esitli servislerinde yatan hastalardan



izole edilen Acinetobacter baumannii izolatlarmin antibiyotik direng profillerinin ve
klonal iliskilerinin degerlendirilmesi amag¢lanmistir. Bu ama¢ dogrultusunda Sivas
Cumhuriyet Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi’nde 2012-2018 yillar
icerisinde Yogun Bakim Uniteleri (YBU) ve cesitli servislerde yatarak tedavi gdren
hastalarin Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilen cesitli 6rneklerinden izole edilen
Acinetobacter baumannii izolatlar1 ¢calismada degerlendirilmistir. Klinik 6rneklerde
ireyen Acinetobacter baumannii izolatlarinin antimikrobiyal duyarliliklar1 otomatize
sistem ile Epicenter veri analiz sisteminden geriye doniik olarak, klonal iliskileri ise
repetitive  extragenic  palindromic  (REP)-PCR  yontemi ile ¢alisilarak

degerlendirilmistir.

Yapilan klonal degerlendirme sonuglarmi klinik verilerle birlikte
degerlendirerek, Acinetobacter baumannii’nin sebep oldugu nazokomiyal
enfeksiyonlarin  epidemiyolojik  olarak  yorumlanmasma katki saglanmasi
amac¢lanmaktadir. Hastane ortaminda mevcut bulunan mikroorganizmalarin, direngli
izolatlar1 incelendiginde, gosterdikleri dagilimm klonal yonden iliski gostermesi,
enfeksiyon kontrol dnlemlerinin gerekliligi agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir. Rep-
PZR analizleri yapilan izolatlarn ortak atadan koken alan,farkli sebeplerle
birbirinden ayrilmis, ¢ok yakin iligkili suslar olduklar1 ortaya konuldugu takdirde
hastanede yatan hastalar i¢in tedavi segenekleri ve enfeksiyon kontrol onlemlerinin
artirilmas1 noktasmda yapilacak c¢alismalar icin Onemli bir veri saglamasi

amaclanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hastane Enfeksiyonlan

2.1.1. Hastane Enfeksiyonlarinin Tanim

Tiptaki gelismelerle birlikte hastane enfeksiyonlar1 giderek artan ve tiim
diinya tilkelerini ilgilendiren 6nemli bir saglik sorunu olarak kabul edilmektedir.
Onlenebilir enfeksiyonlar olan hastane enfeksiyonlari, maliyeti ve mortalitesinin
yiiksek olmasi sebebiyle son yillarda giderek 6nem kazanmistir[1]. Bunun yaninda
hastane enfeksiyonlar1 saglik hizmetleri kalitesi agisindan kritik bir rol oynamakta ve
saglik hizmetlerinden alinan sonuglarin olumsuz etkilenmesine neden olmaktadir

[2,3].

Hasta, hastaneye bagvurduktan sonra hastane ortaminda gelisenenfeksiyonlar
hastane enfeksiyonu olarakadlandirilmaktadir. Hasta, hastaneye yatis yaptig1 zaman
heniiz inkiibasyon donemi s6z konusu degilse veya o enfeksiyonun belirti ve
bulgular1 hastaneortaminda ortaya ¢ikmissa bu enfeksiyonlar hastane enfeksiyonu
olarak degerlendirilmektedir[12]. Hastane enfeksiyonlar1 yerine nozokomiyal
enfeksiyonlar deyimi de kullanilmaktadir. Hastay: takip eden hekimin veya cerrahin

enfeksiyon tanis1 koymasi yeterlidir [13].

2.1.2. Hastane Enfeksiyonlarinin Seyri ve Onemi

Hastane enfeksiyonlaricogunlukla hasta, hastaneye yatis yaptiktan 48-72 saat
icerisinde ya da taburcu olduktan sonraki 10 giin i¢inde olugmaktadir. Giiniimiizde
saglik alanindaki gelismelere ragmen yatan hastalarda enfeksiyonlarhem gelismis
hem de az gelismis iilkelerde olmak iizere tiim diinyada giderek artmaktadir. Bu
durumdan hastane c¢alisanlar1 da etkilenebilmektedir ve bdylece hastane
enfeksiyonlart hem hasta hem de halk saghigi icin bir yik olusturmaktadir
[12].Hastane kaynakli enfeksiyonlar hastalarda asagidaki sonuclara neden oldugu
icin 6nemlidir;

» yasam kalitesinin diismesi

» hastanede yatis siiresinin uzamasi

» ila¢ kullaniminin artmasi



fonksiyonel bozukluklar
duygusal stres

Olim

1s kaybina neden olmasi

izolasyon ihtiyac1 gerektirmesi

YV V. V V V V

ekstra laboratuvar ya da diger tan1 yontemlerinin kullanimai.

Siralanan bu etkenler sonucunda ekonomik yiik deartmaktadir. Ayrica hastane
enfeksiyonuna neden olan mikroorganizmalar maalesef hastaneden taburcu olan
hastalar, hastane calisanlar1 ya da ziyaretgiler yoluyla topluma da yayilabilmektedir.

[2,12].

Endemik diizey, bir hastaligin, hastane ortam1 ya da bir iilke gibi belirli bir
alanda, beklenen goriilme diizeyinde gerceklesmesidir ve hastane enfeksiyonlarmin
biiyiik boliimii bu gruba girer. Bir hastaligin, bir alanda ve belirli bir zaman diliminde
beklenenden fazla goriilmesi ise salgmm yani epidemik diizey olarak adlandirilir.
Salgin enfeksiyonlar, belirli ortak 6zellikleri nedeniyle kiimelesme gdstermektedir.
Epdemik enfeksiyonlar hastane ortaminda fazla goriilmemekle birlikte yine de

hastanede yasanan en 6nemli medikal sorunlari¢inde yer almaktadir [13].

Hastanelerdekienfeksiyon oranlar1 hastaneler,cografik bdlgeler ve tilkeler icin
de farklilik gostermektedir. Giliniimiizde bir¢ok saglik kurulusunda,enfeksiyon
kontrol komiteleri kurulmus ve bu komitelerce enfeksiyon oranlari izlenerek analiz
edilmektedir [14]. Bu analiz ve degerlendirmeler sonucunda her hastane igin
enfeksiyon oranlar1 belirlenerek yiliksek riske sahipbolim ve servisler tespit
edilmektedir. Boyleceher saglik kurulusu icin gerekli enfeksiyon kontrol 6nlemleri
alimmakta, saglik calisanlar1 i¢in egitim programlar1 diizenlenmekte ve hastanenin
gereksinimine gore yeniden diizenlenmektedir. Bu dogrultuda hastane enfeksiyonlar1
icin olusturulan kontrol Onlemlerinin basariya ulasmasi i¢in 6n kosul, hastane
enfeksiyonlar1 siirveyans programlarinin  uygulanmasidir. Bu programlarin
amacthastane enfeksiyon hizim1 en az diizeyde tutmak, olusabilecek salgimlari
onlemek ve kontrol edebilmektir. Bu ylizden hastanelerin silirveyans uygulamasi

zorunludur[1,14].



2.1.3. Sik Goriilen Enfeksiyonlar ve Nedenleri

Hastane enfeksiyonlarinin sik goriildiigii alanlardaki bazi enfeksiyon c¢esitleri

sOyle siralanabilir; [13].

e Uriner sistem enfeksiyonlari,

e (Cerrahi boliimenfeksiyonlari,

e Pnoémoni,

e Kan dolasim enfeksiyonlari,

e FEklem ve kemik enfeksiyonlari,

e Santral sistem enfeksiyonlari,

e Kardiyovaskiiler sistem enfeksiyonlari,
e Bogaz ve agiz enfeksiyonlari,

e G0z, kulak ve burun enfeksiyonlari,

e (Qastrointestinal sistem enfeksiyonlari,
e (Qenital sistem enfeksiyonlari,

e Sistemik enfeksiyonlar [13].

Hastanede yatan hastalarin kolonizasyon ve enfeksiyonundaAcinetobacter
tiirlerinin 6nemli bir rol oynadig1 bilinmektedir.Bu kolonizasyonda travma, cerrahi
islemler ve mekanik ventilasyon gibi sebeplerbu mikroorganizma i¢in nozokomiyal

enfeksiyonlarda onemli risk faktorleri olarak degerlendirilmektedir [5].

Yurtdisinda 75 tlkenin katildigi EPIC II ¢aligmasinda hastane enfeksiyonlar1
stralamas1 solunum yolu enfeksiyonlari, kan dolasim enfeksiyonlar1 ve iiriner sistem
enfeksiyonu (USE) olarak bildirilmistir. Hastane enfeksiyonlar: {izerine iilkemizde
yapilan arastirmalarda enfeksiyon sikligi a¢isindan en ¢ok pnoémoni, bakteriyemi ve

iist solunum yolu enfeksiyonu (USYE)goriildiigii bildirilmistir [14].

Son yillarda Ulkemizde hastane enfeksiyonlar1 ve risk etmenleri ile ilgili
bircok calisma yapilmaktadir. Yapilan c¢alismalarda hastanelere gore farklilik
gostermekle birlikte hastane enfeksiyonu oranmin %3.1 ile %14.1 arasinda oldugu
bildirilmistir. Hastane enfeksiyonlarinin en fazla goriildiigii yerler ise yogun bakim
iiniteleridir. Uygulanan invaziv girisim, kullanilan ilaglar ve kalig stireleri hastane

enfeksiyonunu etkilemektedir. Hastalar, durumlar1 nedeni ile yogun bakim



iinitelerinde birgok invaziv uygulamaya maruz kalmaktadwr. Her bir invaziv

uygulama ile enfeksiyon riski artmaktadir[15].

Hastane enfeksiyonlariiilkemizde de oldugu gibi tiim diinya tilkeleri i¢in de
onemli bir problem olarak goriilmektedir. 1970 yilindan itibaren Tiirkiye'de hastane
enfeksiyonlariyla ilgili yaynlar ve bu enfeksiyonlara olan ilgi giderek artmaya
baslamis ve son on yilda da oldukca hiz kazanmustir. Ulkemizde hastane
enfeksiyonlarinin kontrolii ile ilgili Enfeksiyon Kontrol Komitelerinin yapisina ve
isleyisine yonelik ilk yasal diizenlemeler 22/05/1974 tarihli 14893 sayili Resmi
Gazete ile “Tababet Uzmanlik YoOnetmeligi’nde yer almistir. Ayrica 13/01/1983
tarihli 17927 sayili Resmi Gazete (degisiklik 05/05/2005 tarih ve 25806 sayili Resmi
Gazete) de yer alan “Yatakhh Tedavi Kurumlar1 Isletme Yonetmeligi hazirlanmstir.
Ayrica saghk kuruluslarinca bir enfeksiyon komitesinin kurulmasi, bu komitenin
kimlerden olusacagi ve c¢alisma alanlarma iligkin hiikiimler Tababet Uzmanlik
Yonetmeligi’nde yer almaktadwr. Saglik Bakanligi biinyesinde baslatilmis olan
organize ¢alismalarm etkin bir sekilde isbirligi i¢indesiirdiiriilmesi neticesinde

hastane enfeksiyonlari ile miicadelede 6nemli gelismeler kaydedilecektir [12].

Nozokomiyalenfeksiyonun ilk gostergesi, genellikle klinik mikrobiyoloji
laboratuvarmnin rutin bir kiiltiir-idandifikasyon isleminin sonucudur. Bu sebeple
laboratuvar sonuglar1 hastanin tani ve tedavisi ile dogrudan ilgilenen hekim kadar
hastanede enfeksiyon kontroliinden sorumlu hekimi de ilgilendirir. Laboratuvarda
rutinde kullanilan standart islemler genellikle bu amac¢ igin yeterlidir, ancak
nozokomiyalenfeksiyonlarin tesbiti, arastirilmasi1 ve onlenmesinde bazi ek islem ve

deneyime ihtiya¢ duyulabilir [13,16].

2002 yilindaki verilere gore Diinya Saglik Orgiitii, hastanede yatarak tedavi
goren hastalarin % 10’unda hastane enfeksiyonu tespit edildigini agiklamistir.
Toplumda hastane enfeksiyonlarmin olumsuz etkilerinden bazilari, hastanede yatis
siiresinin uzamasi, kisilere ve saglik kuruluslarina ek maliyet getirmesi ve 0liimlere
neden olmasidir. Geligmis lilkelerde2000° 1i yillardan itibaren, c¢oklu antibiyotik
direnci olan gram negatif basillerin neden oldugu hastane enfeksiyonlar1 giderek
artan oranda goriilmektedir. Yapilan ¢alismalarda bu enfeksiyonlarin % 30’dan

fazlasmma gram negatif mikroorganizmalarin neden oldugunu ispatlanmistir[5].



Bakterilerde dirence sebep olan genlerin son yillarda ¢esitli mekanizmalar ile
bakterilerin genetik materyaline entegre olabildikleri tespit edilmistir. Bu duruma
neden olan 6zel site-spesifik rekombinasyon mekanizmalar: ile bakteriden bakteriye
direng genlerinin aktarildigi anlagilmistir. Bakterilerde bulunan ve integron adi
verilen hareketli DNA elemanlari izlenmistir. Bu elamanlar isetranspozonlar veya

plazmidler iizerinde yer alabilmektedirler[5].

Glinlimiizde enfeksiyon tedavisinde kullanilan antimikrobiyallerin ¢oguna
direng gosteren Acinetobacter tiirlerinin neden oldugu hastaliklarim tedavisinin
giderek daha da zor olacagi disiiniilmektedir. Ciinki genis spektrumlu
antibiyotiklerin asir1 kullanimi tedavileri giderek zorlastirmaktadir. Karbapenem gibi
genis spektrumlu bir beta-laktam antibiyotik grubundan olan ilaglara direng gelismesi
nedeniyledcinetobacterenteksiyonlarinda tedavi segeneklerigiderek kisitlanmaktadir

[5,17].

2.1.4. Yogun Bakim Unitelerinde Hastane Enfeksiyonu

Hastane enfeksiyonlarinin en fazla gorildiigii alanlar yogun bakim
iiniteleridir. Yogun bakim {initeleri, sahip oldugu 6zellikler agcisindanmultidisipliner
birimlerdir. Ciinkii fiziksel yapisi, teknik donanimmi ile gelismis teknolojik cihazlarin
kullanildig1 ve profesyonelsaglik ekiplerinin calistirilildigi birimlerdir. Ayricadzel
bakim ve siirekli izlem gerektiren hastalar ve ileri diizeyde yardim gerektiren
metabolik durumlar i¢in hazirlanmistir. Hastalarmm  bu  {initelerdeki yatis
siireleri,saglik hizmetlerine daha rahat ulasilmasi, tibbi teknoloji ve imkanlarin
gelismesi, YBU sayisinin  ve kalitesinin artmasi gibi sebeplerle uzamis
bulunmaktadir. YBU’deki yatis siireleri uzadik¢a hastaya uygulanan invazif
girisimler artmakta ve bunun sonucunda ise kateterle iliskili enfeksiyon ve
ventilatdrle iliskili pnomoni seviyesi degiderek yiikselmektedlr. YBU’de yatan
hastalarda enfeksiyonolusumu, tiim diinya iilkelerinde oldugu gibi Tirkiye’de de
morbidite, mortalite ve hastane maliyeti gibi etkenlerdede artisa sebep olmaktadir

[18].

Kliniklerde yatan hastalarda goriilen enfeksiyonlarm orani %5-10 iken,

YBU’lerindemaalesef bu oran%20-25 seviyelerine ¢ikmaktadir[19-21]. Hastaya



uygulanan girisimsel islemlerin bu {iinitelerde fazla olmasi asagidaki sebeplerle
ilgilidir.
Hastada baska ciddi hastaliklarin bulunmasi.

Bagisiklik sistemin zayiflamasi.

YV V V

Genis spektrumlu antibiyotiklerin kullanilmak zorunda kalinmasi.
» Hastanin, hastanede yatis siirelerinin artmig olmasi, bu oranin

yiikselmesinde etkili faktorlerdendir.

YBU’de goriilen saglik bakimiyla iliskili enfeksiyonlarmyaklasik yarisinin
Olimle  sonuclandi@i  bilinmektedir. Bu  sebeple enfeksiyonlarinortadan

kaldirilmasmin 6nemi deger kazanmaktadir [3].

Tiirkiye ve diger gelismekte olan iilkelerde en fazla gorilen YBU
enfeksiyonu etkenleri olarak Pseudomonas spp.,Acinetobacter spp.,S. aureus,
Klebsiella spp.veE. coligibi  mikroorganizmalar  belirtilmektedir. ~ Yapilan
calismalarda c¢ogunlukla gram-negatif bakteriler daha sonra ise gram-pozitif
bakteriler izole edilmektedir. Bu izole edilen patojenlerin arasinda ise en ¢oksirasiyla
A. baumannii, S. aureus ve E. coli oldugu goriilmiistiir. Son yillarda yapilan
arastirmalarda ise 4. baumannii’nin ilk sirada yer alan enfeksiyon etkeni oldugu

belirlenmistir[5,19].

Enfeksiyon varligi gerek hastalar gerekse kurumlar i¢in bir¢ok olumsuz
sonuca neden olmaktadir. Ornegin hastanin hastanede yatis siiresinin uzamasma
neden olarakilave tedaviler sonucunda maliyet artig1 gériilmektedir.Mevcut hastaligin
seyri kotiiye giderek hem morbidite hem de mortalitenin arttisina neden olmaktadir
[1,22].Uriner sistem enfeksiyonlar1 (USE) hastane yogun bakim birimlerinde en ¢ok
tespit edilen enfeksiyon etkeni oldugu iginiiriner katater (UK) takilmasive hasta
bakiminda hijyen kurallarma uyulmasi noktasinda daha dikkatli olunmasi
gerekmektedir. Hastanede uygulanan her medikal girisim i¢inizolasyon onlemlerine
onem gosterilmesi, el yikama, eldiven giyme gibi kurallara dikkat edilmelidir.
YBU’lerindetedavi gdren hastalar uzun siire hastanede kalmak zorunda olduklar1
icin, koruyucu amacgh kullanilan genis spektrumlu antibiyotik tercih edilmekte ve

bunun neticesinde girisimsel islemler daha ¢ok uygulanmaktadir. Bunun sonucunda



ozellikle YBU’de tedavi goren hastalarda diger birimlere gdre daha fazlave daha

direngli enfeksiyon oranlar1 gézlenmektedir[23].

Hastanelerde goriilen bu oran hastanede yatarak tedavi almakta olan
hastalarda %5-10 civarinda iken YBU’de %20-25’lere kadar arttig1 tespit
edilmistir[24,25]. Ozellikle bagisiklik sistemlerinin zayif olmasi sebebiyle erken
yenidoganlar, yashlar, akut ya da kronik hastaliklar1 sebebiyle tedavi goriip
enfeksiyonlara egilimi artmis hastalar, travma sonrasi1 gozlem altinda olanlar, kanser
tedavisi gormiis olanlar, beslenme bozuklugu yasayanlar ve genis ylizeyli yaniklara
sahip olan hastalarda hastane enfeksiyonlarina daha c¢ok rastlanmaktadir. Bu
hastalarda en ¢ok saptanan enfeksiyonlar ise USE, kateter enfeksiyonlari, ventilatdr

kullanimi1 sonucu gelisen enfeksiyonlarve cerrahi alan enfeksiyonlaridir [23].

Bakterilerin sahip oldugu dogal direncin yaninda gram negatiflerde
mutasyonlar ile olusan antibiyotik direncide olusabilmektedir. Bunun
sonucundadzellikle gram negatif bakterilerde ¢oklu antibiyotik direnci (CID) ortaya
citkmis ve Onemi giderek artan bir saglik sorunu haline gelmistir[26].Genis
spektrumlu antibiyotiklerin YBU’lerinde giderek artan oranda kullaniimasi
enfeksiyon oranlarmi artwrmaktadir. Ciinkii direngli mikroorganizmalar arasinda
kolonizasyon sonucuenfeksiyon olugsmakta ve bu birimlerde yatan hastalarda
tedavinin zorlasmasma sebep olmaktadir. Hatta O6lim oranmin artis1 s6z

konusudur[22,27].

Acinetobacter baumannii’nin birincil yasam ortami hastaneler olup,
enfeksiyon ve salgmnlar en ¢ok bu saglik kuruluslarinda goriilmektedir. Hastane
biinyesinde ise en fazla genis spektrumlu antibiyotiklerin yaygin olarak kullanildigi
ve agir/diiskiin hastalarm yattig1 YBU’lerindeortaya ¢ikmaktadir. Bu durum 6rnek
tablo I’ de oOrneklendirilimistir [28].Bu durum, sadece hastalarda morbidite ve
mortalite artigina degil ayn1 zamanda salginlarin olustugubirimlerde konvansiyonel
enfeksiyon kontrollerinin yetersiz kalmasma hatta servislerin kapatilmasiyla

sonuglanan ciddi problemlere yol agmaktadir [7].



Tablo 1. Anestezi-Reanimasyon ve Noroloji YBU’ nde Gelisen Nozokomiyal

Enfeksiyonlarin Degerlendirilmesi[28].

ARYBU NYBU
2005 2006 2005 2006

Mikroorganizma n % n % n % n %
Acinetobacter spp. 27 209 50 30.1 19 214 31 298
Pseudomonas spp. 26 20.15 37 223 12 13.5 9 8.7
Escherichia coli 10 775 3 1.8 13 146 10 9.6
Staphylococcus aureus 12 93 9 5.4 13 146 11 10.6
Klebsiella spp. 7 5.4 10 6.0 6 6.7 8 7.7
Koagiilaz-negatif stafilokok 6 4.6 4 2.4 4 4.5 4 3.8
Enterococcus spp. 7 5.4 6 3.6 -4 4.5 7 6.7
Enterobacter spp. 5 3.8 5 3.0 1 1.1 1 0.9
Candida albicans 7 5.4 8 4.8 9 101 3 2.9
Candida spp. (nonalbicans) 13 10 17 10.2 7 7.9 13 125
Digerleri 9 7 17 10.2 1 9% | /4 6.7
Toplam 129 100 166 100 89 100 104 100)
ARYBU: Anesteziyoloji-Reanimasyon Yogun Bakim Unitesi, NYBU: Néroloji Yogun Bakim Unitesi.

Ozetle YBU’de yatan hastalarin bircok sistemik hastaliklar1 bulunmasi ve
bagisiklik sistemlerinin zayif olmasi sabebiyle hastane enfeksiyonlarinayakalanma
oranlar1 daha yiiksektir. Bunun sonucunda hastanede yatma ve enfeksiyon sonucu
oliim oran1 da artmaktadir. Iste bu sebeplerden 6tiirii bakterilerin bulas ve yayilimim1
engellemek icin enfeksiyonlarin kontrol noktasinda alinmasi gereken Onlemlere
dikkat edilmelidir. Bu amag¢ dogrultusunda ise devamli yapilan kontrollerle
enfeksiyon oranlar1 belirlenmeli ve hizlar1 degerlendirilerek baska merkezlerle

karsilagtirilmalidir [1,5,23].

Bu veriler sonucunda hastanelerin kendi biinyesindeenfeksiyon kontrol
yontemleri ve alimnmast gereken Onlemler belirlenebilecektir.  Hastane
enfeksiyonlarint taniyarak buna sebep olan mikroorganizmalarin antimikrobiyal
duyarhiliklarmin belirlenmesi,tedaviyi belirleme sekline yardimci olabilecegi gibi

mortalite ve morbiditeyi de azaltacagi i¢in de dnemlidir [23].

Enfeksiyon korunma oOnlemlerinin takibi ve bilingli antibiyotik kullanimi
hastane enfeksiyonlarimin azaltilmasinda Onemlidir. El hijyeni, santral kateter
kullaniminda maksimum bariyer dnlemlerinin alinmasi, klorheksidinle cilt temizligi,

femoral kateter uygulamasmin azaltilmasi ve endikasyonu olmayan kateterlerin
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hemen ¢ekilmesi almacak Onlemlerden bazilaridir. Bununla birlikte ventilator
kullanim1 gereken hastalar, altta yatan diger hastaliklar1 daenfeksiyon riski

acisindan roliigdz ardi edilmemelidir [3].
2.2. Acinetobacterbaumannii

2.2.1. Genel Ozellikleri

Nonfermenter gram negatif bir bakteri olan Acinetobacter baumannii toprak,
su gibi doga ortamimda yaygin olarak goriilmesine ragmen hastane ortamindan da
izole edilebilmektedir. Ozellikle insanda deri ve solunum yolu normal florasinda
bulunabilen bu mikroorganizmalar, immiin sistemi baskilanmis hastalarda firsatgi

patojen olarak enfeksiyonlarasebep olurlar [29].

AV SpotMagn  Det WO Exp
290AV30 13331 SE 1683

Resim 1. Acinetobacter baumanni, Science Source, Mayis 2013

Bu enfeksiyonlar en ¢okYBU’nde yatan hastalar iginbir sorun
olusturmaktadirlar. Yapilan arastirmalarda Acinetobacter baumannii ningiderekartan
oranlarda etkili bir firsatci patojen olarakenfeksiyonlara neden oldugu goriilmektedir.
Tedavi i¢in kullanilan antibiyotik ve kemoterapide kullanilanilaglarin yiiksek
oranlarda kullanilmasinin sonucunda, normal viicut florasthasar goriip bu firsatci

patojenlerin enfeksiyonoranlar1 da giderek artmaktadir[27,30].

Acinetobacter baumannii gibi nonfermenter Gram negatif bakterilerdeki bu
durummutasyonlar neticesinde de olusabilmektedir. Dogal diren¢ disinda gelisen bu

durum ile bakteriler antibiyotiklere diren¢ kazanabilmektedirler[29].
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Resim 2.a. Resim 2.b.

Resim 2.a. Besiyerine ekimi yapilan Acinetobacter baumanniikolonileri ve
Resim 2.b Acinetobacter baumanni nin mikroskobik goriintiisii [31].
2.2.3. Epidemiyolojisi

Acinetobacter’ler viicut florasinda oOzellikle parmak aralari, koltuk alti,
kasiklar, gibi nemli bolgelerinden izole edilmektedir. Saglikli dort kisiden birinde,
normal floralarinda Acinetobacter’ler tespit edilmistir. Bunun disinda saglikli
insanlarin agiz florasinda ve solunum yollarinda da bulunabilirler. Hastanede yatan
hastalarda, saglikl kisilere gore tastyicilikdaha fazladir. Saglk kuruluslarinda tedavi
goren yatan hastalarda %7-18 oraninda bogaz kiiltiirlerinde, %45 oraninda ise

trakeostomi siiriintii kiiltlirlerinde Acinetobacterpozitif olarak tespit edilmistir [9].

Baz1 salgmlarda bogaz, cilt, solunum ve sindirim sisteminlerinde yliksek
oranda kolonizasyon gosterdikleri belirtilmistir. Bu kolonizasyona YBU’lerinde
mekanik ventilasyon wuygulanan hastalarn  solunum yollarinda daha ¢ok
rastlanmaktadir ve diren¢li suslar igin Onemli bir rezervuar olarak
degerlendirilmektedir. Ayrica bu kisilerde cilt kolonizasyonu da sik gozlenmektedir.
Bu nedenle saglik personelinin el temas: ile hastanede yayilabilmektedir. Bunlarin
yanindadcinetobacter’in ~ sindirim  sistemindeki  yayillmi = daha  nadir
goriilmektedir.Yatan hastalar ve ayakta tedavi goren hastalar karsilastirildiginda,
hastane kaynakli enfeksiyonlarda farkliliklar goriilmektedir. Bu durum yayilmanin

capraz gecisler ve hastane ¢evresinden de kdken alabilecegini gostermektedir [32].
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Tam olarak aerobik, non-fermente

Katalaz (+), oksidaz (-)

Gram negatif kokobasil

>33 genotipi mevcut

Resim 3. Acinetobacter sp. mikroskop goriintiisii ve genel 6zellikleri [33].

Nozokomiyal Acinetobacterenfeksiyonlart  farkli  viicut  bolgelerinde
gortilebildigi gibi oOzellikle solunum sistemi, cilt ve yaralarda yaygin olarak
goriilmektedir. Bu durumda deri ve solunum sisteminden ayristirilan
mikroorganizmalarm  biliylik kismi enfeksiyon degil kolonizasyon olarak
degerlendirilir. Son yillarda hastalardanizole edilen Acinetobacter orani gittikge
artmakta ve gelecekte hastane kokenli enfeksiyon salginlarinda daha 6énemli bir risk

faktorii olarak karsimiza ¢ikacagi tahmin edilmektedir [9].

2.2.4. Taksonomisi ve Tirler

Tanimlanmis 20 den fazla tiir icerisinde en yaygin olarak bulunan ve klinik

sorun olusturan tiird. baumanii’dir [7,31].
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Tablo 2. Acinetobacter tiirleri ve sus tipleri [9].

TUR iSMi* CESITLI ARASTIRMACILARA GORE GENOMIK TUR SUS TiPi
NUMARALARI**

Bauvet, et al Tjernberg, et al Nishimura, et al
A. calcoaceticus 1 1 11N ATCC 23055
A. baumannii 2 2 1N CIP70.34
UN 3 3 NT ATCC 19004
UN UG 13TU NT ATCC 17903
A. haemolyticus 4 4 4N ATCC 17906
A. junii 5 5 NT ATCC 17908
UN 6 6 4N ATCC 17979
A. johnsonii 7 7 3N ATCC 17909
A. Iwoffii 8 8TU 2N ATCC 15309
UN 9 8TU NT ATCC 9957
UN 10 10 UG ATCC 17924
UN 1 11 UG ATCC 11171
A. radioresistens (12)*** 12 5N IAM 13186
UN 13 14TU NT ATCC 17905
UN 14 NT NT Bauvet 382
UN 15 NT NT Bauvet 240
UN 16 uG NT ATCC 17988
UN 17 NT NT Bauvet 942
UN NT 15TU NT Tjernberg 151a
* UN: Isimlendiriimemis ** NT: Test edilmemis, UG: Gruplandirimamis *** Yayinlanmamis sonuglar

Acinetobacter baumannii, tim diinyada saglik kuruluslarinda tedavisi en zor
patojenlerden biridir. Direng genlerini yeniden diizenleme veya kazanmadaki
olaganiistii yetenegi, 6zellikle son yillarda, onu giiniimiiz antibiyotik ¢agmi tehdit
eden  mikroorganizmalardan  bir1  yaparak  klintk = Onemini  artwrmistir
[34,35].Tiirkiye’de hastane enfeksiyonuna neden olan mikroorganizmalar ig¢inde,
gram-negatif bakteriler birinci sirada yer almaktadwr. En sik goriilenleri A.

baumannii, P.aeruginosa, K. Pneumoniae,E. coli ve S. aureus bakterileridir [36, 37].

Acinetobactercinsi igerisinde en ¢ok izole edilen tiirler; Acinetobacter
johnsonii, Acinetobacterhaemolyticus, Acinetobacterjunii, Acinetobacter
radioresistens  Acinetobacterlwoffii, ve Acinetobacterparvusolmasina karsin,
Acinetobacterbaumannii insan enfeksiyonlarina neden olmasimdan 6tiirii tibbi olarak

biiyiik 6neme sahiptir [38].

Acinetobacter  baumannii  farkli  mekanizmalar1  sayesinde  birgok

antimikrobiyal ajana kars1 direng gelistirebilmektedir [5,39,40].Ayrica olusan bu

14



direng,bakterinin fenotip ve fizyolojisinde degisikliklere yol agmaktadir. Bakteride
olusan bu adaptasyon “biyolojik uyum bedeli (biological fitness cost)” olarak
adlandirilmaktadir. Bu uyum bedelindecogunlukla iireme yeteneginin azalma soz
konusu iken, ayni zamanda antibiyotik direnci kazanan mikroorganizmanin

ozelliklerinin tamaminin da yeterince ortaya ¢ikmadigi goriilmektedir [41].

2.2.5. Ureme ve Biyokimyasal Ozellikleri

Tim Acinetobacter tiirleri kesin aerop, katalaz pozitif, oksidaz negatif ve
nonfermentatiftirler [9,42,43].Acinetobacter baumannii, saf kiiltiir incelemeleri
degerlendirildiginde, hiicre boyutlar1 ve yerlesiminde, gram boyama yonteminde
degiskenlik gozlenebilmektedir. 1Ikili ya da kiime seklinde goriilebilirler.
Makroskobik degerlendirmedegenelde diizgiin ve bazen mukoid, soluk sar1 veya
yesilimsi beyazkoloniler olustururlar. Cevresel kokenli bazi izolatlar kahverengi
pigment olusturabilirler. Diger nonfermentatiflere gore oksidaz testi daha kesin ve
cabukayrilmalarini saglayan testtir. A. haemolyticus, genomik tiir 4 olarak tanimlanir
vekoyun kanli agarda hemoliz olusturabilir. Ancak Acinetobacter tiirlerini

birbirinden kesin olarak ayirabilecek metabolik bir test henliz mevcut degildir [44].

Laboratuvar ortaminda en c¢ok kullanilan besiyerlerinde kolaylikla
ireyebilirler. En sik kullanilan besiyerleri Holton’s agar, Herellea agar, Leeds
Acinetobacter Medium gibi secici besiyerleridir. Bu besiyerleri klinik numunelerden
dogrudan izolasyon saglamak i¢in diger mikroorganizmalarin iiremelerini inhibe
etmektedir. Ayricadcinetobacter salgmlart s6z konusu oldugunda antibiyotik ilave
edilerek kullanilmasinda fayda vardir. Cevre ortamlarindan izole edilen kiiltiirlerde
ise az sayida bakteri iiremesi s6z konusu oldugundan g¢ogaltici sivi besiyerleri
kullanilabilir. Bu besiyerleri nitrat veya amonyum tuzlar1 iceren, pH’1 5.5-6.0 olarak
Olciilen ortamlardir.Farkli bazi tiirlerin 30°C’de, baz1 genomik tiirlerin ise 37°C ya

da tizerindeki sicakliklarda iireme 6zelligi gosterdikleri unutulmamalidir [45].

Acinetobacter baumannii nin hastane ortaminda ve tibbi cihazlarda bile zor
kosullar altinda yasayabilmesi sebep olduguenfeksiyonlarinin Onlenmesini ve
tedavisinigii¢lestirmektedir. Bu durumun en Onemli nedeni ise bakterinin coklu

antibiyotik direnci gelistirebilme yetenegidir [35,46,47,48].
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Enfeksiyonlar1 yayilmasinda kaynagin tesbiti son derece 6nemlidir. Bu tespit
ise  epidemik  olarak  suslarmm  tiplendirilmesi  ile  yapilabilmektedir.
Acinetobactersinifina ait tiirlerinin tiplendirilirken higbir sistem tek basina etkili
olmamaktadir. Bu amagla antibiyotik duyarlilik testleri, biyotiplendirme,
serotiplendirme, protein ve plazmid profili, faj tiplendirme, bakteriyosin tiplendirme,
multilokus enzim elektroforetik tiplendirme ve pulsed field jel elektroforez analizi
(PFGE), ribotiplendirme ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) gibi farkli sistemler

kullanilmaktadir [].

Koyun kanli agarda hemoliz olusturma o6zelligi, glukoz asidifikasyon ve
tiplendirmelerinin genotipik yontemlerle uyum saglama yetenegi yliksektir. Karbon
asimilasyon testlerine dayanan ve API 20 NE (BioMerieux) adi verilen sistem
iilkemizde de en sik kullanilan veri tabanmidir. Bu sistemAcinefobacter grubuna ait
tiirlerin bir ¢cogunun genomik tiirlerini kapsayan ozelliktedir. Bu tiirler arasindaki
genetik benzerligin fazla olmast nedeniylebu sistem yeterince hassaskabul
edilmemektir. Kullanilan identifikasyon yontemleri tamamen giivenilir olmadigindan

klinik olarak mikrobiyoloji laboratuvarlarindasorun olarak degerlendirilirler[49].

Bazi klonlarinda CID bulunan, Acinetobacter baumannii yapilan uluslararasi
degerlendirmelerde, bu diren¢ 6zelliginin diinya genelinde yayginlagmasina neden
oldugubildirilmistir [29,49,50].Ayricad.baumannii’nin, alkol bagimlilig1 tedavisi
goren hastalarda toplum icin Onemli bir enfeksiyon kaynagi olarak ozellikle
pnomoni, kronik diyaliz hastalarinda ise peritonit gibi enfeksiyonlara neden oldugu

goriilmektedir [51].

Acinetobacter baumannii sadeceYBU’de degilbagisiklik sistemi baskilanmis
tim hastalarda ciddi hastane enfeksiyonlara neden olabilmektedir [5,52,53].
Acinetobacter tiirleri 6zellikle pnomoni, septisemi, cilt, yara ve iiriner sistem
enfeksiyonlari,endokardit ve menenjit gibi c¢esitli enfeksiyonlardan izole
edilebilmektedirler [7,54]. Bu duruma neden olarakuzun siire yogun bakimda tedavi
gorme, uzun siireli antibiyotik kullanimi, mekanik ventilatére bagh kalma, damar ici
kateterizasyon, idrar sondasit kullanimi, endotrakeal tiip, trakeostomi, enteral
beslenme ve birimde infekte veya kolonize hasta sayismin fazla olmasi gibi

enfeksiyon i¢in 6nemli risk faktorleri 6rnek gosterilebilir. Acinetobacter baumannii
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tiirleri sadece antibiyotiklere karsi olusturduklar1 direng gelistirebilme o6zelligiyle
degil, ayn1 zamanda hastane ortaminda uzun siire canli kalabilme o6zellikleri
sayesinde de kolaylikla kolonize olabilmekte ve hem hastalar hem de hastane
calisanlarinin kullandiklar1 hastane ekipmanlariyla c¢evreye yayilarak epidemilere

sebep olmaktadirlar[55,56].

Yaklasik 50 yil kadar Oncedcinetobacter tiirleri, 6nemli bir nozokomiyal
patojen olarak taninmaya baslanmistir. O zamanlar bircok tiirliniin sahip oldugu
antibiyotik  duyarligi, enfeksiyonlarin kolayca tedavi edilmesine olanak
saglayabilmistir.Fakat son yillarda izole edilen klinik suslarda,CIDgelistirenlerin
giderek artmasi sonucu,Acinetobacter tiirlerinin “yeniden dnem kazanan enfeksiyon
etkenleri” arasinda en iist sirada yer almasma sebep olmustur. Ekolojik yonden
A.baumannii’nin birincil yasam alani hastanelerdir ve salgin enfeksiyonlargenelde

agir/diiskiin hastalarin bulundugu YBU’nde ortaya ¢ikmaktadir [7,55,57].

Yapilan birgok calismada izole edilen XDR suslarmmin  ¢ogu
Acinetobacterbaumanii olarak tespit edilmektedir [47,58]. Acinetobacterbaumanii’
nin sebep oldugu,ventilator iliskili pndmoni (VIP) i¢in de mortalite oraninm yiiksek
oldugu bircok yayinda yer almaktadir. Mekanik ventilatorle takip edilen hastalarda
VIP olusumuna sik rastlanmaktadir. Acinetobacterbaumanii iireyen bazi hastalarda

da VIP gelistigi goriilmiistiir [59].

A. baumannii sadece genis spektrumlu antibiyotiklere degil kuru ortamlara
ve dezenfektanlarakarsi da diren¢ gelistirmistir [37,60,61]. Bu olagan dis1 direng
kabiliyeti, enfeksiyon ile miicadeleyi de olumsuz etkilemektedir. Bakterinin viriilans
faktorlerinin belirlenmesinin yaninda enfeksiyonlarinhem molekiiler hem de hiicresel
mekanizmalarinin aydinlatilmasi1 6nemlidir. Ciinkii,bakteriningevreye yayilmasin
engellenmesi ve kontrol altina alinmasi tedavi protokollerinin gelistirilebilmesi
yoniiyle onem teskil etmektedir. Bu yiizden, 4. baumannii’nin temel fizyolojik
yapilari,, yapisma, biyofilm olusturma ya da demir kazanim mekanizmalar
amaclanarak bakteri ile miicadele veenfeksiyon kontroliinde basar1 yiizdesi

artirilabilir [7].
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Yapilan calismalarda A. baumannii, Pseudomonas spp. ve K. pneumoniaeen
fazla izole edilen enfeksiyon etkeni olarak goriilmekte veCID’ne sahip olduklari
bilinmektedir. ~ YBU’lerinde hastane  kaynakli  pndmoniye  neden  olan
mikroorganizmalar1 ve antibiyotik diren¢ oranlarini belirlemek, hastaligin
tedavisinde 6nemli bir unsurdur[5,62]. Enfeksiyon belirtilerinin ge¢ aciga ¢ikmasi
hastanede yatis siiresinin uzamasinda etkilidir. A.baumanniien c¢ok rastlanan
mikroorganizma olarak tespit edilmis olup kolistinin tedavide en sik tercih edilen
antibiyotik oldugu belirlenmistir[2,39,63].Viicuda yerlesen bakterilerin zamanla
enfeksiyonetkenine doniisebilecegi géz Oniinde tutulmali ve bu hastalar takip

edilmelidir [1,39].

Hastaneenfeksiyonlarmi belirteg olarak degerlendirilmesi konusundabu
enfeksiyonlar1 tespit etme, tanimlama, siirveyans yontemlerini belirleme ve hizlarin
hesaplanmas1 gerekmektedir. Ayrica hastane enfeksiyonu oranlari intrensek ve
ekstrensek risk faktorleri de degerlendirilerek hesaplanmalidir. Boylece hastanelerde
bu yontemlerle elde edilen verilerbirbiriyle karsilastirilarak  hastane

enfeksiyonlarininseyri ve takibidaha konforlu bir sekilde yapilacaktir [2,12].

2.2.6. Viriilans Faktorleri

Acinetobacterkdkenlerinin patojenitesi diisiik olmasina ragmen, tanimlanan

cesitli virilans faktorleri sunlardir;
1. Polisakkarit kapsiil varlig1

2. Bakterinin insan epitelyal hiicrelerine adezyonunu saglayan fimbrialarin

varligi
3. Doku lipitlerine zarar veren enzimlerin iiretimi
4. Hiicre duvari lipopolisakkarit iceriginin potansiyel toksik rolii [44,64].

Bakterinin, insan viicudunda ¢ogalmak i¢in gerekli demiri saglama kabiliyeti
dednemli bir viriilans belirleyicisidir ve bazi Acinetobacterizolatlarinin, aerobactin
vedemir baglayan dis membran reseptdr proteinleri gibi  sideroforlar:

irettigigdsterilmistir[7,65].
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2.3. Acinetobacter’lerin Identifikasyonunda Kullanilan Testler

Nonfermenter  bakteri tiirlerinin  hangilerinin  identifiye  edilecegi
laboratuvarlarin amaglar1 ve biiytikliiklerine baglh olarak degisiklik gostermektedir.
Acinetobacter’lerin identifikasyonunda kullanilan testler ve 6zellikleri kisaca soyle

siralanabilir [66,67].

2.3.1. MacConkey Agarda Urememe Ozelligi

Gram negatif bir basil kanli agarda tiriiyor, MacConkeyde zayif {iriiyor ya da
hi¢ iiremiyorsa nonfermenterlerden siliphelenilebilir. Bakterinin Mac Conkeyde
ireyebilme yetenegini gozlemlemek i¢in, agar plaklara ekim yapilir ve 2448 saat
inkiibe edilir. Organizmalar 3 mm ¢apida ya da daha biiyiik koloniler olusturmasi
gozlemi kolaylastiracaktir. Zayif iireyen suslar ise ya genis bir alana dagilmais, zayif,

tespit edilmesi zor koloniler olusturur ya da hig tiremez [66,67].

2.3.2. Glukoz Kullanimi

Hugh ve Leifson tarafindan tasarlananan OF (oksidatif fermentatif) ortaminin
pepton/karbonhidrat oranm1 1/5 olarak alimmis ve oksidatif {riinlerin olusumu
minimize edilmistir. Test i¢in her bir karbonhidrat ortamindan 2 tiipe ihtiya¢ duyulur.
I1k tiip aerob ortamda tutulurken, diger tiipiin yiizeyi eritilmis parafin steril mineral
yag ile kapatilir. Oksidatif mikroorganizmalar sadece atmosferik oksijene maruz
birakilan tiipte asit lretirken, fermentatif organizmalar her iki tiipte asit lretir.
Sonucta nonsakkarolitik bakteriler bu ortamda etkisiz kalmakta ve inkiibasyonun

ardindan alkali bir pH olusmaktadir [67,68].

2.3.3. Pozitif Sitokrom Oksidaz Reaksiyonu

Biitiin oksidaz pozitif, Gram negatif basiller nonfermenter degildir. Bu
ylizden TSI ya da KIA ile glukoz kullanimi test edilmelidir. Nonfermenterlerin
oksidaz aktivitesini test etmede %0,5 tetramethyl-p-phenylenediamine hydrochloride
soliisyonu kullanilir. Bakteri kolonilerinin iiredigi agar besiyerinin yiizeyine bu
soliisyondan birka¢ damla damlatilabilir. Birka¢ saniye i¢cinde mavi bir renk olusumu
pozitif olarak kabul edilir. Negatif reaksiyon, daha duyarli olan Kovac’s yontemiyle

dogrulanabilir [68].
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2.3.4. Hareket

Yari-kat1 bir agar ortami nonfermentatif organizmalar icin kullanilirsa;
ortamin sadece 4 mm altina kadar batirilarak inokiile edilir ve 4-6 saat i¢inde ilk
okuma yapilir. Nonfermentatif basillerin ¢ogu tiirlerinin hareket tespitinde asili-
damla yontemi daha net sonu¢ verebilmektedir. Bu yontemde, 25°C’de 624 saatlik
bir s1v1 kiiltiirde {ireyen bakterilerden bir 6ze dolusu alinarak lam {izerine yayilir ve
iizerine lamel kapatilir. Daha ¢ok tercih edilen ve daha pratik bir yaklasimda da 18—
24 saatlik bir kanli agar yiizeyinde tiremis kolonilerden kiigiik bir miktar alinir ve
kuru bir lam merkezine birakilir ve SF damlatilarak tizerine lamel kapatilir. Her iki
yontemde de 40°lik biiylitmede, zayif 151k ile organizmalarin hareketi mikroskobik

olarak incelenir [66,69].

2.3.5. Pigment Uretimi

Nonfermenterler bir¢ok pigment lrettiginden identifikasyon yOntemlerinde
kullanilir. “Tech” ve “Flo” besiyerleri suda c¢oziinen pigmentlerin olusumunu
saptamak amaciyla gelistirilmistir. Suda ¢Ozlinen pigmentler fluorescein
(piyoverdin), piyosiyanin, piyorubin, melanin gibi pigmentler ise kiiltiir ortaminin
rengini degistirmektedir. Pigment iliretimi ayni zamanda organizmalarin jelatin,
patates ya da siit iceren ortamlarda, 25 °C de inkiibe edilmesi ile de arttirilabilir.
Piyoverdin “Flo” agarda UV 15181 altinda floresan renk gozlenerek ya da goriilebilir

ve 1s1kta besiyerindeki sar1 pigment olusumu gozlenerek tespit edilebilir [66,70].

2.3.6. Nitrat Rediiksiyonu

Mikroorganizmalarin oksidatif metabolizmanin bitis noktasindaki son
hidrojen alicis1 oksijendir. Oksijeni serbest birakmak i¢in kullandig1 biyokimyasal bir
yolun ilk basamagi nitratin nitrite rediiksiyonudur. Nitrat rediiksiyon testi diger
nonfermentatif organizmalara benzer sekilde yapilir. Kiiltiirler nitrat icerikli
besiyerinde gecelik inkiibasyona birakilir.Bekletilen kiiltiire sulfanilik asit ve a-
naftilamin ilavesi yapilarak kirmizi bir renk olusumu ile test degerlendirilir. Eger
kirmiz1 bir renk olugsmazsa ya nitrat rediiklenmemis demektir ya da rediiksiyon nitrit
basamagindan daha ileriye devam etmis ve baska bilesenlere veya nitrojen gazina

donlismiis demektir. Ortama az miktarda eklenen ¢inko tozu ile kirmizi renk olusumu
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nitrat kalmtilarmin varligmi gosterir. Bu da negatif bir test sonucu demektir. Testin
pozitif olmasi ise renk degisiminin olmamasiyla anlasilir ve nitratin nitrit disindaki

bilesenlere rediiklendigini gosterir [66,68,70].

2.3.7. Nitrat ve Nitritin Denitrifikasyonu

Baz1 nonfermenter mikroorganizmalar nitrati ya da nitriti nitrojen gazina
rediikleyebilir. Bu test icin ters ¢evrilmis bir Durham tiipii ile nitrat-nitrit broth veya
agar yiizeyl egimli bir tiip kullanilabilir. Pozitif denitrifikasyon testinde besiyeri
karbonhidrat icermediginden nitrat ya da nitritli bir gaz olusmaz. Ters cevrilmis
Durham tiipiinde toplanan gaz kolaylikla gozlenebildiginden Broth testini
yorumlamak daha kolaydir. Egimli agarda gaz kabarciklar1 genelde tiipiin dip

kisminda toplanir ve testin pozitif oldugunu gosterir [66].

2.3.8. indol Uretimi

Baz1 nonfermenterler zayif tepkime verdiklerinden indol iiretimi tespitinde
kullanilan yontemde kiiclik modifikasyonlara ve zenginlestirilmis triptofan igerikli
besiyerine ihtiya¢ duyulur. Kiiltiir ortammin yiizeyi az bir miktar ksilen ya da
kloroform ile kaplanmali ve Ehrlich ya da Kovac’s ayiraci eklenmelidir. Besiyeri

ylizeyinde, fusya rengi olusumu testin pozitif oldugunu gosterir [66,70].

2.3.9. Dekarboksilasyon

Aminoasitlerin dekarboksilasyonunu tespit etmede kullanilan Moller Yontemi
pH degisikligi temeline dayanir. Besiyeri 35°C’de 24-48 saatlik inkiibasyonunu
takiben test ortaminda alkali bir mor renk olusumu pozitif test sonucunu

gostermektedir [66,68].
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3. BAKTERILERDE ANTIBiYOTIiK DIRENC

Bakterilerde olusan “’antibiyotik diren¢’’, antimikrobiyal ajanin iiremeyi
engelleyici ya da oldiiriicii etkisinden korunabilme yetenegi olarak tanimlanir. Gram
negatif mikroorganizmalar tarafindan meydana getirilen direng sorunu 1970’lerden
itibaren giiniimiizde olduk¢a &nemli bir sorun haline gelmistir. Immiin sistemi
zayiflamis ve YBU’lerinde yatan hasta sayisinin ve antibiyotiklerin diizensiz
kullannminin giderek artmasi, gida sektoriinde antibiyotik ve tilirevi ilaglarin
kullanimi  gibi  sebepler  yliziindenmikroorganizmalarda  meydana  gelen

antibiyotiklere direng giin gegtikge artmaktadir [71].

3.1. AntibiyotikDirenc¢ Nedenleri

Miroorganizmalarin antimikrobiyal ajanlara karsi olusturdugu bu direng

asagida aciklanan cesitli nedenlerdenkaynaklanabilir [72].

3.1.1. Dogal Direnc

Bakterinin genetik 6zelligi sebebiyle bazi antibiyotikler bakteriyietkilemez ve

bakterinin dogal direnci olarak tanimlanir [73].

3.1.2. Kazanilms Direng

Transpozon veyaplazmid DNA’sinda meydana gelen mutasyonlar sonucu
bakteride ki genetik O6zelliklerin degisimi ile gerceklesir. Yani direngli bakteriler
tarafindan konjugasyon, transformasyon ya da transdiiksiyon aktarimiyla meydana

gelen direnctir [66,72].

3.1.3. Cevre ve Kosullara Bagh Diren¢

Antibiyotikler in vivo ve in vitro kosullardafarkl: etkinlik gosterir. Bu durum
bakteride dirence sebep olur.Dokudaki pH degisiklikleri, oksijen basinci
degisiklikleri ve antibiyotigin enfeksiyon bolgesine ulasamamasi gibi nedenlerlein
vitro testlere yanit veren antibiyotik in vivo ortamda yanit vermeyebilir [72].

Bakterilerin antimikrobiyal ilaglara karsisinda gosterdigi biyokimyasal

direngmekanizmalar ise ii¢ grup altinda toplanmaktadir:
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1. Ilag hedefindeki degisiklik

2. Ilacin enzimatik inaktivasyonu

3. Hiicre i¢indeki ilag dozunun azaltilmasi
a) Permeabilitenin azaltilmasi

b) Aktif pompa ile ilacin disar1 atilmasi [74].

Kullanilan antibiyotik ile bakterilerde olusan direng¢ arasinda dogrudan bir
iliski s6z konusudur. Bu sebeple saglik kuruluslarinda antibiyotik kullaniminin
yogun olmasi, bakterilerde meydana gelen antibiyotik direncinin ortaya ¢ikmasina
ve yayllmasma zemin hazirlamaktadir. Ayni sekilde hastane ortaminda olusan
enfeksiyon etkenleri hastane disinda saptanan etkenlere gore daha fazla
goriilmektedir[46].Aradaki bu farkliligi en belirgin bir sekilde,yogun ilag
kullaniminm yaygm oldugu YBU’de gériilmektedir. Yogun bakimlarda hastalarin
direngli mikroorganizmalarla karsilasma olasiliginin daha fazla olmasi ve ampirik
antimikrobiyal tedaviler, antimikrobiyallere direncin artigini etkileyen en belirgin

faktorlerdendir[3].

Antibiyotipleme sonuglari, CID’ ne sahip Acinetobacter izolatlarmin hastane
ortaminda epidemilere neden oldugunu gosterse de, tiirler arasindaki farkliliklar:
ayirmak i¢in yeterli degildir. Bu sebeple, PFGE ya da PZRgibi genotiplendirme
yontemlerinden biri ile nozokomiyal Acinetobacter  baumannii  salgmlari

arastirilmalidir [5].
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4. ACINETOBACTER’LERDE ANTIBiYOTIK DIRENCI

Acinetobactertiirleri bir¢cok antibiyotige direng gbsterme
egilimindedir[35,48,75]. Acinetobacter’lerde goriilen, tiirler arasinda farkh
antibiyotik diren¢ genlerinin bulunmasmin nedeni olarak konjugasyon mekanizmasi
ile direng genlerinin transfer olmasi gosterilebilir. Plazmidler ve transpozonlar ¢cogu
prokaryot organizmalar i¢in oldugu gibidcinetobactertiirlerinin biyolojisinde de
onemli rol oynamaktadirlar. Acinetobacter'lerin farklibliyiikliiklerde c¢ok sayida
plazmid tasidiklar1 bildirilmektedir. Bazilar1 sadece plazmid araciligi ile transfer
olmaktadir. Ayrica kromozom iizerinde bulunan transpozonlar sayesinde CID

geninin tagindig1 bildirilmektedir [66].

Acinetobactertiirlerinde penisilin, ampisilin ve sefalotine hemen hemen tiim
grup iiyelerinde direng gozlenmekte olup, suslarin ¢ogu kloramfenikole direnglidir
[]dkinci ve iiglincii kusak sefalosporinlere ve trimetoprim/sulfametoksazole
duyarhliklarinin degisken oldugu rapor edilmistir. Acinetobactertiirleriicinde son
donemde aminoglikozidlere de direncin artma egilimi gosterdigi goriilmektedir. Ayn1
sekildenozokomiyal epidemilerde karbapeneme direng gdsterendcinetobactertiirleri

de giderek artan oranda CID gdstermektedir [77].

Tablo 3. Acinetobacter kokenlerinin antibiyotik duyarlilik oranlari[65].

® Orta duyarl
® Direncli

B Duyarh

i L . | .l

CiP TE SAM SXT CAZ GN IMP LEV MEM TPZ CES FEB COL
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AK: Amikasin, CIP: Siprofloksasin, SXT: Trimetoprim/Siilfametoksazol, TE:
Tetrasiklin, CAZ: Seftazidim, GN: Gentamisin, IMP: Imipenem, TPZ:
Piperasilin/tazobaktam, LEV: Levofloksasin, COL: Kolistin, FEP: Sefepim, CES:
Sefaperazon/Sulbaktam, MEM: Meropenem, SAM: Sulbaktam/Ampisilin.

Acinetobacter tiirlerinde en fazla imipenemduyarlhiligimin giderek diistiigiive
ozellikle 2000’11 yillardan sonra tiim antibiyotiklere karsi direncin biiyiik olgiide
arttigigézlenmektedir [79].Amikasine diren¢ oranlar1 da yiiksek bulunmustur
[79,80].Ekolojik  ortamda  yogun  olarak = bulunmasi sebebiyle 4.
baumanniienfeksiyonlarinmortadan kaldirilmasi oldukga giigtiir. Tiim antibiyotik
ilaglara kars1 diren¢ gelistirmesine ek olarak A. baumannii, coklu hiicresel
mekanizmalar1 olusturma ve gelistirmede yetenekli bir mikroorganizmadir
[81].4.baumannii’nin, YBU’de VIP’ye sebep olduklar1 belirlenen suslarinda
seftazidim, imipenem, siprofloksasine diren¢ oranlar1 yiiksek oranda gdzlenmistir

[82].

A. baumannii, aminoglikozid, penisilin, sefalosporin ve tetrasiklin gibi ¢esitli
antimikrobiyal ajanlara kars1 direngli gdsteren ve immiin sistemi zayiflamis
hastalarda ciddi enfeksiyonlara yol agabilmektedir [83].YBU’ndeki hastalarinin alt
solunum yolu numunelerinden izole edilen Acinetobacter tiirlerinde de
karbapenemdirenci saptanmistir [84].4cinetobacter tiirlerinde sefalosporin direnci %

100 olarak rapor edilmistir [84,85].

Diren¢ oranlarmin Onceki yillara gore giderek arttigi bildirilmistir.
Acinetobacter suglarinda %100 karbapenem direnci c¢ok dikkat c¢ekicidir. Ancak
kolistine diren¢ oranlar1 %0 olarak belirlenmistir. Imipenem, A. baumannii’nin
direng gosterdigi antibiyotiklerden biridir veYBU enfeksiyonlarinda tedaviyi
olumsuz etkilemektedir[82,86,87].Enfeksiyonasebep olan mikroorganizmalar1 ve
bunlarin antibiyotik duyarlhiliklarmni 6lgmek hastaligin tedavisindednemli oldugu gibi
mortalite ve morbiditeyi azaltmak i¢in de yol gostericidir.Siirveyans ¢alismalar1 ve
hastane enfeksiyonlarmin kontrol programlarinin dogru bir sekilde uygulanmasi,
direngli bakterilerin kolonizasyonunun da kontrol altina tutulmasimi saglayacaktir
[62]. Karbapenem ve amikasin gibi antibiyotiklere yiiksek oranda direng tespit edilen

Acinetobacter spp.’de ¢ogul direncin yaygin olabilecegi diisiiniilmektedir [86].
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Direncli Acinetobacter suslar1 artmasina ragmen tedavi segenekleri kisithdir
[65,88,89].Mevcut tedavi seceneklerine yonelik c¢alismalar yetersizdir. Mevcut
bilgilere gore en etkin tedavi duyarli olan antibiyotigin se¢ilmesidir. Bazi ajanlar igin
tek bir duyarlilik testi yanlis kararlara yol acabilir. Ampirik tedavide lokal siirveyans
verileri ve etkin antibiyotiklere dair bilgi kombine edilmelidir. Kombine tedavi veya
uzun siireli antibiyotik inflizyonu gibi uygulamalar umut verici olabilir, daha net ve

biiylik ¢alismalara ihtiyac vardir [89,90].

Kolistin vepolimiksin B, 4. baumannii enfeksiyonlarmna yonelikkullanilan en
onemliantimikrobiyal ajanlar olmasina ragmen, bu ilaglara gelistirilen diren¢ giderek
artmaktadir[11,47]. A. baumannii’de diger gram-negatif mikroorganizmalarda
oldugu gibi, karbapenemleri de igeren beta-laktam antibiyotiklere diren¢ olusumu
tespit edilmektedir. Bakteride olusan bu direne ¢esitli nedenler sebep olmakla birlikte
siklikla OXA tiirii beta-laktamazlarin neden oldugu bilinmektedir. Bu beta-
laktamazlar1 olusturabilen A. baumanniiizolatlarinin  bir ¢ogu, karbapenemler
disinda, kolistin ve tigesiklin haricindeki tedavide siklikla kullanilan diger

antibiyotiklere de direng olusturma yetenegi kazanmis durumladir[91].

Karbapenem direnci A4.baumannii icin birden ¢ok mekanizmayla
aciklanabilmesine ragmen en c¢ok beta-laktamaz enzimleri sayesinde
olugsmaktadir[92]. S6z konusu enzimler iginde D grubu beta-laktamaz smifina ait dort
OXA alt kiimesi i¢inde yer almaktadirlar. Bu beta-laktamazlar icinde
cogunluklabakteride zaten mevcut bulunan OXA-51’in yaninda kazanilmig olan
OXA-23, OXA-24 ve OXA-58 en sik rastlananlardir [93,94]. Resim 4’te bu genlerin

multipleks PZR ile gdsterimi verilmistir.

Bakterilerin hizla tanimlanmasi veya miktarimin tespit edilebilmesi i¢in
gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qPZR) kullanilmaktadir. Bu yontemin
kullanim alanlar1 gittikce artmakta ve antibiyotik direncinin erken tanisina olanak
saglamaktadir. Artik giliniimiizde hastane enfeksiyonlarina sebep olan direng
faktorlerinin belirlenmesi ve erken tanisi i¢in birgok ticari kit gelistirilmis olup ve

sik¢a kullanilmaktadir[93,94,95].
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OXA-58:599-bp
OXA-23:501-bp
OXA-51:353bp
OXA-24:2460p

M

/1]

116

186 92

187

188

Resim 4. OXA-karbapenemaz enzimini sifreleyen genlerin multipleks PZR ile
gosterimi. [Hat 1: OXA-51, OXA-24; Hat 2, 4 ve 5: OXA-23, OXA-51; Hat 3: OXA-
58, OXA-23 ve OXA-51 pozitif 6rnekler (M: Molekiiler biiytikliik belirteci, 50 bp

DNA Ladder) [65].

Tablo 4. A. baumannii diren¢ mekanizmalar1 [96].

Antibiyotik /Direng mekanizmas:

Grup /Gen

Antibiyotik/Direng mekanizmas:

Grup/Gen

Beta-laktamlar igin
Beta-laktamaz
Dogal
Sinuf A/sik gorillen

Swuf A/ nadir gbrilen

Karbapenemaz
Swuuf D oksasilinaz

Metallo-beta-laktamaz

Swiuf A karbapenemaz

Dy membran proteinleri

Efluks pompas:

Tetrasiklinler igin

Efluks pompasi

Ribozomal hedef degigimi

ampC (ADC1-7)
PER-1-2
TEM-92,-11¢
SHV-5,-12
CTX-M-2-3
SCO-1

OXA-51 benzeri
OXA-23
OXA-24
OXA-27
OXA-37
OXA-40
OXA-58 benzeri
VIM

MP

SIM

GES-11

carQ

HMP-AB

33-36 kDa protein
43 kDa protein
adeABC

PBP2 degisimi
tetA, tetB
adeABC

tetM

Aminoglikozidler igin
Enzimatik yikim
Asctiltransferaz

Niukleotidiltransferaz
Fosfotransferaz

Efluks pompas:

16s rDN A metiltransferaz
Kinolonlar igin

DNA giraz/topoizomeraz
Efluks pompasi

Kloramfenikol icin
Efluks pompasi

Trimetoprim/sulfametoksazol igin
Efluks pompasi

Dehidrofolat sentetaz
Dehidrofolat reduktaz

Makrolitler icin
Efluks pompasi

Glisilsiklin igin
Efluks pompasi

Polimiksin igin

Rifampisin igin

AAC-2,-3,-6

SAT-2

ANT-2,-3

APH(3 L, <1L-UL-IV
APH(3")1

adeABC

adeM

armA

gyrA/par(
adeABC
adeM
abeS

adeABC
adel]K
cmlA
craA
abeS

adeABC
adel]K
sul-1-11
folA

adeM

adeABC
pmrAB

arr-2
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5. MOLEKULER YONTEMLER

5.1. Mikrobiyolojide kullanilan hizh tam yontemleri

Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kullanilan yOontemler; geleneksel ve hizli
yontemler olmak {izere iki grupta incelenir. Giiniimiizde hala altin standart olarak
bilinen yontemler geleneksel yontemlerdir. Birbirinden farkli tipte bircok
minyatiirize biyokimyasal kitler ise hizli yOntemler adi altinda sik¢a tercih
edilmektedir. Bu hizli yontemler ayricaniikleik asit hibridizasyonu, antikor temeline
dayanan serolojik testler ve biyosensorleri de icermektedir. Kullanilan bu yontemler
ve testler manuel, yar1 otomatik veya tam otomatik olarak ii¢ farkli grupta

iiretilmektedir [97,98].

Mikrobiyoloji laboratuvarinda kullanilan hizli yontemler, sadece klinik
acidan degil gida ve cevresel kokenli numunelerde de bulunan bakteri, mantar, viriis
ve protozoon gibi mikroorganizmalar i¢cin de kullanilmaktadir. Bu
mikroorganizmalara ait metabolitlerin izolasyonunda ve idantifikasyonununda, erken
tanisi, sayimi ve antimikrobiyal duyarliliklarinin tesbitinde de tercih edilmektedirler.
Ayrica kullanilan bu yontemler hem ekonomik hem yiliksek oranda duyarlilik ve
Ozgiillik oranma sahip olmasinin yaninda ayrica kisa siirede sonuglari
degerlendirebilecek diizeyde olmalidir. Laboratuvarda tercih edilen yontemler bu

Ozellikleri tasimalidir [97,98,99].

Gilintimiizde molekiiler mikrobiyoloji yontemleri iizerine bircok kurumda
egitimler verilmektedir.Burada ama¢ molekiiler tanimlama yontemlerinin dogru

kullanilmas1 ve bu alanda yapilacak arastirmalarin 6niiniin agilmasidir[98,100].

5.2. PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Kary Mullis, ilk kez 1985 yilinda PZR ile ilgili ¢aligmalar1 bilim diinyasina
tanitmis ve boylece molekiiler biyoloji adina 6nemli katkilar saglamistir [101]. PZR,
molekiiler biyoloji ve mikrobiyoloji agisindan onemli buluslardan biridir. PZR,
secilen DNA veya RNA birimlerinin, sentez i¢ingerekli molekiillerve polimeraz
enzimi kullanilarak taninmasi ve ¢ogaltilmas: esasina dayanan bir yontemdir. PZR
yontemi, molekiiler belirleyici ¢aligmalarda alternatif olarak kullanilmaktadir. Bu

yontem,bakteri, virlis, mantar ve protozoa gibi mikroorganizmalardan
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kaynaklananenfeksiyon ve hastaliklarin teshisinde vedzellikle DNA veya RNA’nin
amplifikasyonunda yaygin olarakkullanilmaktadir. PZR biyoteknoloji, tip, patoloji,
molekiiler teknolojiler, sistematik ekoloji, toprak mikrobiyolojisi gibi bilimsel

alanlarda degerlendirilmektedir [98-101].

PZR, bakteri, viriis, fungus, parazit ve protozoon gibi hastalifa sebep olan
canlilara ait hedef niikleik asit zincirlerinin, kullanilan primerler (6zgiil tamamlayic1
oligoniikleotitler) ve 1siya dayanikli enzimlerle laboratuvar kosullarinda
amplikasyonunu saglayan 6zgiin ve giivenilir bir yontemdir. Calisilan genetik birim,
cok az sayida ve hatta bircok ilgisiz DNA molekiillerinin i¢inde olmasina ragmen
cogaltilabilir. Boylece homojen bir DNA materyaline doniisebilir ve kolayca

tanimlanabilir [102].

PZR, sadece bilimsel ¢alismalarda degil klinik laboratuarlarda da kullanimi
bliylik oneme sahiptir. Kary Mullis, 1993 yilinda PZRalanindaki c¢alismalari
sayesinde Nobel Kimya Odiilii’nii almistir. Ozetle PZR, in vitro olarak yapilan bir
klonlamadir [103].

Basit ve hassas bir yontem olan PZR, temelde ii¢ basamaktan olugmaktadir.
Ik basamakta cift iplikli kalpp DNA molekiilii 90-95 °C’de denatiire edilmektedir.
Bu asamada DNA tek iplik¢ik halini alir. Ikinci basamakta primerlerin tek iplikgikli
DNA molekiiline baglanmasi 37-60 °C sicakliklar arasinda gergeklesir. En son
asamada ise DNA zincirleri lizerine yapisan primerler ve DNA polimeraz enzimi
(Taq DNA polymerase) kullanilarak istenilen DNA bdlgesi klonlanir. 72 °C
sicaklikta, DNA polimeraz enzimi ¢ok i1yi ¢alisma performansi gosterdigi icin
cogaltma islemleri bu sicaklikta gerceklestirilmektedir. Denatiirasyon, annealing,
ekstension olmak {izere lic asamadan olusan islem bir PZR devrini ifade etmektedir.
Tim bu islemler 25-40 kez tekrar edilir ve ilk bastaki DNA dizisinden milyonlarca
yeni kopya olusturulabilir[101].

Gerekli tiim maddelerin ve polimeraz enziminin bulunmasi durumunda
reaksiyon baglar. DNA’nin karsit dizisini sentezleyebilme yetenegi sayesinde
cogaltilma gergeklesir. Bu c¢ogaltilma islemi gerceklesirken, DNA dizisinde
istenmeyen diziler baskilanir. Bu sayede DNA dizisinin tanimmlanmasi

kolaylasir[98,101].
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Kalip DNA:Cogaltilmak istenenbaz dizisine sahip genetik birimdir. Eger
DNA yerine RNA kullanilmak isteniyorsa reaksiyondan Once ters transkriptaz
kullanilarak RNA, komplementer DNA’ya (cDNA) c¢evrilir. Bu ¢cDNA daha sonra
PZR i¢in kalip olarak kullanilir [104].

Primer:Belirlenen 4-10 adet isaretlenmis niikleotitten meydana gelen,
sentezde basamak olusturan DNA’y1 ¢ogalmak i¢in kullanilan kisa ve tek sarmall
DNA molekiilleridir. Bunlar hedef DNA’ya 6zgili olduklarindan ortamdaki baska
DNA’lar ile ¢apraz reaksiyon vermezler [101,104].

Polimeraz Enzimleri: Thermus aquaticus’tan elde edilen, sicakliga direngli
DNA polimeraz enzimleri, en yaygin kullanilan polimeraz enzimidir. Yeni enzim
ilavesini gerektirmedigi i¢in bu enzim diger enzimlerden daha kullanish kabul edilir.
Bununla beraber primerlerin baglanmasi, yiiksek sicaklikta daha 6zgiil

olmaktadir[104].

Deoksiniikleotit-Trifosfat (dNTP) Karistmi: Yeni DNA sarmalinin
tamamlanmasida kullanilan; dATP, dTTP, dGTP ve dCTP olarak bilinen 4 tip

dNTP’nin nétralize edilmis, molaritesi belirlenmis dortlii setleridir [98,104].

DNA’nm PZR ile ¢ogaltilmasi; zaman, sicaklik ve dongii sayis1 diizenlenerek

asagida belirtilen asamalarla gerceklestirilir;
Denatiirasyon: Cift iplikli kalip DNA denatiire edilir.

Baglanma: Tek iplikli hale gelen DNA dizilimlerinden her birinin, 3’

uclarindaki niikleotitlere uygun sicaklikta primer baglanir.

Uzama: Yiksek sicakliga dayanabilen polimeraz enzimi, primerler ve kalip

DNA’y1 kullanarak yapay ortamda ¢ift iplikli DNA sentezler[102].

Glinlimiizde kullanilan hizli yontemler, mikrobiyoloji uygulamalarinda
onemli bir yere sahiptir. Klinik caligmalarla birlikte gida ve g¢evresel orneklerde
bulunan patojen mikroorganizmalar ve metabolitlerinin erken tespitinde,
izolasyonunda, idantifikasyonu ve sayimi i¢in yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
1985 ile 1995 yillar1 arasinda kullanilan genetik tani yontemleri ilebirlikte PZR

uygulamalar1 da gelisim goOstermistir. Bu yillardan sonra ise biyosensér ve
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mikroarray test sistemleri ile ¢esitli drneklerde bulunan patojen mikroorganizmalarin

direk tanisi i¢in gelistirilmistir [103,105].

Genetik tan1 yontemlerinden birisi olan PZR, patojen mikroorganizmalarin
dogru tanisini giliglendirmek i¢in son yillarda daha da gelistirilmistir. Hizl1 testlerin
giivenilirligi ile ilgili bir¢cok aragtirmanin sonuglar1 gostermistir ki; bu testler ucuz ve
hizhidir ayrica yiiksek 0Ozgiilliik ve duyarliliga sahiptirler [98,105]. Molekiiler
tiplendirme calismalarinda ve klinik mikrobiyoloji laboratuarlarinda kullanilan
yontemlerden bazilar1 sunlardir: PFGE (Pulsed-field gel electrophoresis), RFLP
(Restriction fragment length polymorphism), RAPD (Random amplified
polymorphic DNA) ve tekrarlayan dizi temelli polimeraz zincir reaksiyonu

(Repetitive sequence-based PZR; rep-PZR) [106].

Ancak hizli ve kolay uygulanabildigi i¢cin en ¢ok rep-PZR yontemi esasina
gore calisanve yar1 otomatize DiversiLab® sistemi (bioMeriéux, Fransa)
kullanilmaktadir. Ayrica bu molekiiler tiplandirme yontemi altin standart kabul
edilen PFGE ve f-AFLP (fluorescent amplified fragment-length polymorphism)

tiplendirme yontemleri ile karsilastirilabilir sonug verdigi ispatlanmistir[5,106].

Antibiyotipleme sonuglarma gorecok ilaca direnglidcinetobacter izolatlariin
hastanede olusan epidemiler hakkinda bilgi verse de, suslar arasindaki farkliliklar:
ayirt edememektedir. Bu nedenle, PFGE ya da PZR gibi tabanli genotiplendirme
yontemlerinden biri  kullanilarak nozokomiyal 4. baumannii epidemileri
arastirilmalidir[76].Rep-PZR nin aywrt edici giicliniin, altin standart kabul edilen
PFGE yontemi ile karsilastirilabilir diizeyde oldugu belirtilmektedir. Caligmalarda
rep-PZR yontemi, Acinetobacter izolatlar1 arasindaki klonal iligkiyi ortaya koymak

amaciyla da kullanilmaktadir [5,107].
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Tablo 5. Polimeraz zincir reaksiyonunun avantaj ve dezavantajlari[107].

Avantajlar Dezavantajlar

e Hizli ve 6zgiildiir.
e Eskimis, kurumus, az miktarda DNA | ¢ Ortamdaki istenmeyen DNA’nin

iceren orneklere bile uygulanabilir. primer ile ortak dizilime sahip olma
e Toksin olusturan etkenlerin, riski vardir.

saptanmasi giictoksinlerin, bakteri alt | © Deneyimli personel gerektirir.

tiplerinin, laboratuar kosullarinda e (Cihaz ve malzemeleri pahalidir.

iretilmesi gii¢ virtislerin
teshisineuygundur.

¢ Antibakteriyel direnci olan
bakterilerinsaptanmasina uygundur.

e Babalik testinden, popiilasyon genetigi
veepidemiyolojik ¢alismalara
varincaya genis kullanim alani
bulunmaktadir.

Baz1 durumlarda reaksiyona giren {iriinlerin az veya ¢ok olmas1 veya ortam
sartlarmm optimum olmamast gibi nedenlerden dolayr primerlerin dogru
baglanmamasi, istenilen bantlarin olusmamasi veya istenmeyen bantlarin agiga
ctkmast gibi istenmeyen durumlarolusabilir. Ayrica PZRasamalarinda yliksek
hassasiyet i¢in; Mg+*> gibi gerekli iyonlar, primerler, dNTP’ler ve DNA
Polimeraz’n en uygun yogunlukta olmast gerekir. Bunun yaninda etkili
denatiirasyon, yiiksek yapisma sicakligi, tek zincirin kalitesi, PZR bilesenlerinin
kalite ve miktari, dongii sayis1 ve uzunlugu, PZRcihazi etkinligi i¢cin 6nemlidir

[101,106].

PZR tekniginin kesfinden bu giine bir ¢okyontem gelistirilmistir.
Klonlanmas1 istenilen DNA parcasinin genom dizisi biliniyorsa su yOntemler
kullanilmaktadir; multipleks PZR, kantitatifPZR, revers transkriptaz PZR, kat fazli
PZR, touch down PZR, hot start PZR, asimetrik PZR ve nested PZR[101].

Genomik c¢alismalarda kullanilmak tizere gelistirilmis cesitli yontemler
bulunmaktadir. Bu yOntemlerden, Polimeraz Zincir Reaksiyonuna dayali

yontemlerden bazilar1 asagidaki gibidir:
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» PZR-Restriksiyon enzimleri ile kesilen parga uzunluk polimorfizm
analizi (PZR-RFLP)

» Bircok kopyada bulunan dizilerin hedef olarak PZR parmak izi
calismalarinda kullanilmasi [tekrarlayan ekstragenik palindromik diziler - repetetive
extragenic palindromic (REP) veya tekrarlayan enterobakteriyel intergenik
konsensus diziler - enterobacterial repetitive intergenic consensus (ERIC)-PZR]

» Arbitrarily primed PZR (AP-PZR)

» Rastgele amplifiye edilen polimorfik DNA (RAPD) — (Random
amplified polymorphic DNA)

» Amplifiye parca uzunluk polimorfizm analizi (AFLP) — (Amplified
fragment length polymorphism analysis)[98,99,108].

5.2.1. Amplifikasyonda Kullanilan Bazh Yontemler ve PZR Cesitleri

Genotiplendirme yapilirken klonlanmasi hedeflenen DNA o6nce amplifiye
edilir veardindan amplifiye olanprimerler ya direkt olarak ya dadzel restriksiyon
enzimleri kullanilarakaciga c¢ikan son diirtinler ile ¢alisilir[66]. Bu son iiriinler
fragment uzunluklarmin analizini gerceklestirmek icin agaroz jelden yararlanilarak
separe edilir. Bu sayede ayni tiirlin farkli suslar1 arasindaki fragment kaliplarindaki
farkliliklar degerlendirilmis olur. Yine bu degerlendirmeler i¢in en ¢ok REP-PZR,
PZR-RFLP, PZR-ribotipleme, AP-PZR/RAPD/DAF ve AFLP yoOntemleri
kullanilmaktadir. Bunlardan bazilarmin calisilma yontemi asagida Ozetlenmistir

[66,98].

5.2.2. Tekrarlayan Ekstragenik Elementlerin PZR ile Amplifikasyonu
(Repetitive PZR yani REP-PZR)

Rep-PZR yontemi,yalnizca bakteriler i¢in degil birgok mantar tiirli icin de
kullanilmaktadir. Bu yontemde hiicrelerin kromozomlarmimn farkli lokuslarindaki
kisa, tekrarlayan ve konservatif bolgeleri hedef alan kisa primerler kullanilir. Hedef
alman bdlgelerin birbirlerine yakin olmalar1 nedeniyle iki ekstragenik bolge arasinda
kalan birimler amplifiye edilir. Daha sonra bu amplikonlarin say1 ve uzunluklari

agaroz jel lizerinde elektroforez ile belirlenir [109].
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Tekrarlayan DNA dizilerine dayali PZR ¢esidi olan rep-PZR ydnteminde;
cogu mikroorganizmanin genomu lizerinde dagilim gosteren ve tekrarlanan DNA
birimlerine komplementer olan primerler kullamilir [102,104]. Yapilan tekrar
islemleri sirasinda kalan DNA dizilimlerinin amplifikasyonu yani ¢ogaltilma iglemi
gerceklestirilmektedir. Suslar arasinda tekrar elementlerinin miktar ve yerlesim farki
molekiiler tipleme igin gerekli olan bakteriye dzgii bant profilini olusturmaktadir. Ug
grupta tanimlanan ve tekrarlayan dizilimler; S. pneumoniae’nin BOX elementi, REP
ve ERIC dizilimleridir. rep-PZR yonteminde kiiltiirden alinan 6rnekler kullanildig:
gibi direkt klinik 6rneklerden yapilan DNA ekstraksiyon lriinleri ile de calisilabilir.
Calisilan elementlerin dizilimlerin ve kullanilacak primerlerin baz diziliminin
bilinmesi gerekmemektedir. Cogunlukla sadece bir primer seti kullanilarak hem
gram-negatif hem de gram-pozitif bakterilerde tiplendirmeyi saglayacak miktarda

bant profili olusturulmaktadir [110].

Calismalarda genellikle BOX primerleri ile calisilmaktadir. Ciinkii REP
primerlerinin olusturdugu bant profillerihedeflenen diizeyde degildir ve ERIC primer
seti dePZRi¢in gerekli kosullardan yiiksek oranda etkilenmektedir. Kullanilan bu
primerler toplu halde de kullanilmaktadir. PZR bazli tipleme yontemlerinden,rep-
PZR ve AFLP gibi molekiiler yontemler, suslar arasindaki iligkiyi ortaya ¢ikarmada
en fazla tercih edilen yontemlerdir. rep-PZR tipleme kolay uygulanabilmesi, fazla
sayida izolat ile calisilabilmesi ve ayirt ediciliginin yliksek olmasi nedeniyle
bakteriyel popiilasyonlarin filogenetik yapilar1 ve taksonomik farkliliklarini

belirlemek amaciyla ¢alisgilmaktadir [104,110].

5.2.3. RFLP-PZR

Bakteride ilk olarak kromozomunun iizerinde bulunandzel bir gen bolgesinin
amplifikasyonu yapilir. Ardindan amplike edilen bdlge o6zel restriksiyon
enzimlerinden yararlanilarak hazmettirilir. Bu hazim ile iretilen farkli uzunluktaki
niikleik asit birimlerinin dagilimi yine en son asamada agaroz jel elektroforez

yontemi ile arastirilir[66].
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5.2.4. PZR-Ribotipleme

Ik olarak kromozomda bulunan rRNA’y: sifreleyen gen bdlgesi amplifiye
edilir. Ardindan restriksiyon enzimleri ile RFLP analizi yapilabilir. Genellikle tip ve
sub tip tespitinde kullanilmaktadir [109].

5.3. MALDI-TOF (Matriks Assisted Laser Desorption/ Matriks Destekli

Lazer Desorpsiyonu)

Matriks destekli lazer desorpsiyon, proteinler, peptitler ve sekerler gibi
biyomolekiillerin ve eski iyonizasyon teknikleriyle iyonize edildiginde kirilip
parcalanmaya egilimli olan polimerler gibi biiylik organik yapili molekiillerin
analizini gergeklestiren, kiitle spektromektresinde kullanilan hassas bir yontemdir.
Her ne kadar bu teknik daha az yiiklii iyonlarin meydana gelmesine neden olsa da
hem hassasiyet hem de liretilen iyonlar agisindan en ¢ok elektrosprey iyonizasyonuna
benzemektedir.Lazer 1s1masiyla iyonizasyonun saglanmasi i¢in ¢ogunlukla nitrojen
lazer kullanilir.Dogrudan lazer 1simasmimn biyomolekiile verecegi zararin

engellenmesi, buharlagsma ve iyonlagsma, matriksle saglanir [66,111].

Bakterilerin tanimlanmasinda spektrumlar kullanilmaktadir. Arastirilmak
istenen mikroorganizmaya ait koloni dogrudan hedef noktasinin lizerine yayilir ve
matriksle kaplanir. Olusan kiitle spektrumlari, ilgili yazilimla arastirildiktan sonra
kayith profillerle karsilastirilir. Mikroorganizmalarin bu teknik ile tanimlanmasi,
glinlimiiz standart immiinolojik ve biyokimyasal yontemlerden daha giivenilir ve

ekonomik olmasidan dolay1 tercih edilmektedir[111].

5.4. Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)

Altin standart olarak adlandirilan bu yontem bir¢ok mikroorganizma
icinkullanilan bir genotiplendirme yontemidir [66]. Pulsed-field jel elektroforez
(Pulsed-field gel electrophoresis, PFGE) biiyilkk molekiillerin agaroz jelde
elektroforetik ayristirilmasi i¢cin gelistirilmistir. Bu yontemde jele vuruslu, dalgali ve
dikey elektrik alanlar1 uygulanmistir. DNA molekiilii ne kadar biiyiikse tekrar
yonlenmesi o kadar uzun zaman alir. Bu sekilde biiyiikliiklerine gore ayrilirlar.Bu
yontemde, kromozomal DNA polimorfizmine dayali, tiim genomu hedef alan

genotiplendirme yapilmaktadir. Izolatlar arasindaki iligkilerin belirlenmesinde, bant
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paternlerinin benzerlik ylizdesine ya da bant sayisi ve biiyiikliiglindeki farkliliklara

gore degerlendirme yapilmaktadir [112,113].

5.4.1. PFGE Kullanim Alanlan

e Klinikepidemilerin arastirilmasit ve bulaglarin  kokenlerinin  tespit
edilmesinde,

e Toplumda besinler araciligi ile olusan salginlarin arastirilmasinda,

e [aboratuvar kontaminasyonlarinin incelenmesinde,

e Hastalarin ve hastaliklarinin takip edilmesinde,

e Nokta mutasyon, insersiyon yada delesyon gibi rastlantisal genetik
olaylarn tespitinde,[114].

e Bazi canlilarm DNA hasarlarinin  tespiti gibi durumlar i¢in

kullanilabilir[116].

PFGE yonteminde hata payini azaltmak i¢in dikkat edilmesi gereken hususlar

sunlardir;

e Kullanilan kimyasal maddeler uygun sekilde depo edilmelidir.
e Hesaplamalar titizlikle yapilmalidir.

e Maddeler dogru tartilmalidir.

e Tampon yapilirken ultra saf su kullanilmalidir.

e Kullanilacak tiim cam cihaz ve malzemeler temiz olmalidir.

e Tiim cihazlarin dogru calistig1 kontrol edilmelidir.

e Dogru kimyasallar (enzim, deterjan) kullanilmaldir[66,117].

Tablo 6. PFGE’de kullanilan yontemler ve enzimler[66,98,114].

Fiziksel Yontemler Enzimler Deterjanlar
Kaynatma Proteinaz K SDS
Dondurma Lizozim Tween-80
Cozme Lysostaphin

Arastirilmak istenen izolat sayisi arttik¢a kullanilan molekiiler epidemiyolojik

yontemlerde bant profillerinin degerlendirilmesi icin gerekli olan bilgisayar
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programlarinin sayist da artmaktadir[66,104].Kromozom iizerindeki tim genom
hedef alindigindan DNA’y1 tahrip olmadan elde etmek gerekir. Ciinkii kirilmis DNA,
hatali bant profillerinin olusmasina neden olacaktir. Kesim noktalar1 arasinda kalan
DNA fragmentleri biiyiikliiklerine gore elektroforetik alanda, jel icinde go¢ ederler.

Klonal olarak iliskili suslar, benzer bant profilleri olusturacaktu{118].

Tenover kriterlerine gore 4 bant farkina sahip izolatlar “olast iligkili” olarak
kabuledilmektedir.Oysa olusan 4 bant farki 4 genetik olay sonucu gerceklesmis
olabilir. 5-8 bant farklihigi en az 2 genetik olay sonucunda olusabilir ve bu
durumdaki suglarinda alttip olarak ifade edilmeleri gerekir.Bu durumda 9 veya daha

fazla bant farklilig1 olan suslar ise iliskisiz olaraktanimlanabilir [114].

e Bant farki olmayan suslar; salgin susu
e 1-4 aras1 bant farklilig1; ayni1 tipin subtipi
e >5 bant farki olan izolatlar; farkl tipler[66,114,118].

M 123 45 6 72809

10 1112 131415 16 17

-

Resim 5. Acinetobacter’e ait PFGE goriintiisii. M: Molekiil agirlik standardi, 1-12 ve
14-17: L. garvieae, 13: L.lactis spp. (Tiire ve ark. 2012)
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A B

Resim 6. A. baumannii enfeksiyonu etkenlerinin “pulse-field gel electrophoresis”
gorlintiisi. M: Lambda Ladder PFG Marker (New EnglandBiolabs, Hitchin,
Ingiltere). Klonlarin siralanigi, soldan saga Al, Al, B, C, Al, A2, A3, M, Al. B.
Farkli OXA karbapenemazlari tasiyan kokenlerdenornekler, M: 100 bp DNA marker,
OXA-51 benzeri enzim, 353 bp; OXA-23 benzeri enzim, 501 bp; OXA 58 benzeri
enzim 599 bp. [112].

5.4.2. Sonuclarin Analizi ve Yorumlanmasi

Yapilan c¢aligmalarm ve PFGE sonuclarininmutasyonlar ile etkilenip
etkilenmedigi vetiplendirme sonuclarma etkisi de arastirilmalidir[114]. Bunun i¢in

belirleyici su genellemelere gore degerlendirmeler yapilir:
- Tek bir genetik olay----->1zolatlar ayni1
- Iki genetik olay-----> muhtemel iliskili
- Ug veya daha fazla genetik olay-----> iliskisiz olarak degerlendirilir.

Insersiyonlar, delesyonla, yeniden diizenlenmeler ve tek baz degisiklikleri

PFGE paternlerinietkileyebilecek genetik olaylardir[66,112].
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Resim 7. PFGE yonteminde jel gortiniimii [116].

Enfeksiyon sonucu olusan hastaliklarinin tespiti ve epidemiyolojisi ile ilgili
yapilan ¢alismalarda 6zellikle son yillarda devrim niteliginde gelismeler yasanmaistir.
Daha onceleri geleneksel test metotlar1 ile yapilan epidemiyolojik caligmalar
glinlimiizde yeni teknikler ile gelisme gostermis ve epidemiyolojik olarak iliskisiz
suglar arasinda essiz fragment desenleri sayesinde iliski kurulabilmistir. Yeni
tekniklerin gelistirilmesi bir yandan da eski tekniklerin modifiye edilmeleri ile
desteklenmis, daha az zaman ve efor ile yiiksek kalitede tiretken jel goriintiileri

ortaya ¢cikmistir [116].

2000’11 yillarda PFGE metodu epidemiyoloji bransina altin standart olarak
kabul edilmis ve geleneksel elektroforezden farkli olarak biiyiik DNA molekiillerinin
de essiz bir bigimde ayrigsmasina imkan saglamistir. Artik bu ve benzeri yontemlerin
daha 1yi anlagilabilmesi i¢in merkezler kurulmus ve daha genis fragmentlerin
ayrigmalar1 i¢in yeni sistemlerin gelistirilmesi hedeflenmistir. Ayni tiiriin farkl
bireyleri arasindaki iliskininderecelendirilmesinde, bir¢cok tiire ait fiziksel

haritalamanin gerceklestirilmesinde PFGE metodusik¢a kullanilmaktadir [66,112].
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Gelecekte proteinlerin jel {izerinde ayrigmalarmi ve DNA topoloji
calismalarin1 hedefleyen bu teknik ile giiniimiizde, akuakiiltiirde yiiksek kayiplara

yol acan bir¢ok patojenin epidemiyolojisi rutin bir sekilde ¢alisilabilir [119].
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6. MATERYAL VE METOD

Calisma kapsaminda gerceklestirilen islemler laboratuvar ve bilgisayar
tabanli uygulamalar olarak iki ana baslik altinda toplanmistir. Gergeklestirilen

calismalar basliklar halinde sunulmus olup, kullanilan sarf malzemeler ve gerecler

asagida verilmistir.

6.1. Sarf Malzemeleri

Steril disposable 6ze (Mediko kimya, Tiirkiye)
Mikrosantrifiij tiipi 500 ul, 1,5 ml (Axygen, ABD)
PZR tiipii 0,2 ml (Axygen, ABD)

Otomatik pipetler (Thermo Fisher Scientific, ABD)

Steril filtreli pipet uclar1 10 pl, 20 pl, 200 pl, 1000 pl (Thermo Fisher
Scientific, ABD)

Lateks muayene eldiveni (DOLPHIN, Tiirkiye)

6.2. Besiyerleri
> Kanh agar

Tablo 7. Kanl1 agar besiyeri igerigi.

Kanh Agar Bilesimi (Becton Dickinson, ABD) g/L
Kazein pankreatik 0zeti 12
Hayvan dokularinn peptik 6zeti 5
Maya 6zeti 3
Sigir eti 6zeti 3
Mis1r nisastasi 1
NacCl 5
Agar 13,5

Toz besiyeri 42,5 g/L olacak sekilde saf su ile 1000 mlI’ye tamamlanmis ve
wsitilarak eritilmistir. pH 7,3 + 0,2°e ayarlanmigtir. Otoklavda 121 °C'de 15 dakika

sterilize edilmistir. 50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra defibrine koyun kanmdan 50

ml eklenerek karistirilip plaklara dagitilmastir.
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> EMB agar

Tablo 8. Eosin Metilen Blue (EMB) agar besiyeri icerigi.

EMB Agar Bilesimi (Becton Dickinson, g/L
Jelatinin pankreatik 6zeti 10
Laktoz 5
Stikroz 5
K2HPO4 2
Agar 13,5
Eosin Y 0,4
Metilen Mavisi 0,065

Dehidre besiyeri 35,965 g/ olacak sekilde saf su ile 1000 ml’ye
tamamlanmis ve isitilarak eritilmistir. pH 7,1 + 0,2°e ayarlanmistir. Otoklavda 121
°C'de 15 dakika sterilize edilerek petri kutularma dagitilmistir.

6.3. Kimyasal Malzemeler

Taq DNA Polimeraz (Thermo Fisher Scientific, ABD)

10X PZR Buffer (Thermo Fisher Scientific, ABD)

10 mM MgCI2 (Thermo Fisher Scientific, ABD)

dNT Karisimi (Thermo Fisher Scientific, ABD)

Rep PZR primerleri (Prizma Laboratuar Uriinleri, Tiirkiye)

Molekiiler grade agaroz (Vivantis, Malezya)

Etidyum bromiir (Applichem, Almanya)

1X Loading Dye Solution (Thermo Fisher Scientific, ABD)

GeneRuler DNA Ladder (Thermo Scientific GeneRuler™ Katalog No:
SM0331))

6.4. Araclar

Etiiv (Dedeoglu, Tiirkiye)

Santrifiij (EPPENDORF, Almanya)
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Vorteks (HVD, Avusturya)

Termal dongii cihazi (Bio-Rad, T100™ Thermal Cycler)

Hassas terazi (METTLER- TOLEDO, Isvicre)

Mikrodalga firin (VESTEL, Tiirkiye)

Elektroforez tanki (Thermo Fisher Scientific, ABD)

Elektroforez gii¢c kaynagi (BIO-RAD, USA)

UV transilliiminator (VILBER -LOURMAT TFX-20.M (ETX-20 M), Fransa)
Jel Goriintiileme Sistemi (Dnr minibis, Israil)

Nanodrop (Maestrogen mn-913, Tayvan)

Masaiistii Santriflij (Thermo Fisher Scientific, ABD)

6.5. Yontem

Calismamizda Sivas Cumhuriyet Universitesi Uygulama ve Arastirma
Hastanesi'nde 2012-2018 yillar1 igerisinde Yogun Bakim Uniteleri ve c¢esitli
servislerde yatarak tedavi goren hastalarn Mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen
cesitli orneklerinden izole edilen Acinetobacter baumannii izolatlarindan, tanimlama
sistemlerince yeterli glivenilirlik skoru elde edilebilenler ¢aligmaya dahil edilmistir.
Klinik orneklerde tireyen Acinetobacter baumannii izolatlarinin antimikrobiyal
duyarliliklar1 otomatize sistem ile Epicenter (Becton Dickinson, ABD)veri analiz
sisteminden geriye doniik olarak, klonal iliskileri ise Rep-PCR yontemi ile caligilarak
degerlendirilmistir. Calismaya dahil edilen hastalardan birden fazla izolasyon
gergeklestirildiyse, bu hastalardan izole edilen sadece bir Acinetobacter baumannii
izolat1 c¢alismaya dahil edilmis, tekrarlayan ornekler calisma dis1 birakilmastir.
Calismaya dahil edilen izolatlarin tanimlamalar1 Mikrobiyoloji laboratuvarinca
Microflex LT MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics,Almanya) cihazi kullanilarak
matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon ucus zamani kiitle
spektrometresi yontemi ile iiretici firma calisma prosediirlerine gore yapilmstir.
Tanimlanan suslarin antimikrobiyal duyarlilik testleri Phoenix 100® (Becton

Dickinson, ABD) cihazi kullanilarak, Gram negatif test panelleri (NMIC/ID-82® ve
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UNMIC/ID-83®, Becton Dickinson, ABD)iiretici firma c¢alisma prosediirlerine gore

yine Mikrobiyoloji laboratuvari tarafindan yapilmistir.

6.6. idantifikasyon ve Kiiltiir

Hastanede yatan 179 hastanin ¢esitli 6rneklerinden MALDI-TOF MS sistemi
kullanilarak Acinetobacterbaumanniiolarak tanimlanan izolatlar, yagsiz siit ve
gliserol igerisinde -80 °C’de calismanin gergeklestirilece§i zamana kadar
bekletilmistir. BoOylece DNA izolasyonu asamasma kadar izolatlarin tekrar
canlandirilarak iiretilmesi saglanabilmistir. Calisma oOncesinde ise kanli agar
besiyerine ekimi yapilarak 35.5°C’de 18-24 saat etiivde bekletilerek koloni
olusumlar1 gozlemlenmistir. Bu asamadan sonra iiremenin gerceklestigi izolatlar
ikinci kez pasajlanarak tek koloni ekimleri gergeklestirilmistir. Elde edilen
kolonilerin Microflex LT MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, Almanya) cihazi ile
tanimlama islemleri iiretici firma ¢alisma prosediirlerine gére yapilarakAcinetobacter
baumannii olduklar1 dogrulanmustir. Uretici firma (Bruker Daltonics, Almanya),
1,7°nin altinda elde edilen skor degerlerinin giivenilirlik seviyesini gegemedigini,
1,7-2,0 arasinda elde edilen skor degerlerinin cins diizeyinde giivenilir tanimlama,
2,0-3,0 arasinda elde edilen skor degerlerinin ise hem cins hem de tiir diizeyinde
giivenilir tanimlamalar1 gosterdigini bildirmektedir. Calismamizda
degerlendirdigimizAcinetobacter baumanniidogrulamalar1 2,0 ve {iizeri giivenilirlik

skorlar1 elde edilen tanimlamalardan elde edilmistir.

6.7. DNA izolasyonu

e Kiiltiir ortaminda taze olarak iiretilen 1794. baumanniisusu 6ze yardimi
ile mikrosantrifiij tiiplerine alinmigstir.

e Daha sonra orneklerin iizerine 100 plsterildistile su (dH,O) eklenerek 10
dakika kaynatilmistir.

e 10 dksantrifiijleme (13000 xg) gerceklestirilmis ve siipernatant -20 °C’de
PZR asamasinda kalip DNA olarak kullanilmak tizere muhafaza edilmistir [78].

e DNA izolasyonu sonrasinda izolasyonu gerceklestirilen DNA’larin kalite

ve kantite tayinleri nanodrop cihazi kullanilarak belirlenmistir.
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e Bu o0lciimler sonucunda DNA konsantrasyonu (ng/pul) ve olast protein
kontaminasyonlar1 i¢gin A260/A280 degerleri belirlenmistir.

e Buradan elde edilen konsantrasyon degerleri kullanilarak PZR
reaksiyonlar1 dizayn edilmistir.

e Her bir 6rnek i¢in PZR reaksiyonu icerisine 100 ng DNA olacak sekilde
uygun hacimde 6rnek konulmustur. (50 ul PZR reaksiyon hacmi)

e DNA izolasyonu yapilan 179 A. baumannii izolatindan, kalite ve kantite
tayinleri uygun oldugu goriilen toplam 132 DNA 6rnegi rep-PZR uygulamalar1 i¢in

sec¢ilmistir.

6.8. Rep-PZR Uygulamalan

Total genomik DNA izolasyonu sonrasinda 4. baumannii suslarimin klonal
iliskisinin belirlenmesi amaciyla rep-PZR yontemi kullanilmistir. Bu amagla

kullanilan primerler ve 6zellikleri Tablo 9’ da gosterilmistir[ 120].

Tablo 9. Kullanilan primerlere ait dizilerve 6zellikleri.

Primer Ad1 Dizisi (5°2>3") T Degeri °C
REP 1 III GCG CCG ICA TCA GGC 58,4
REP 2 ACG TCT TAT CAG GCC TAC 53,8

Bu kapsamdan PZR reaksiyonu swrasinda primer baglanma sicakligi (TA,
annealing) TM degerlerinden hareket edilerek gradient PZR uygulamasina gidilerek
belirlenmistir. Tiim PZR reaksiyonlar1 50 pl son hacimde hazirlanmistir. PZR

uygulamalarinda Bio-Rad T100™ ThermalCycler kullanilmistir.

50 ul’lik reaksiyon hacminin igerigi ise asagidaki tabloda verilmistir:
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Tablo 10. PZR reaksiyon hacminin igerigi. (50 pl igin)

I,5U Taq DNA polimeraz

5ul10 % reaksiyon tamponu

(100 mMTris-HCl, pH 8,8, 500 mMKCI, %0,8 Nonidet P-40)

20 pmol primer c¢iftlerinin her biri(Macrogen)
0,2 mM her bir ANTP (MBI Fermentas)

3 mM MgCl,

100 ng kalip DNA

PZR kosullar1 ve izlenen adimlar asagida gosterilmistir:

> 94 °C 10 dakika baslangic denatiirasyonu

> 94 °C 1 dakikadenatiirasyon

> 42,8 °C ldakika primer baglanma (Annealing) 33 Dongii
> 68 °C 6 dakika uzama (Extension)

> 68 °C 10 dakika son uzama

6.9. PZR iiriinlerinin Goriintiilenmesi ve Veri Analizleri
Tiim 6rneklerin PZR islemlerinin tamamlanmasidan sonra 6rnekler;

» 0.5 pg/ml etidyum bromiir iceren %1 ’lik agaroz jele yiiklenerek belirteg
(ThermoScientific™ GeneRuler™ Katalog No: SM0331) varhgmda cm® 4-6 V
elektrik uygulanarak yiiriitiilmiistiir.

» PZR fdrinleri jel tlizerinde % birim mesafe (9 cm’lik jel tizerinde)
yiiriitiildiikten sonra jel UV 1s1k altinda goriintiilenerek jel fotograflar: tiffformatinda
bilgisayar ortamina aktarimistir.

» 132 6rnek i¢in 22 kuyucuk igeren elektroforez taragi kullanilarak 7 farkli
jel hazirlanarak 6rnekler ytiriitilmiistiir.

» Her sira bas ve sonda olmak {izere 2 belirte¢ icermektedir.

» Analizler i¢in BioNumerics V7.5 (AppliedMaths) programi

kullanilmastir.
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» Programa yiiklenen fotograf dosyalar1 iizerinde marker ve PZR
iirlinlerinin bant profilleri otomatik olarak belirlenmis ve bantlar kontrol edilerek
diizenlenmistir. Jel nedeniyle konumlarda olusan hatalar iki belirte¢in bir birine gore
konumu ile normalize edilmistir.

» Tum orneklere ait bant paterni verileri birlestirilerek analiz edilmistir.

» Daha sonra bant profillerinin karsilastirilmas: benzerlik katsayisi
(Similaritycoefficient) olarak Dice, optimizasyon %1, tolerans %1 ve diger
parametreler degistirilmeden kullanilarak UPGMA (unweighted pair-group method
with arithmetic mean; Sokal ve Michener 1958) dendogramlar1 olusturulmustur.

» Olusturulan dendogramlar igerisinde % 95 benzerlik gosteren gruplar

Cluster 1-24 olarak adlandirilmistir.
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7. BULGULAR

Calismamizda 2012-2018 yillar1 arasinda Sivas Cumhuriyet Universitesi T1p
Fakiiltesi hastanesi Mikrobiyoloji laboratuvarma gonderilen cesitli klinik 6rneklerden
dretilen 179  Acinetobacterbaumannii ~ bakterisinin  tedavide  kullanilan

antimikrobiyallere kars1 direng durumlar1 belirlenmis olup tablo 11°de verilmistir.

Tablo 11. 2012-2018 wyillar1 icerisinde 1zole edilen Acinetobacterbaumanii

izolatlarmin Antibiyotik Diren¢ Oranlar1.

Antimikrobiyal madde Diren¢ oram (n=179) Direncli izolat sayisi
(%) (n=179)

Kolistin 4.4 8
Gentamisin 97,7 175

Sefepim 98.3 176
Imipenem 100 179
Meropenem 100 179
Amikasin 88,8 159
Siprofloksasin 100 179
Trimetoprim-siilfametoksazol 88,2 158

Calismamizda sonuglarmi degerlendirdigimiz 179 Acinetobacter izolatinin
diren¢ durumlarin1 degerlendirdigimizde en diisilk diren¢ oraninin % 4.4 ile
Kolistin’e kars1 oldugu goriiliirken, diger antimikrobiyallere karsi diren¢ oranlarinin

oldukea yiiksek oldugu goriilmiistiir.
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a)Jel 1

Tablo 12. Jel-1 6rneklerine ait yi1l, duyarlhilik, klinik ve numune bilgileri.

Sus numarast Yil Duyarlilik Klinik Numune
%

1 2013 col tmx AYB Balgam
2 2013 col tmx AYB Balgam
5 2013 col AYB Balgam
6 2013 col amik G Balgam
7 2013 col tmx INT Idrar

8 2013 col G Idrar

9 2012 col tmx AYB Balgam
10 2013 col amik sef AYB Balgam
11 2013 col amik sef AYB Balgam
13 2013 col tmx AYB Balgam
14 2013 col AYB Balgam
15 2013 col tmx ONK Balgam
16 2013 col DAH Kan

17 2013 col tmx AYB Balgam
18 2013 col END Idrar
19 2013 col tmx AYB Idrar

20 2013 col AYB Balgam
23 2013 all-r AYB Balgam
24 2013 col GC Aspirat
29 2013 col amik AYB Balgam
3k

* [Ik ve son drnek belirteg yiiklenmis kuyular1 temsil etmektedir. Col: Kolistin,

tmx: Trimethoprim-Sulfametaksazol, amik: Amikasin, sef: Sefepim, all-r:

Hepsi direngli.

Resim 8. Jel-1 goriintiisii. (Ilk ve son 6rnek belirteg, yiiklenmis kuyular1 temsil
etmektedir.
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b) Jel 2

Tablo 13. Jel-2 6rneklerine ait yil, duyarlilik, klinik ve numune bilgileri.

Sus numarast Yil Duyarlilik Klinik Servis Numune
%

36 2013 col NFR Balgam
37 2013 col tmx AYB Balgam
38 2013 col amik PL Yara

40 2013 col tmx AYB Balgam
41 2013 col amik GC Aspirat
42 2013 col AYB Balgam
44 2014 col KVC Balgam
45 2014 col HM Kan

46 2014 col tmx amik genta |AYB Balgam
47 2014 col ONK Balgam
48 2014 col amik AYB Balgam
49 2014 all-s DRM Yara

50 2014 col amik DAH Kan

51 2014 col AYB Kan

52 2014 col amik AYB Balgam
54 2014 col tmx GSR Kan

55 2014 col amik AYB Kan

56 2014 col NFR Kateter
58 2014 col AYB Balgam
59 2014 col AYB Balgam
*

* [k ve son drnek belirtec yiiklenmis kuyular1 temsil etmektedir. Col: Kolistin,

tmx: Trimethoprim-Sulfametaksazol, amik: Amikasin, genta: Gentamisin, all-

s: Hepsi direngli.

ot o g e

G L R

Resim 9. Jel-2 goriintiisii. (Ilk ve son drnek belirteg, yiiklenmis kuyular1 temsil
etmektedir.
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c)Jel3

Tablo 14. Jel-3 6rneklerine ait yil, duyarlilik, klinik ve numune bilgileri.

Sus numarast Yil Duyarlilik Klinik Servis | Numune
%

60 2014 col PL Yara
61 2014 col AYB Balgam
63 2014 col GC Aspirat
64 2014 col tmx PL Yara
65 2014 col AYB Balgam
66 2014 col tmx ORT Yara
68 2014 col amik AYB Balgam
69 2014 col AYB Balgam
70 2014 col amik AYB Balgam
71 2014 col AYB Balgam
72 2014 col tmx AYB Balgam
73 2014 col AYB Balgam
74 2014 col AYB Balgam
75 2014 col tmx AYB Balgam
76 2014 col amik AYB Balgam
78 2014 col AYB Balgam
80 2014 all-r ENF Idrar
81 2014 col genta AYB Yara
82 2015 col AYB Balgam
83 2015 col amik G Balgam
%

* [Ik ve son drnek belirtec yiiklenmis kuyulari temsil etmektedir. Col: Kolistin,

tmx: Trimethoprim-Sulfametaksazol, amik: Amikasin, genta: Gentamisin, all-

s: Hepsi direngli.

Resim 10. Jel-3 goriintiisii. (Ilk ve son omek belirteg, yiiklenmis kuyulari
temsiletmektedir.)
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d) Jel 4

Tablo 15. Jel-4 6rneklerine ait yil, duyarlilik, klinik ve numune bilgileri.

Sus numarast Yil Duyarlilik Klinik Servis Numune
%

84 2015 col amik G Balgam
85 2015 col ENF Yara

86 2015 col DAH Aspirat
87 2015 all-r NFR Idrar

88 2015 all-r AYB Balgam
89 2015 col GC Yara

90 2015 col tmx HM Balgam
91 2015 col tmx AYB Idrar

93 2015 all-r DAH Idrar

94 2015 col AYB Balgam
95 2015 col AYB Balgam
96 2015 col AYB Balgam
98 2015 col URO Idrar

99 2015 col GC Yara
100 2015 col AYB Balgam
101 2015 col AYB Balgam
103 2015 col AYB Balgam
108 2016 col AYB Balgam
109 2016 col GC Yara
110 2016 col GC Balgam
%

* flk ve son ornek belirte¢ yiiklenmis kuyular1 temsil etmektedir. Col:

Kolistin,

tmx: Trimethoprim-Sulfametaksazol, amik: Amikasin, all-r: Hepsi direngli

Gk N R e g G R G

W .

Resim 11. Jel-4 goriintiisi. (Ilk ve son omek belirteg, yiiklenmis kuyulari
temsiletmektedir.)
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e)lJel 5

Tablo 16. Jel-5 6rneklerine ait yil, duyarlilik, klinik ve numune bilgileri.

Sus numarast Yil Duyarlilik Klinik Servis Numune
%k

111 2016 col NOR Idrar
112 2016 col PL Yara
113 2016 col PL Yara
114 2016 col PL Yara
115 2016 col PL Yara
116 2016 col ENF Yara
119 2016 col PL Yara
120 2016 col PL Yara
121 2016 col AYB Balgam
122 2016 col ENF Idrar
123 2016 col G Balgam
124 2016 col DAH Yara
125 2016 col DAH Yara
126 2016 col AYB Yara
127 2016 col YDS Yara
128 2017 col AYB Yara
129 2017 col PL Yara
130 2016 col AYB Balgam
131 2016 col HM Idrar
132 2016 col AYB Idrar

%

* [k ve son &rnek belirtec yiiklenmis kuyular1 temsil etmektedir. Col: Kolistin,

Resim 12. Jel-5 goriintiisi.(Ilkk ve son oOrnek belirteg, yiiklenmis kuyular:

temsiletmektedir.)
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) Jel 6

Tablo 17. Jel-6 6rneklerine ait yil, duyarlilik, klinik ve numune bilgileri.

Sus numarast Yil Duyarlilik | Klinik Servis Numune
%

135 2017 col PL Yara
136 2017 col tmx AYB Balgam
137 2017 col GC Yara
138 2017 col GC Kan
139 2017 col ENF Yara
140 2017 col AYB Balgam
141 2017 col GC Yara
142 2017 col AYB Yara
143 2017 col URO Idrar
144 2017 col AYB Balgam
149 2017 all-r AYB Balgam
153 2017 col genta |AYB Balgam
154 2017 col GC Yara
155 2017 col AYB Balgam
156 2017 col ENF Idrar
157 2017 col GC Yara
158 2017 col ENF Yara
159 2017 col GC Yara
160 2017 col amik GC Yara
161 2017 col amik GC Yara

%

* Ik ve son drnek belirteg yiiklenmis kuyular1 temsil etmektedir. Col: Kolistin, tmx:

Trimethoprim-Sulfametaksazol, amik: Amikasin, genta: Gentamisin, all-r: Hepsi

direngli.

v - O —
i L DR—— W S— S —— e ~——— -

Resim 13. Jel-6 goriintiisii.(ilk ve son drnek belirteg, yiiklenmis kuyular1 temsil

etmektedir.)
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g)Jel 7

Tablo 18. Jel-7 6rneklerine ait yil, duyarlilik, klinik ve numune bilgileri.

Sus numarast Yil Duyarlilik | Klinik Servis Numune
%

163 2017 col AYB Balgam
164 2017 col AYB Balgam
165 2017 col GC Yara
166 2017 col AYB Balgam
Erva-194 2018 all-r PED Balgam
167 2017 col FTR Balgam
168 2017 col AYB Balgam
173 2018 col PED Yara
174 2018 col DAH Kateter
175 2018 col DAH Idrar
178 2018 col AYB Balgam
179 2018 all-r AYB Balgam
3k

* [Ik ve son drnek belirteg yiiklenmis kuyular1 temsil etmektedir. Col: Kolistin,

all-r: Hepsi direngli.

-
(
-~
——
—

i

|
)

i

Resim 14. Jel-7 goriintiisii.(ilk ve son drnek belirteg, yiiklenmis kuyular1 temsil
etmektedir.)
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2. Dendogramlar
a) Tiim Ornekler

Ormneklerin  tamami  kullamlarak olusturulan dendogram sekil 1°de
gosterilmistir. Agag lizerindeki sayilar yiizde benzerlik degerlerini ifade etmektedir.

Ayni1 zamanda bant paternleri ve 6rnek bilgileri gdsterilmistir.

Swain nursber

Sekil 1. Tiim 6rneklerin dendogram analizi.
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b) Ozet Dendogramlar

Olusturulan dendogram analizinde A. baumannii’ ye ait 24 Cluster (Kiime)
tespit edilmistir (Sekil 2).Gruplar igerisinde Cluster 8, Cluster 15 ve Cluster 24

baskin gruplar olarakg6ze carpmaktadir.
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Sekil 2. % 95 benzerlik oranma gore olusan gruplara ait UPGMA (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Meandendogrami-Aritmetik Ortalamayr Kullanan
Agirliksiz Cift Grup Yontemi) % 100 benzer olanlar tek bir dalda toplanmustir.
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Asagidaki semada, ¢alismamiz sonunda olusturulan dendogram ve izolatlar
arasindaki epidemiyolojik iligki bakteriler arasindaki % 95°lik benzerlik oranina
bakilarak yapilmistir. Bu benzerlik baz almarak yapilan yapilan 24 kiime ve

aralarindaki benzerlik yiizdeleri sekil 3’te gosterilmistir.

Acinetobacter

f=3 (=3
hid id

Cluster 21
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Cluster 9
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Cluster 22
Cluster 17
Cluster 12
Cluster 16
Cluster 1
Cluster 20
Cluster 8
Cluster 7
Cluster 10
Cluster 11
Cluster 4
Cluster 13
Cluster 15
Cluster 24
Cluster 18
Cluster 19
Cluster 5
Cluster 6
Cluster 2
Cluster 3

72.0

66.5

64.8

]

Sekil 3. % 95 benzerlik oranmna gore olusan gruplara ait UPGMA dendogramu,

temsili tiim gruplarin gosterimi.
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Asagidaki dendogramda % 95 benzerlik oranlarina gore yapilan gruplandirma
goriilmektedir. Toplam 132 izolatin hangi kiimeler icerinde yer aldigi sekil 4 ve
grafik 1°de ayr1 ayr1 gosterilmistir. Tespit edilen 24 grup icerisinde 8. cluster 35

izolatla, 15. cluster 32 izolat ve 24. cluster ise 20 izolat ile en yogun gruplar olarak

4@““3 114,125,128, 13,144, 17. 23,24, 44 58, 59, 86 87,89, 60 94,95, 6

110,111, 112, 115 121,122, 126, 127, 135, 136, 157, 158, 159 186, 165, *67, 168, 173, 174, 178, 18, 18, 36, 37, 51, 52, &4, 56, 56, 7,88, 1

goriilmektedir.
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Sekil 4. % 95 benzerlik oranina gore olusan gruplara ait UPGMA dendogrami, suslar

ile gdsterimi.
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Grafik 1. % 95 benzerlik oranina gore olugan gruplarin grafigi.

Asagidaki sekil 5 ve grafik 2°de Sivas Cumhuriyet Universitesi Hastanesi’nde
2012 ve 2018 yillar1 arasinda ¢alismaya alinan izolatlarin yillara gore dagilimi
goriilmektedir. Yedi yil i¢inde calismaya dahil edilen izolatlarm dendogram
degerlendirmesine gore ii¢ cluster i¢in yogunluk gériilmektedir. Ozellikle 8. Simifa

ait 6rneklerin 2012°den, 2018’°e kadar hastanede varligini siirdiirdiigii goriilmiistiir.

60




2017, 2014, 2016, 2013, 2015

5] Cluster 1

2015, 2018, 2013, 2014, 2016, 2017 : Cluster 2

Cluster 3

_.zm ] Cluster 4

g | Cluster 5

.:21: l Cluster 6

' | Cluster 7

2013, 2014, 2016 [ ] Cluster 8

e —— L B cusers

D Cluster 10

2012, 2018, 2014, 2016, 2013. 2015, 2017 CHkr

Cluster 12

] Cluster 13

4.2013,20151016 Cluster 14

— ] Cluster 15
02013 [ | Cluster 16

4| i 5] Cluster 17
—@ B Cuserrs

—OZO“. 2017, 2016 g Cluster 19

o Cluster 20
—.2013: L g Cluster 21

. 2016 O cuserz2

_‘ Qv O cuserzs
Om” ] Cluster 24

L — V17

— Qi

2014

_‘—onu
4'2014

2015, 2014

2014

Qe

Sekil 5. % 95 benzerlik oranina gore olusan gruplara ait UPGMA dendogramu, yillar

ile gdsterimi.
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Grafik 2. Gruplarin yillara gore dagilimu.
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Asagidaki sekil 6 ve grafik 3’degoriildiigii gibi calismamizda balgam
ornekleri % 50,7 (n=67) ile en ¢ok A. baumannii izole edilen grubu olusturmustur.
Diger izolasyonlar yara, kan, idrar ve aspirat Kkiiltiirlerinden elde edilmistir.

Orneklerin dagilimi sekil 6°da gdsterilmistir.
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Grafik 3. Gruplarin alinan numune 6rnek tiplerine gére dagilima.

Asagidaki dendogramda ise izole edilen A4. baumannii bakterilerinin
olusturdugu gruplarin kliniklere gore dagilimi ele alindiginda yogun bakim
tinitelerinin tiim servislerin neredeyse yarisini olusturdugu goriilmiistiir. Tiim

kliniklerin dagilimi sekil 7°de ve grafik 4’de ayrintili olarak goriilmektedir.
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Asagida ise olusan 24 grubun antibiyotik duyarlilimma gore dagilimi sekil
8’de ve grafik 5’de ayrmtili olarak verilmistir. Calismada en fazla duyarhiligin

kolitsin grubu antibiyotiklere oldugu goriilmektedir.
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Sekil 8. % 95 benzerlik oranma gore olusan gruplara ait UPGMA

dendogramu, antibiyotik duyarliligi gosterimi.
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8. TARTISMA

Hastane enfeksiyonlar1 giiniimiizde maliyeti ve mortalitesinin yiiksek olmasi
sebebiyle tiim diinya iilkelerini ilgilendiren Onemli bir klinik sorun olarak
degerlendirilmektedir[1]. Diinya Saghk Orgiitii’niin acikladig1 verilere gore,
hastanede yatarak tedavi goren hastalarm % 10’unda hastane enfeksiyonu

goriilmektedir[5].

Hastane kaynakli enfeksiyonlar hastalarda fonksiyonel bozukluklar, yasam
kalitesinin diismesi, hastanede yatis siiresinin uzamasi, ilag kullanimmin ve
ekonomik yiikiin artmasinin yaninda 6liim gibi olumsuz sonuglara neden olmaktadir
[12]. Mekanik ventilasyon, travma ve cerrahi islemler nozokomiyal enfeksiyonlarigin
risk teslik etmektedir [2,121]. Ayrica hastane enfeksiyonlaritaburcu olan hastalar,
calisanlar ya da ziyaretgiler yoluyla da hastane disma ve topluma da

yayilabilmektedir [12].

Hastanede yatan hastalarin kolonizasyon ve enfeksiyonundaAdcinetobacter
tiirlerinin 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir[121]. Bir¢cok antibiyotige direng
gostermeleri sebebiyle Acinetobactertiirleri hastanede yatan hastalar ig¢in ciddi risk
olusturmaktadirlar [121].Bu diren¢ hastaneler ve {ilkeler arasinda farklilik
gosterebilmektedir. Ciinkii antibiyotik direnci, antibiyotik kullanma aliskanligi ve
cevresel faktorlerbu farkliliga neden olmaktadir.A. baumannii ile kolonizasyon orani
hastanede yatanhastalarda saglikli bireylere kiyasla ¢ok daha yiiksek diizeyde tespit
edilmektedir [4-7].

Ulkemizde ve yurtdisinda yapilancalismalarda yatarak tedavi alan ve hastane
enfeksiyonlar1 gelisen hastalarda hem YBU ve hem de hastane genelinde
mortalitenin artmis oldugu belirtilmistir [3]. Yogun antibiyotik kullaniminin yarattigi
secilmeden otiirii, hastane ortaminda antibiyotige direngli bakteriler cok yaygindir.
Bu nedenle hastane kaynakli enfeksiyonlar, biiyiik olasilikla, direncli bakterilerce
olusturulur ve bu bakteriler cok sayida antibiyotige direnclidir. Bakterilerdeki bu
diren¢ toplumdaki antibiyotik kullanimiyla iliskilidir ve dnce hastanelerde olusur,

sonra giderek topluma dogru yayilir[8-10].
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Hastane enfeksiyonlarinin kontrol programinda basariya ulagmak i¢in
oncelikle hastane enfeksiyonlar: slirveyansi uygulanmas: gelistirilmelidir. Hastane
enfeksiyonhizini en az diizeyde tutmak, salginlar1 6nlemek ve kontrol edebilmek gibi

sebeplerle hastanelerin siirveyans uygulamasi zorunludur [1].

Bergogne-Berezin ve arkadaslar1 Acinetobacter’im hastane ortamina hizl
adaptasyon yetenegine sahip, Onemi giderek artan bir patojen oldugunu
bildirmislerdir[44].4. baumannii; bakteriyemi, iiriner yol enfeksiyonlar1 ve sekonder
menenjitler gibi birgok nozokomiyal enfeksiyonlarla iligskilendirilmis olup, 6zellikle
yogun bakim tinitelerinde yatan hastalardaki ventilator iliskili pndmoni basta olmak
iizere, nozokomiyal pndmoni ajani olarak da baskin role sahiptir[44].Kempf, Siau ve
arkadaslar1 da pek cok merkezde A.baumannii’ye bagh hastane kokenli pnomoni
olgularmda 6nemli bir artis oldugunu belirtmislerdir [123,124].Cisneros ve ark.’daA.
baumannii i¢inyatan hastalarm hemenyakinlarinda ve cesitli yiizeylerde uzun siire
canli kaldigindan bu ylizeylerden hastalaradogrudan veya hastane c¢alisanlarinin

elleriyle dolayl1 olarak bulasabilecegini belirtmiglerdir [125].

Calismamizda rep-PZR (tekrarlayan sekans bazli PZR) kullanmamizin sebebi
bircok calismada giivenilir bir metot olarak tercih edilmesidir. Rep-PZR yontemi,
bakteri susu tiplemesi icin etkili bir DNA tiplendirme yOntemi olarak kabul
edilmistir.

Iraz, Agodil ve arkadaglari, otomatize ve yar1 otomatize sistemlerin, bakteri
tanimlanmas1 ve antibiyotik duyarliliginin belirlenmesinde tiim diinyada yaygin
olarak kullanildigini1 bildirmislerdir[126,127].Biz de yaptigimiz calismada ¢abuk
sonu¢ vermesi, daha az is ytikii gerektirmesi, nispeten ekonomik olmasi ve ¢ogunun
laboratuvar ve hastane bilgi sistem agiyla uyumlu olmasi nedeniyle ¢ok sayida klinik

ornekle calisilan laboratuar sistemlerini kullanmayi tercih ettik.

Fontana, Saeed, Grisold ve arkadaslar1 yapilan g¢alismalarda, rep-PZR ile
alman sonuglarm f-AFLP yontemi ile benzer oldugu; rep-PZR’nin ayirt edici
gliciiniin, altin standart kabul edilen PFGE yontemi ile karsilastirilabilir diizeyde
oldugunubelirtmiglerdir. Biz de yaptigimiz laboratuar c¢alismalarinda rep-PZR

yonteminin bu ayirt edici 6zelliginden dolay1 bu yontemi tercih ettik [128,129,130].
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Bayik ve ark. yayinlanan ¢alismalarinda rep-PZR yontemini epidemiyolojik
calismalarda kullanilabilecek ve enfeksiyon kontrol 6nlemlerine yardimci olabilecek,
hizly, uygulamasi ve degerlendirmesi kolay bir yontem oldugu icin tercih ettiklerini
belirtmislerdir [77].Bou ve ark’t calismalarinda rep-PZR kullanmay1 tercih
etmelerinin nedenini bant profilleri karsilastirildiginda Rep-PZR’m Arbitrary primed
PZR’dan daha fazla ayirt edici oldugu ve PFGE teknigi gibi yiiksek performans

gostermesi olarak agiklamiglardir [76].

Reboli  ve arkn  dadcinetobacter  baumannii  enfeksiyonlarinin
epidemiyolojisini aragtrmak amaciyla yaygin olarak uygulanan molekiiler
yontemlerden birinin Rep- PZR oldugunu bildirmislerdir. Mikroorganizmalar
arasinda klonal iliskilerin belirlenmesinde PFGE yontemi altin standart olarak kabul
edilmekle birlikte; Rep-PZR, ayrim giicli yliksek, uygulamasi ve yorumlamasi
PFGE’ye gore kolay bir genotipleme yontemidir. Ayrica Rep-PZR’nin PFGE ile iyi
korelasyon gosterdigi bildirilmektedir[131].

Deplano ve ark. Diger bir PZR’a dayali tiplendirme metotlarma gore
tekrarlanabilirlik ve performansin kolay olmas1 bakimindan en iyi yontemin rep-PZR
oldugunu belirtmiglerdir [132].Yine Tenover, Belkum ve ark.’da PFGE ile
karsilastirilacak olursa, rep -PZR’1n daha avantajli oldugunu belirtmislerdir. Bunun
sebebini ise daha kolay ve hizli performansa sahip olmasi seklinde aciklamislardir

[114,118].

Yaptigimiz ¢aligmada 132 izolat ile % 95 benzerlik oranina gore yapilan
gruplandirma sonucunda olusturulan dendogram analizinde 4. baumannii’ye ait 24
Cluster (Kiime) tespit ettik. Gruplar icerisinde Cluster 8, Cluster 15 ve Cluster 24
baskin gruplar olarak goze carpmaktadir. Tespit edilen 24 grup icerisinde 8. cluster
35 izolatla, 15. cluster 32 izolat ve 24. cluster ise 20 izolat ile en yogun gruplar

olarak goriilmektedir.

Era¢ ve arkadaslar1 Acinetobacter baumannii i¢in yaptiklar1 bir klonal
calismada, inceledikleri suslarm yedi ana grup altinda toplandigini, bunlardan en
biliyligiiniin 56 izolat1 iceren ve dokuz alt gruba ayrilan bir klon oldugunu
saptadiklarim1 belirtmislerdir. Diger klonlarin ise bir, iki ya da {i¢ {iyesi bulunan

kii¢iik gruplar oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar bu ¢caligmada yedi ana klon
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tespit etmis ve bir klonda yogunluk tespit ettiklerini bildirmislerdir [133]. Bizim
calismamizda da 24 farkli klon igerisinde iki klonda yogunlugun daha fazla oldugu

goriilmiistiir.

Gililbudak ve ark. rep-PCR yontemi kullanilarak yapilan tiplendirme
sonucuna gore: 75 Acinetobacter izolat1 i¢in 2’si ana klon (A ve B) olmak iizere
toplam 8 farkli klon (A-H) tespit etmislerdir. A ana klonunun, 54 (%72) izolatin
toplandig1 en biiyilk kiimeyi olusturdugu ve 7 alt tipe (Al-A7) ayrildigini
belirtmiglerdir. A klonundaki alt tipler Al (n=2), A2 (n=1), A3 (n=1), A4 (n=41),
A5 (n= 1), A6 (n= 3) ve A7 (n= 5) olarak kiimelendigini bildirmislerdir. ikinci
biiyiik klon ise 13 (%17.3) izolat iceren B ana klonuna ait alt klonlar olarak
belirlediklerini bildirmislerdir. Giilbudak ve ark. yaptigi bu calismada da 8 klon
tespit etmis olup bir alt klonda yogunluk goze carpmaktadir [5]. Daha az klon tespit

etmelerinin sebebi daha az izolat kullanmis olmalarindan kaynaklaniyor olabilir.

Caliskan yaptig1 calismada 131 Acinetobacter spp. susunun 82’sinin (%62,6)
kiime i¢inde saptandigini ve bu suslarm 15 kiime i¢inde yer aldigini bildirmistir.
Kiimelesmede sus araliinin 2-27 arasinda degistigi bildirilmistir. On bes kiimeden
iki tanesi aym1 zamanda diger iki kiimeyle yakin, ii¢ tanesi ise diger ii¢ kiimeyle
muhtemel iligkili diye belirtilmistir. Tiplendirilen suslarm bes tanesi yakin iligkili,
yedisi muhtemel iliskili olarak saptanmistir. Yaptigi calisma ile tiplendirilen suslarin

%72,3 liniin klonal yonden iliskili olarak hesaplandigi bildirilmistir[66].

Yaylh ve ark. ise caligmalarinda molekiiler tiplendirme sonuglarina gore
izolatlarin dort genotip altinda kiimelendigini gordiiklerini agiklamislardir; genotip
A'da 29 (%14.4), genotip B'de 23 (%11.4), genotip C'de 18 (%8.9) ve genotip D'de 7
(%3.4) izolat yer aldigini1 bildirmislerdir. Bu gruplarda baskin ve salgin bir izolata
rastlanmadiklarini ve izolatlarin birbirleriyle olan benzerligini %70'in altinda tespit
ettiklerini  bildirmislerdir [134]. Dolap¢1 ve ark. calismalarinda izolatlarin
tiplendirilmeleri sonucunda 13 farkli gruba ayrildiklarini ve iki grupta yogunlasma

oldugu gozlemlediklerini bildirmiglerdir. (grup A: 29; grup C: 21 izolat) [135].

Keskin’in yaptig1 calisma sonuclar1 degerlendirildiginde, izolatlarin dort
genotip altinda (A-D) kiimelendigi saptanmustir. 1zolatlarm %14.,4’{i (n=29) genotip
A, %11,4’1 (n=23) genotip B, %8,9’u (n=18) genotip C, %3,4’i (n=7) genotip D
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olarak kiimelenmistir. Ayrica arastiricilar dort gruba ait izolatlarin birbirleriyle olan
benzerligini %70’in altinda buldugunu ve izolatlar igerisinde baskin izolat grubuna
rastlanmadigini belirtmistir. Bu yiizden salgin izolat1 olarak degerlendirilmemisdir

[65].

Yaptigimiz ¢alismada % 48,4 oraninda (n=64) en fazla yogun bakim
servislerinden izole edilen sugslar degerlendirilmistir. Bu durumyogun bakim
iinitelerinde yatan hastalarin uzun siire hastanede kalmalari, bagisiklik sistemlerinin
zayiflamis olmasi, uzun silire antibiyotik tedavisi gormeleri, hastalarm immiin
direnclerinin diisiik olmalar1 gibi sebeplerle enfeksiyona daha kolay yakalaniyor
olmalarindan kaynaklaniyor olabilir. Ayrica enfeksiyon korunma Onlemlerinin

takibinin yapilmasi da enfeksiyon riskini azaltan faktorlerdendir.

Petrosillo ve ark. giinlimiizde cogul direngli bakteri enfeksiyonlarinin,
ozellikle yogun bakim birimlerinde, doktorlar i¢in ¢ok Onemli, hastalar1 i¢in ise
yasamsal bir sorun durumunda oldugunu belirtmislerdir [136].Alpat ve ark. iseA.
baumanii'nin neden oldugu nozokomiyal kan dolasimi enfeksiyonu gegiren hastalarin
% 88" inin yogun bakim iinitesinde tedavi edilirken enfeksiyonlarin olustugunu
bildirmislerdir. Bu durumun nedeninin YBU ortamlarinda ¢apraz gegis sonucu
meydana gelmis olabilecegini vurgulamiglardir [137]. Biz de bu ¢apraz gegislerin,
enfeksiyonlarm YBU ortammda daha yogun goriilmesinin sebeplerinden biri

oldugunu diisiiniiyoruz.

Erben ve ark. yaptiklar1 calismada Acinetobacter tiirlerinin en sik goriildiigii
servisi %38 ile Anesteziyoloji ve Reanimasyon Yogun Bakim Unitesi olarak
bildirmislerdir[138].Koneman ve ark.dad. baumannii bakteremisi ve sepsisinin de

yogun bakim iinitesinde yatan hastalarda sik goriildiigiinii bildirmislerdir[68].

Bergogne-Berezin ve ark. gore (1996) yogun bakim iiniteleri hastane
enfeksiyonlarinin en sik gorildigi birimlerdir ve buna paralel olarak
Acinetobacterenfeksiyonlart da en sik yogun bakim {initelerinde goriilmektedir
[44].Wincent’in EPIC (European Prevalence of Infection in Intensive Care)
calismasina (1995) 17 iilkeden farkli merkezler dahil edilmis,4501 hastadan %44,8’1
saglik bakimu iligkili enfeksiyon tanisi almig, bunlarin da %20,6’smimn yogun bakim

iinitesinde yatan hastalar oldugu belirlenmistir[139]. Farkli iilkelerde yapilan bu
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calismada goriildiigii gibi enfeksiyon tanist konulmus hastalarn énemli bir bolimi
yine yogun bakim hastasidir. Bu durum da gosteriyor ki bolgesel farkliliklara ragmen

A. baumannii 6zellikle yogun bakim iinitelerindeki hastalar1 etkilemektedir.

Falagas ve arkadaslar1 da yaptiklar1 ¢alismada A. baumannii’ye bagli genel
mortalite oraninin, yogun bakimlarda diger servislere oranla daha fazla goriildiigiini
belirtmislerdir [140]. Tabah ve ark.’nin 2012°de; 24 iilke ve 167 yogun bakimi
kapsayan calismalarinda %57.6 oraninda saptanan gram negatif bakteriyemilerde en
sik saptanan etken %12.2 ile 4. baumanniiolmustur[141]. Bizim de yaptigimiz
calismada klinik servislere gore gruplarin dagiliminda AYB klinigi 16 farkli cluster
icin ev sahipligi yapmustir. Bu Cluster’lar igerisinde en baskin olanlar Cluster 8
(n=17), Cluster 15 (n=13) ve Cluster 24 (n=11) olmustur. AYB kliniginden sonra en
cok grup Genel Cerrahi(GC) ve Plastik Cerrahi(PL) kliniklerinde goriilmiistiir.

Benzer sekilde A. Caligkan tarafindan yapilan bir calismada izolatlarin
cogunlugu (%55.5) yogun bakimlardan izole edilmistir. Arastirmaci yogun bakim
servisleri arasmnda en fazla (%38.7) Anestezi-Reanimasyon Yogun Bakim

Unitesinden izolasyon yaptigini bildirmistir [66].

Usluer ve arkadaslarmin 2002 yilinda iilkemizde yaptiklar1 bir ¢aliymada,
iiniversite hastanesi ve Saglik Bakanligma bagli egitim veren 18 hastanede, yatan
hastalarda antibiyotik kullanimi degerlendirilmistir. Yatan 971 hastanin 290’mnin
(%30.6) antibiyotik kullandigi, kullanilan antibiyotiklerin 58’inin (%78.4) ampirik
olarak baslandig1 fakat cogu tedavinin uygunsuz oldugu belirtilmistir[ 142]. Biz bu
durumun sebepleri arasinda, hastanede yatis siireleri uzadik¢a uygulanan invazif
girisimlerin artmas1 ve buna bagli olarak da kateterle iligkili enfeksiyonlarin artmasi,
yogun bakim iinitelerinde antibiyotik kullaniminin fazla olmasmin yaninda

ventilatorle iliskili enfeksiyonlarinda sebep oldugunu diisiiniiyoruz.

Yaptigimiz c¢alismada ¢esitli  klinik Orneklerden izole edilen A.
baumanniisuslarmi degerlendirmeye aldik. Bu suslar %50,7 (n=67) ile en ¢ok
balgam orneklerinden izole edilmigken diger izolasyonlar sirasi ile yara, kan, idrar ve
aspirat kiiltiirlerinden elde edilmistir. Bu duruma etki eden faktdrler arasinda hastaya
yapilan her tiirlii miidahalede el yikama, eldiven giyme ve izolasyon Onlemlerine

yeterince dnem verilmemesi yer aliyor olabilir. Benzer sekilde Fournier, Joly-Guillou
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ve arkadaglar1 da giiniimiizdeki mevcut bulgular sonucu girisimsel islemlerin hastane
kokenli4cinetobacterenfeksiyonu i¢cin  risk faktorii  oldugunu bildirmislerdir

[143,144].

Mulinve ark.Acinetobacter tiirlerinin yogun bakimlarda, siklikla kullanilan
mekanik aletlerin yiizeylerinde, hastalarda ve personelde siklikla kolonize olmalar1
ve Ozellikle yatan hastalarin ¢ogunlukla genis spektrumlu antibiyotik tedavisi
almalarinin bakterilerin bu birimlerden siklikla izole edilmelerine neden oldugunu
bildirmiglerdir [145].Villegas ise hastane enfeksiyon kontrol yontemleri ile ilgili
yaptig1 calismasinda 4. baumannii bulaglarnin ¢ogundan hasta yataklari, kap1
kollar1, klimalar ve mekanik ventilasyon ekipmanlar1 gibi c¢evresel kaynaklarin
sorumlu oldugunu bildirmistir[146].Ayrica A.baumannii’nin kuru cansiz yiizeylerde
uzun siire canli kalabilmesi salgmnlarmm olugmasina katki saglamaktadir. Biz de
salginlarm olusmasinda A. baumannii’nin bu dayanikli yapiya sahip olmasinin rolii
oldugunu diistinmekteyiz. Bu nedenle konvansiyonel enfeksiyon kontrol

onlemlerinin alinmasina 6zen gosterilmesi gerekmektedir.

Mulin ve arkadagslar1 elde ettikleri veriler sonucunda, hastalarin servisler arasi
transferleri, saglik personeli ve hastalar araciligiyla gerceklesen c¢apraz bulaslar
sonucu izolatlarin kolayca yayildigi ve hastane i¢inde uzun siire varhgini
sirdiirdiiglinii ortaya koymuslardir [145]. Smith ve Massanari, 1997 yilinda
Acinetobactertiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlara kontamine nemlendiriciler ve

ventilatdr aksaminin siklikla neden oldugunu bildirmislerdir[ 147].

Cetin ve arkadaglar1 gerek ampirik, gerekse kanita dayali etkin antibiyotik
tedavisi i¢in, hastanelerde, enfeksiyon etkenlerinin farkli viicut bdlgelerine gore
duyarhlik paternlerinin diizenli olarak izlenmesi ve tedavi protokollerinin bu
dogrultuda giincellenmesi gerektigini bildirmislerdir[ 148]. Biz de Cetin ve ark. nin
belirttigi bu giincellemenin yapilmas: gerektigine inaniyoruz. Ciinkii YBU’de yatan
hastalarin immiin diren¢lerinin diisiik olmalar1 sonucu bir¢ok sistemik hastaliklari
bulunabilmekte ve hastane enfeksiyonlarina maruz kalma ihtimalleri artmaktadir.
Bunun sonucunda da kullanilan antibiyotik miktar1 artmakta, hastanede yatis siiresi
uzamaktadir. Bu ylizden enfeksiyon oranlari ve kullanilan antibiyotikler

degerlendirilmeli ve baska merkezlerle karsilastirilmalidir.
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Lortholary ve ark’da benzer sekilded. baumannii bulaslarindan genellikle
hasta yataklari, kap1 kollari, klimalar ve mekanik ventilasyon ekipmanlar1 gibi
cevresel faktorlerin sorumlu oldugunu bildirmislerdir [32]. Bunun sebebi olarak da
A.baumannii’nin kuru cansiz yiizeylerde uzun siire canli kalabilmesine ve bunun

sonucunda da salgmlarin olusmasina neden olmasini gostermislerdir.

Giilbudak ve arkadaslar1 da elde edilen veriler ile, hastalarin servisler arasi
transferleri, hastalar ve saglik personeli araciligiyla gerceklesen c¢apraz bulaslar
sonucu izolatlarm hastane igerisinde kolayca yayildigi ve uzun siire varligmi
stirdiirdiiglinii bildirmislerdir[5]. Biz de Giilbudak ve arkadaslarmin bu goriislerine
katiliyoruz. Clinkii hastalara yapilan her tiirlii miidahalede el yikama, eldiven giyme
ve izolasyon Onlemlerine yeterince onem verilmemesi gibi sebeplerden enfeksiyon

capraz bulaslarla hastane i¢inde yayilabilmektedir.

Villers ve ark. (1998) Acinetobacterizolatlarinin siklikla solunum sistemi,
iiriner sistem, yara yeri, santral sinir sistemi ve kan dolasim yolu enfeksiyonuna
neden olduklarint ortaya koymustur [149]. Richards ve arkadaslar1t ABD’de tiim
hastane kokenli enfeksiyonlarin %77 sinin pndmoni, Uriner sistem enfeksiyonu ve
kan dolasimi enfeksiyonu oldugunu bildirmislerdir [150].Balc1 ve ark. (2010)
yaptiklar1 ¢alismada Acinetobacterizolatlarmi en sik solunum sistemi ve yara
materyalinden izole etmislerdir [48]. Bizim calismamizda en ¢ok balgam ornekleri
kullanilmistir. Ancak inceledigimiz numuneler 2012-2018 yillar1 arasindaki tiim

hasta verilerini igermediginden yiizde olarak yanilma pay1 bulunmaktadir.

Keskin ve ark. A. baumannii izolatini siklikla yogun bakimlardan génderilmis
olan kan kiiltiirlerinden ve trakeal aspirat 6rneklerinden izole etmislerdir [65].Elmas
Dal, yaptig1 calismada, literatiirle uyumlu olarak en sik hastane kokenli enfeksiyon
tipi VIP ve Acinetobacter’in en sik iireme bolgesi olarak ise trakeal aspirat kiiltiirii
(%63) olarak saptadigini belirtmistir[151]. Bir diger ¢alismada ise Ponce, pndmoni
(%40), iiriner sistem (%26) ve yara yerlerini (%13) YBU’de gelisen en sik
enfeksiyon bolgeleri olarak bulduklarimi bildirmislerdir[152]. Biz ise alinan suslarin
%350’sini balgam, %27 sini yara ve %3’linii aspirat kiiltlirlerinden izole ettik. Bunun

nedeni hastanedeki tiim enfeksiyonlu orneklerin incelenmemesi, sehirlerarasindaki
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sosyo-ekonomik farkliliklar ve mevsimsel kosullarin hastalik cesitleri lizerindeki

etkisi gibi sebepler olabilir.

Ozdem ve arkadaslar1 dadcinetobactertiirlerini en sik yogun bakim
iinitelerinden gonderilmis trakeal aspirat drneklerinden ve kandan izole ettiklerini,
klinik  Orneklerde ise yara  Kkiiltiirlerinden  izolasyonun ilk  sirada
oldugunubildirmislerdir[153].Elmas Dal yaptig1 calismada, Acinetobacter tiirlerinin
herhangi bir bdlgede hastane enfeksiyonuna neden olurken, baslica solunum yolu
enfeksiyonu, idrar yolu enfeksiyonu ve yara enfeksiyonuna neden oldugunu

bildirmistir [151].

Calismamizda sonuglarmi degerlendirdigimiz 179 Acinetobacter izolatinin
2012-2018 yillar icerisinde direng durumlarini degerlendirdigimizde Kolistin i¢in %
4.4, Trimetoprim-siilfametoksazol i¢cin %88.2, Amikasin i¢in % 88.8, Gentamisin
icin % 97.7, Sefepim igin %98.3 ve Imipenem, Meropenem ve Siprofloksasin i¢in

ise %100 direng oranlari tespit ettik.

Petrosillo ve ark. bakterilerde antibiyotiklere kars1 direncin, son 30-40 yilda
giderek arttigin1 ve sonunda kaygi verici boyutlara ulastigini bildirmislerdir.
Acinetobacter genusunda; antibiyotiklere en fazla diren¢ olusturan ve insan
enfeksiyonlarmda en sik izole edilen tiir A.baumannii'dir. izole edilen tiirlerin
%90'dan fazlasini olusturdugunu belirtmislerdir [136]. Ergoniil ve ark. 2016 yilinda
yaptiklar1 calismada en fazla antibiyotik direncinin 4. baumannii’de oldugunu tespit
ettiklerini bildirmislerdir [154]. Biz de son yillarda artan diren¢ oranlar1 sebebiyle
arastrdigimiz 4.baumanniienfeksiyonu ile ilgili farkli antibiyotikler icin yiiksek

direng oranlar1 tespit ettik.

Nozokomiyal Acinetobacterenfeksiyonlarindaki en 6nemli sorun, mevcut tiim
antibiyotiklere diren¢li suslarin bulunmasi ve diren¢ oranlarinin artis egilimi
gostermesidir. Sligl ve ark. 2015 yilinda yaptigi bir calismada gram negatif
bakterilerde antibiyotik diren¢ oranlarmin tiim antibiyotik gruplarinda yillar

icerisinde giderek arttigini belirtmislerdir [155].

Villari ve arkadaslar1 ise A. baumannii izolatlarindaki antibiyotik direng
profillerindeki  degisikligin, ilag  kullanom  miktarina  bagli  oldugunu

belirtmislerdir[ 156].Elmas Dalve arkadaslar1t A. baumanii’de de membranin
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hidrofobik 6zellikte olmasmin, permeabiliteyi azaltarak bakterinin dogal direncine
katkida bulundugunubelirtmislerdir[ 151]. Burada belirtildigi iizere membran 6zelligi
ve giderek artan ilag kullanimina bagli olmasi gibi farkli bilimsel ¢alismalar sonunda

elde edilen veriler 4. baumannii’de direncin giderek artmasinda etkili olmus olabilir.

Antibiyotiklere kars1 giderek artan diren¢ son yillarda tiim diinyay1 tehdit eder
hale gelmistir. Artan antibiyotik kullanimi bakterilerdeki antibiyotik direncindeki
artisin en 6nemli sebeplerindendir. Coklu antibiyotik direngli A. baumannii suslarinin
yol actig1 yiiksek mortaliteyle seyreden enfeksiyonlarda artis goriilmektedir. Ornegin
Alpat ve ark. timAcinetobacter izolatlarmin ¢ok ilaca direngli oldugunu ve A.
baumanii ile enfekte olan hastalarin kaba 6liim oranlarin1 da % 80.5 olarak tespit
ettiklerini bildirmislerdir[137]. Akalin ve arkadaslar1 ¢oklu ila¢ direnci gosteren
kokenlerin neden oldugu enfeksiyonlarda, sulbaktam ve amikasin kombinasyonu,
kolistin, kolistin ve karbapenem kombinasyonu ya da tigesiklin’in tedavi
rejimlerinde yer alan antibiyotikler olduklarini bildirmislerdir [2]. Baz1 Acinetobacter
suslari, son secenek olarak kabul edilen karbapenemler de dahil, aminoglikozidler,
sefalosporinler ve kinolonlara direnglidir. 4. baumannii’nin biyofilm olusturabilme

ozelligi, bakteriyi antibiyotiklere karsi koruyabilmektedir.

Acinetobactertiirleri siklikla bircok antibiyotige direng gosterdikleri icin
tedavide giiclige neden olarak hastanede yatan hastalar i¢in ciddi tehdit
olusturmaktadirlar. Bu bakterilerde gozlenen antibiyotik direnci, antibiyotik
kullanma aligkanlig1 ve ¢evresel faktorlerin de etkisiyle ¢esitli hastaneler ve iilkeler

arasinda farklilik gosterebilmektedir.

1997-2000 yillar1 arasinda on bir Avrupa iilkesinin katildigi bir izlem
calismasinda 37 hastaneden toplanan Acinetobacter izolatlarinin %16’s1 imipeneme,
%14’i meropeneme, direncli bulunurken, piperasilin-tazobaktama %39, tobramisine
%41, seftazidime %45 ve siprofloksasine %53 ile daha yliksek oranlarda direng
bulunmustur. Ulkemizin farkli bdlgelerinin de dahil oldugu bu ¢alismada, Tiirkiye’ye
ait Acinetobacter izolatlarmda meropenem direncinin %34, imipenem direncinin
%38 oldugu ve izolatlarin %80’inden fazlasinin piperasilin-tazobaktam, seftazidim
ve siprofloksasine diren¢li oldugu bildirilmistir. Goriildiigii gibi 1997-2000 yillari

arasinda yapilan bu calismada meropenem, imipenem ve siprofloksine direng
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oranlar1 swrast ile %34, %38 ve %80 olarak goriilmekte iken Biz yaptigimiz bu
calismada ti¢ antibiyotik grubu i¢in de bu oran1 %100 olarak tespit ettik. Bu da yillar

icinde 4. baumannii de direng oranlarmin giderek arttigini gostermektedir.

Tirkiye’de  2000-2003  yillarin1  kapsayan bagka bir calismada ise
arastirmacilar izole edilen Acinetobacter’lerin % 42’sinin meropeneme, % 48’inin
imipeneme, % 76’smin sefepime, %79 unun siprofloksasine, % 82’sinin piperasilin-
tazobaktama, % 84’liniin seftazidime ve %91 nin ise sefotaksime direngli oldugunu

bildirmislerdir.

Yillara gore A. baumannii suslarinda antibiyotik direng oranlari
incelendiginde; 12 yillik siire¢ igerisinde bakterinin tiim antibiyotiklere direng
oranlarmin arttig1 tespit edilmistir. Diger taraftan gram negatif bakteriyemiler ve
buna bagl gelisen sepsisin erken tanisi, ampirik antibiyotik tedavisinin akilct
yaklagim ile uygulanmasi, dogru antibiyotik yOnetimi mortalite ve morbidite
oranlarmi 6nemli dl¢iide azaltmaktadir. Biz de hizla artan bu direng oranlarina karsi
yiiriitiilecek olan yeni yaklasimlar ile enfeksiyon oranlarinin azaltilabilecegini

diisiiniiyoruz.

Sahin ve ark’1 calismalarina dahil ettikleri 99 4. baumannii izolatinda%99
oraninda imipenem ve meropenem direnci bulurken kolistine direngli sus
saptamamiglardir. Arastiricilar Piperasilin ve piperasilin-tazobaktama tiim suslarin
direnc¢li oldugunu goézlemlemislerken, Siprofloksasin’e %99, ampisilin-sulbaktam’a
%98, seftazidim’e %97, sefepim’e %96, levofloksasin’e %85, tetrasiklin’e %80,
trimetoprim-sulfametoksazol’e %71, amikasin’e %59, gentamisin ve netilmisin’e ise
%56 oraninda direng tespit etmislerdir [157]. Bu calismada da imipenem,
meropenem gibi antimikrobiyal ajanlara direng orani bizim g¢alismamizla uyumlu
olarak %99’un {lizerindedir. Ancak kolistin i¢in arastirmacilar direngbildirmezken
biz%4,4 oraninda kolistin direnci tespit etmis bulunmaktayiz. Bu veriler kolistin i¢in

direng oranlarmin artma egiliminde oldugunu gostermektedir.

Gozitok ve ark.’nin hastane enfeksiyonu etkeni olan 161 A. baumannii
izolatin1 degerlendirdikleri ¢alismalarinda, Mart 2011 ve Kasim 2012 tarihleri

arasinda kolistin direnci saptanmamis olup izolatlarin %91°1 meropenem ve
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imipenem’e, %92’si  siprofloksasin ve sefoperazon-sulbaktam’a, %94’

levofloksasin’e, %97’si ise piperasilin-tazobaktam’a direngli saptanmustir[158].

Dursun ve ark. 2018 yilinda yaptiklar1 bir caligmada amikasin diren¢ oranini
%23.7 ile en diisiik dirence sahip antibiyotik orani olarak belirlemislerdir. Bu
calismada diger antimikrobiyaller ve diren¢ oranlar1 ise; sefepim, seftazidim,
meropenem, siprofloksasin ve gentamisin igin sirastyla %49.6, %53.7, %62.2, %46.7
ve %60 olarak bildirmislerdir[159].Yeni bir ¢alisma olmasina ragmen antibiyotik
direng oranlar1 bizim ¢alisgmamizda elde ettigimiz degerlerin altinda goriilmektedir.
Bu durumun sebebi olarak calismada kullanilan suslarin farkl sehir ve hastanelerden
elde edilmesi, sosyo ekonomik ve kiiltiirel sebeplerin farklilig1 ve hastane ortaminda
alman enfeksiyon kontrol oOnlemleri arasindaki farkli kosullar olabilecegi

diistiniilmektedir.

Gaynes ve ark. ABD’de ‘The National Nosocomial Infections Surveillance’
(NNIS) tarafindan yapilan ve 1986-2003 yillar1 arasmi kapsayan bir caligmada
A.baumanii i¢inamikasin direncinin %3’den %20’ye, seftazidim direncinin %24 ’den
% 67’ye, imipenem direncinin ise %20’lere ¢iktigin1 bildirmislerdir [160].Elmas
Dal’da ¢alismasinda izolatlarm %94’iinde CID tespit etmistir [151].4cinetobacter
tiirlerindeki bu antibiyotiklere kars1 direngte artis tedavi seceneklerini kisitlamakta ve
alternatif antibiyotiklere yonelmeye yol acmaktadir. Calismada Acinetobacter
enfeksiyonlarinin tedavisinde tercih edilen yeni secenek ilaclarm basinda kolistin ve
tigesiklin geldigi ve tigesiklin duyarhiliinin %99.1 olarak bulundugu bildirilmistir
[151].Bizim  c¢aligmamizda  belirledigimiz ~ kolistinin  yaninda  tigesiklin
dedcinetobacterenfeksiyonlarinda giincel olan antimikrobiyal ajan orarak

goriilmektedir.

A.  baumannii’nin  antimikrobiyal duyarlilik  oranlar1  farkliliklar
gostermektedir. En sik  beta-laktam antibiyotiklere, aminoglikozidlere ve
florokinolonlara direng goriilmektedir. Keskin, ¢calismasinda test edilen tiim izolatlar
icin en etkili antimikrobiyal ajan olarak %93.5 duyarlilik orani ilekolistin’i tespit
ettigini bildirmistir [65]. Sesen tarafindan 2016 yilinda yapilan ¢alismada kolistin
direngli sus oranlar1 irdelendiginde, 2015 yili itibar1 ile belirgin artis oldugu

goriilmiis olup; kolistin direngli sus oranlari; A. baumannii’ de %15.2 ve K.
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pneumoniae’ da %?28.6 olarak bulunmustur[161]. Bu durumun nedeni hastanelerin
antibiyotik politikalar1 veantibiyotik duyarlilik paternlerine iliskin otomatize sistem
degisikligi nedeniyle de ilgili olabilir.

Bayram ve ark’1 2007-2011 yillarmi kapsayan, cesitli klinik 6rneklerden izole
edilen 377 A. baumanniisusunun antibiyotiklere direncoranlarmi retrospektif olarak
inceledikleri caligmalarinda kolistin’e direng saptamazken, amikasin’e %064,
tetrasiklin’e %55, imipenem’e %71, meropenem’e %72, sefoperazon-
sulbaktam’a %389, siprofloksasin’e %92, gentamisin’e %90, seftazidim’e %94,
piperasilin-tazobaktam’a %96, sefepim’e % 95 ve sefotaksim’e %96 oraninda
diren¢ saptadiklarmi bildirmislerdir [162]. Bu g¢alismadan elde edilen sonuglarin
bizim c¢alismamizda oldugu gibi kolistin disindaki diger tedavide kullanilan
antimikrobiyallere kars1 yliksek direng oranlarini gosterdigi anlasilmaktadir. Bayram
ve arkadaglar1 caligmalarinda kolistin’e karsi direng saptamaz iken bizim
calismamizda ozellikle daha sonraki yillarda izole edilen A. baumannii suslarinda
diren¢ oranmin yiikseldigi anlagilmaktadir [162]. Bu durumun nedeninin farkl

hastane ve klinik servislerin tedaviprotokolleriyle iliskili olabilecegi diisiintilebilir.

Rossi ve ark. 2010-2014 yillar1 arasinda yaptiklar1 ¢alismada gram negatif
bakterilerde (4. baumannii, P. aeruginosa ve K. pneumoniae) kolistin direncinin
yillar igerisinde arttigim1i ve bu durumun ciddi bir problem oldugunu
vurgulamislardir[163]. Nomanpour ve arkadaslari, son yillarda yapilan arastirmalar
sonucunda yeni direnc mekanizmalar1 eklendigini bildirmislerdir [164].Ornegin
ATPaz geni igerisine entegre olan bir diren¢ adasimin varligy, farkli 4. baumannii

suslarinda gosterilmistir.

Dizbay ve arkadaslar1 yaptiklar1 c¢alismada direngli Acinetobacter
enfeksiyonlar1 i¢in alternatif ila¢ olan kolistin duyarliligin1 % 100 olarak bulduklarini
bildirmis olup bu veri iilkemizden yapilan diger ¢alisma verileri ile uyumludur [28].
Bu calisma 2009 yilinda yapilmis oldugu i¢in o giinkii verilere gore
degerlendirilmistir. Ancak bu duyarlilik orani giiniimiizde giderek azalmaktadir. Zira
bizim ¢alismamizda da 179 izolat {izerinde yapilan antibiyotik duyarlilik testinde

kolistin duyarlilig1 171 izolat ile % 95.6 olarak belirlenmistir.
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Falagas ve arkadaslar1 da “¢oklu antibiyotik direngli 4. Baumanniive P.
aeruginosa suslarina bagli olarak gelisen bakteriyemilerde intravendz kolistin
kullanilmasiyla %90’larda tedavi basarisma ulasildigi halde, pndmonilerde bu oran
%75 civarindadir. Intravendz kullanimla birlikte, aerosol seklinde kullanim,
intratekal ve intraventrikiiler kullanom da son donemlerde giderek artis
gostermektedir.” seklinde belirtmektedirler [140]. Bu verilere gore intravendz

kolistin kullanim1 daha etkin bir tedavi yontemidir.

Cai ve ark.’na gore kolistin direnciyle ilgili mekanizmalar ve direncin
bakteriler arasinda genetik olarakgecis yollar1 tam olarak aydinlatilmis degildir[ 165].
Bizim ¢aligmamizda kolistine direngli izolatlarmm 2 kiimede daha yogunlastigi
goriilmektedir. Yillar icindeki kolistin direncinin sebebi kliniklerde siklikla
kullanilmaya baslanmasi olabilir. Bu yiizden antibiyotikduyarhiliklarmin hastanelerde
belirlenmis antibiyotik tedaviprotokolleriyle olan iliskisini saptamak ve kolistin
direncini tam olarakaydinlatabilmek i¢in epidemiyolojik ve diren¢ mekanizmalari

acisindan daha detayli arastirmalara ihtiyag vardir.

Diinya’nin c¢esitli bolgelerinde farkli hasta gruplari ile yapilan c¢aligmalarda
kolistin direnci ile ilgili degisen oranlar bildirilmektedir. Ancak kolistin giiniimiizde
Acinetobacterbaumanniienfeksiyonlarinin ~ tedavisinde  kullanilan en  6nemli
antimikrobiyal ajan olma 6zelligini korumaktadir. Bu nedenle kolistin kullaniminin
iizerinde dikkatli durulmali ve kolistine direng gelisiminin yavaglatilmasi i¢cin gerekli

Onlemlerin alinmasi 6nemli olacaktir.
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9. SONUC VE ONERILER

1. Acinetobacterenfeksiyonlarinda,  bakterinin  ¢ok  ilaca  direngli
olabilmesinedeniyle tedavi segenekleri olduk¢a kisithidir. Bu durum antibiyotik
kullanim stratejilerinin ve enfeksiyon kontroliiniin ne kadar onemli oldugunu
gostermektedir. Cok ilaca direncin artan siklikta goriillmesi nedeniyle tedavi
basarisizliklariin dnlenmesi i¢in uygun antibiyotik tedavi se¢cimi 6nem tagimaktadir.
Ayrica uygunsuz antibiyotik kullaniminin 6nlenmesi ve akilci tedavi protokollerinin

belirlenmesi de etkili bir enfeksiyon kontrolii saglayabilir.

2. Acinetobacterenfeksiyonlarmin ~ hastane  ortaminda  yayilimlarinin
sinirlanabilmesi i¢in, in vitro duyarlilik profillerinin stirekli takip edilmesi
gerekmektedir. Bu dogrultuda hastanelerin siirekli giincellenen siirveyans

programlari bulunmalidir.

3. Yogun bakim {initelerinde Acinetobacterenfeksiyonlari i¢in bagimsiz risk
faktorii olarak saptanan invaziv girisimlerin ve uygulamalarin enfeksiyon kontrol ve

onlem standartlarina uygun olarak yapilmasi gerekmektedir.

4. Yaptigimiz calisma iledcinetobactersmiflarmin hastanemizde 2012-2018
yillar1 arasinda varhigmi siirdiirdiigii tespit edilmistir. Ozellikle direngli salgin
klonlarinin 6nlem almmadig1 durumda hastane ortaminda uzun yillar kalabilecegi ve
hastadan hastaya taginabilecegi unutulmamalidir. Bu nedenle, diger Onlemlerin
yaninda hasta bakiminda rol alan tiim saglik personelinin el yikama gibi enfeksiyon

kontrol protokollerine uymasi1 dnemlidir.

5. Acinetobacterenfeksiyonu  olan  hastalarda  tedavi  etkinliginin

degerlendirilmesii¢in prospektif ¢caligmalara ihtiyac vardir.

6. Hastane  enfeksiyonlarinin ~ taninmast ve buna neden olan
mikroorganizmalarin antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi 6nemlidir. Boylece
hem ampirik tedaviyi belirlemede, hem de mortalite ve morbiditeyi azaltma
noktasinda bu durum yararl olacaktir.

7. Calismamiz, A. baumannii izolatlarinin hastanemiz bilinyesinde klonal
iligkilerinin belirlenmesi acisindan bir baslangic niteligi tasimaktadwr. Sonra ki

siregte  bu  bakteri 1ile ilgili  yapilacak daha ileri  arastirmalarda
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epidemiyolojikverilerin, dirence sebep olan mekanizmalarin ve risk faktorlerinin
daha 1yi bir sekilde ortaya konmasi saglanabilecektir. Boylece 6zellikle yogun bakim
iinitelerinde enfeksiyonkontrolii ve tedavi protokolleri daha da etkin ve verimli
olarakgerceklestirilebilecektir. Yine hastanemizde bu etkene bagh ortaya ¢ikabilecek
enfeksiyon tablolarinda bir salgin olup olmadigi ve bu etkenin hangi klondan geldigi

gibi veriler elde edilebilecektir.

8. Acinetobacterenfeksiyonlarmmn kontrolii ve Onlenmesi, multidisipliner
katilimh ¢aligma gerektirmektedir. Basta yogun bakim iinitelerinde ¢alisanlar olmak
iizere, tiim hastane calisanlarma gerekli enfeksiyon kontrol egitimlerinin verilmesi;
hasta, personel, ekipman ve {initeler arasi bakteri gecisinin azaltmasinda Onemli

Olgtide katki saglayacaktir.
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