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1. GIRIS VE AMAC

Fleming ile baslayan antibiyotik c¢aginda mikroorganizmalara karsi ¢ok
cepheli ve uzun siirecek bir savas baslatilmistir. Antibiyotiklerin tedavi amagh
kullanilmaya baslandigi 1900’lerin ortalarindan itibaren, bu savasta insanoglu adina
onemli asamalar kaydedilmis ve bircok cephede basar1 saglanmistir. Oyle ki, binlerce
yil higbir kars1 koyma ile karsilasmadan tiim insanlig1 esir alan mikroorganizmalar,
bir anda neye ugradiklarm anlayamadilar. Insanoglu, ele gecirdigi bu yeni
antibiyotik silahini, zaman i¢inde rastgele ve ¢ok hatali bicimde kullanmaya basladi.
Mikroorganizmalarin bu kadar cabuk pes etmeyeceklerinin farkinda olan bilim
adamlarinin uyarilar1 tiim bu antibiyotik ¢ilginlig1 i¢inde ¢ok ciliz bir ses olarak

kalda.

Ancak; 1980’lerden itibaren bu ciliz ses giderek kuvvetlenmeye ve daha fazla
kisinin dikkatini ¢ekmeye basladi. Cilinkii mikroorganizmalar antibiyotik silahina

kars1, direng kozlarin1 devreye soktular.

Savas, karsilikli hamleler seklinde geg¢meye basladi. Yeni bir ilag
gelistiriliyor ve bir silire sonra bu ilaca kars1t mikroorganizmalar tarafindan direng
gelistiriliyordu. Mikroorganizmalarin karst hamleleri o kadar hizli hale gelmeye
baslad1 ki, ilacin gelistirilmesi ve piyasaya cikmasiyla birlikte direng haberleri
duyulmaya baslanir oldu. Diren¢ demek, tedavide basarisizlik demektir. Tedavide
basarisizlik ise, yer yer kendini gosteren ve Oliimlere neden olabilen salginlar
demektir. Stafilokoklar, enterokoklar, pseudomonaslar ve Enterobacteriaecae iiyeleri

farkl1 zamanlarda ve farkli yerlerde bu savasin 6ne ¢ikan galipleri olmuslardir (1).

Son yillarda, Acinetobacter olarak bilinen genus, diinya ¢apinda artan bir
hizla hastane enfeksiyonlarmin énemli bir aktdrii haline gelmistir (2). Ozellikle son
15 yilda ise bu genusun en Onemli temsilcisi olan Acinetobacter baumannii,
antibiyotiklere kars1 kolay ve hizli direng gelistirmesi nedeniyle insanoglunun en ¢ok
ugrastig1 patojenlerden birisi haline gelmistir (3). Hastanelerdeki yaygin ve gereksiz
genis spektrumlu antibiyotik kullaniminin, bu hizli yiikseliste katkis1 oldugu herkes

tarafindan kabul edilmektedir (4).



Acinetobacter baumannii ile 6zellikle immiin sistemi zay1f kisilerde mekanik
ventilasyon, katater kullanimi1 gibi invaziv islemler sonrasi enfeksiyon gelisimi daha
siktir (5). Antibiyotik kullaniminin yogun oldugu ve genelde bagisiklik sistemi
zayiflamig birgok hastanin mekanik ventilatorlerle desteklendigi yogun bakim
tinitelerinde, Acinetobacter baumannii enfeksiyonlarinin ¢ok sik olmasi sasirtici
degildir (6,7).

Acinetobacter tiirleri, insan deri florasinin bir pargasi olabilirler (8, 9).
Yapilan epidemiyolojik bir ¢alismada, saglikli bireylerin derilerinde ve
mukozalarindaki kolonizasyon arastirilmig ve yaklasik % 43’lniin derilerinde
Acinetobacter tiirlerinin bulundugu gosterilmistir (10). Capraz kontaminasyonun
daha fazla gortildiigii ve Acinetobacter tiirleri i¢in ¢evresel ortamin yogun bir kaynak
olusturdugu hastanelerdeki yatarak tedavi edilen hastalarda, tasiyicilik orani daha
yiiksektir (11). Salgin donemlerinde hastanede yatan hastalarda bogaz tasiyiciligi
%7-18 olarak bulunurken, trakeostomi siiriintiilerinde ise tasiyicilik orami %45
bulunmustur (12). Yapilan bir ¢alismada, A.baumannii’nin Yogun Bakim
Unitelerinde yatan hastalarda kolonizasyonu saglikli bireylere oranla daha yiiksek
bulunmustur (13). Bir baska calismada ise saglikli bireylerde %25-40 oraninda
Acinetobacter spp. kolonizasyonu goriiliirken, yatan hastalarda bu oran %75

civarinda bulunmustur (14, 15, 16).

Ozellikle Yogun Bakim servislerinde yatan hastalardaki solunum sistemi
enfeksiyonlarinin tigiincii en sik etkeni Acinetobacter ssp. olup, Acinetobacter
baumannii ise hastane kaynakli enfeksiyonlarin %10’una kadarindan sorumlu

bulunmustur (17,18).

Acinetobacter baumannii, Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Yogun Bakim ve cerrahi servislerinde giderek artan sayida izole edilmeye
baslanmustir. Yapilan bir ¢alismaya gore Tip Fakiiltesi Hastanesindeki A.baumannii
insidans1 donemsel olarak artis gostermekte ve salginlara yol agmaktadir (19). Bu
salgin donemlerinde, enfeksiyonun varliginin tespiti kadar kaynaginin da tespiti
onemlidir. Yogun Bakim Unitelerinde ve cerrahi servislerde kiiciik capli salginlara
yol agabilen ¢oklu ilag direngli A.baumannii’nin kolonize oldugu hastalarin tespiti ve

farkli hastalardan izole edilen suslarin genotiplendirme ile birbirleriyle olan



iliskilerinin tayini, enfeksiyon kontrolii, salginlarin 6nlenmesi ve salgina kisa siirede

miidahale edilebilmesi agisindan 6nemlidir (20).

Molekiiler c¢alismalar, enfeksiyon kaynagimin aydinlatilmasi ve salgin
suslarinin gosterilebilmesi i¢in yapilmasi gereken islemlerdir. Bu amagcla, aralarinda;
plazmid analizi, restriksiyon endoniileaz analizi, PCR (Polymerase Chain Reaction),
MLEE (Multilocus Enzyme Electrophoresis), MLST (Multilocus Sequence Typing),
PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis), DNA (Deoksiriboniikleik asit) dizi analizi,
ribotyping, RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism) ve rep-PCR (Repetitive Sequence-Based PCR)
bulunan bir¢ok teknik, genetik benzerliklerin tayini i¢in gelistirilmistir (21). Her ne
kadar benzer bantlarin ayirt edilmesinde, tekrar uygulanabilirliginde sikintilar
yasansa ve uygulamasi uzun siirse de molekiiler teknikler i¢cinde bugiin i¢in altin

standart kabul edilen yontem PFGE’dir (22,23).

Bu bilgiler 1s1¢inda, calismamizda; Siileyman Demirel Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Anestezi Yogun Bakim, Noéroloji Yogun Bakim, Koroner Yogun
Bakim ve cerrahi servis hastalarindan 05.02.2009-21.06.2010 tarihleri arasinda
laboratuarimizda izole edilen 48 adet Coklu ila¢ Direncli (MDR- Multi Drug
Resistant) Acinetobacter baumannii susunun, PFGE ve rep-PCR yontemleri
kullanilarak molekiiler benzerliklerinin ve bu iki yoOntemin ayni suslardaki

tutarliliklarinin arastirilmasi amaglanmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Acinetobacter Genusu
2.1.1. Acinetobacter Genusu Tarihcesi

Acinetobacter genusunun ge¢misi, 1911°de Hollandali mikrobiyolog
Beijerinck’in topraktan Micrococcus calcoaceticus isimli bakteriyi tanimlamasiyla
baslar (24, 25). Uzun yillar benzer bakteriler tanimlanmis ve farkli isimlerdeki genus
ve tiirlerde yer bulmuslardir. Bugiin i¢in Acinetobacter genusunda yer alan tiirlere
gegmiste verilen isimlerden bazilar1 soyledir: Bacterium anitratum (26), Herellea
vaginicola (27), Mima polymorpha (28), Diplococcus mucosus (29, 30), Micrococcus
calcoaceticus (25), Moraxella Iwoffi var. glucidolytica (31) ve Achromobacter

anitratus (32) yer almaktadir.

Acinetobacter genusu bugiinkii haline uzun yillar siiren bir taksonomik siire¢
sonunda gelmistir (12, 33). Hareketsiz anlamina gelen Yunanca axivetoc (akinetos)
kelimesinden gelistirilen Acinetobacter Genusunun giincel tanimlanmasi, 1954
yilinda Brisou ve Prevot tarafindan Achromobacter genusundaki hareketsiz
mikroorganizmalar1 hareketlilerden ayirt edebilmek amaciyla Onerilmistir (33).
Baumann ve arkadaslar1 1968 yilinda farkli tiirlerin Acinetobacter genusu altinda
toplanmasini  6nermistir (34). 1971 yilinda Moraxella ve iliskili bakterilerin
taksonomisi ile ilgilenen alt komite, Acinetobacter genusunun sadece oksidaz negatif
suslart icermesini Onerdi (35). 1974 yilindaki Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology basiminda Acinetobacter genusu, tek tiirii olan Acinetobacter
calcoaceticus’u igerecek sekilde yer almistir. Ancak “Approved List of Bacterial
Names” listesinde A.calcoaceticus ve A.lwoffi’yi igeren iki farkli tiir yer almustir.
Bunun nedeni bazi Acinetobacter’lerin glukozu kullanabilirken bazilarinin
kullanamamasiydi (33). 1986’da Bouvet ve Grimont genomik c¢alismalara (DNA-
DNA hibridizasyonuna) gore, genusu 12 farkli gruba ayirdilar (36). 1989°da
Tjernberg ve Ursing 13-14-15 diye kodlanan ii¢ yeni grup daha tanimladilar (37).



2.1.2. Giincel Taksonomi

Geleneksel olarak mikrobiyal tiirler, fenotipik o6zellikleri yiliksek oranda
benzerlik gdsteren bir grup sus olarak kabul edilir. Ancak giincel tiir tanimlamasinda
ve farkli organizmalarin birbirleri arasindaki iligskinin tespitinde niikleik asit
hibridizasyon ve dizi ¢alismalar1 genel kabul géren metotlardir. Tiir i¢in kabul edilen
resmi molekiiler tanima gore; tiirli olusturan suslar >%70 DNA-DNA iliskisi ve

<5°C Divergence Value (ATm) icermelidir (12).

Giiniimiizde kullanilan taksonomik siniflamaya gore; Moraxellaceae
Ailesinde Gammaproteobacteria Sinifinda yer alan Acinetobacter genusu (38) birgok
laboratuvar tarafindan genus seviyesine kadar tanimlanabilmektedir. Acinetobacter
genusu lyeleri, gram negatif, zorunlu aerop, nonfermenter, hareketsiz, pigmentsiz,
katalaz pozitif ve oksidaz negatiftir (39). Genus iiyelerinin DNA’larinin

Guanin+Cytosine icerigi %39-47 arasindadir (12).

Mikrobiyoloji  laboratuvarlarinda kullanilan rutin agar temelli kati
besiyerlerinde 37C°’de kolaylikla iireyebilirler (40). Yaklagik 1-1,5 pm X 1,5-2,5
pum boyutlarinda olan Acinetobacter’ler, sabit biiyiime fazinda ve selektif olmayan
agarlarda yuvarlak gériinen basillerdir. Ik izolasyonda ve taze kiiltiirlerde kokobasil
formunda olup, subkiiltirlerde ve hiicre duvarma etkili antimikrobiyal igeren

plaklarda ise basil formlar1 6n plandadir (41).

Molekiiler yontemler kullanilarak yapilan c¢aligmalar sonucu Acinetobacter
genusunda 33 farkl tiir tanimlanmistir (24). Bu tanimlanan tiirlerin 18 tanesi resmi
tiir adim1 almigstir. Digerleri hala resmi bir isimlendirme yapilmamis olan genomik
tirlerdir. Acinetobacter genusunda yer alan tiirlerin ve izole edildikleri kaynaklar

Tablo. 1’de gdsterilmistir.



Tablo 1. Acinetobacter genusunda yer alan isimlendirilmis tiirler ve karsilig1 olan

bazi genomik tiirlerin ve kaynaklarmin listesi. (Kaynak: 24, 42)

GENOMIK TURLER TURLER KAYNAK
1 A.calcoaceticus Toprak, su
2 A.baumannii Insan patojeni
3 Insan patojeni
4 A.haemolyticus Insan patojeni
5 A.junii Insan patojeni
6 Insan patojeni
7 A.johnsonii Insan patojeni
8/9 A lwoffii Insan patojeni
10 Insan patojeni
11 Atik sular
12 A.radioresistens Insan patojeni
13TU Insan patojeni
13BJ,14TU Insan patojeni
14BJ Insan patojeni
I5TU Toprak, su
15BJ Atik su
16 Insan patojeni
17 Insan patojeni
A.baylyi Atik su
A.bouvetii Atik su
A.gerneri Atik su
A.parvus Insan patojeni
A. schindleri Cevre
A.tandoii Atik su
A.tjernbergiae Atik su
A.towneri Atik su
A.ursungii Insan patojeni
A.beijerinckii
A.gyllenbergii

Acinetobacter Genotiir 1 (A. calcoaceticus), Genotiir 2 (A.baumannii) ile
isimlendirme yapilmamis olan Genotiir 3 ve Genotlir 13TU (Tjernberg- Ursing),
fenotipik olarak benzer olup, A.calcoaceticus-A.baumannii kompleks olarak
adlandirilir (43, 44). Pek ¢ok mikrobiyoloji laboratuvarinda A.calcoaceticus-

A.baumannii kompleksini olusturan tiirler, standart laboratuvar teknikleri ve



fenotipik testlere dayali tiplendirme sistemleri ile ayirt edilemezken, yapilan
molekiiler temelli caligmalarda bu tiirlerin patojeniteleri ve antibiyotiklere olan
direng profillerinde farkliliklar goriilmiistiir (45). A.calcoaceticus-A.baumannii
kompleksini olugsturan tiirler, fenotipik olarak benzemelerine karsin genetik olarak
farkliliklar igerir. Ozellikle Acinetobacter baumannii’nin diger ii¢ tiirden ayrimi igin
molekiiler tekniklerin kullanilmadig1 calismalarda, epidemiyolojik olarak yanlis

yorumlar yapilabilmektedir (46).

A.calcoaceticus-baumannii kompleksi, genus iiyeleri i¢inde hastane kaynakli
enfeksiyonlarin en sik karsilagilan nedenidir (47). Ancak A.calcoaceticus ¢evresel bir
tiir oldugu ve bilinen ciddi bir klinik hastaliga neden olmadig1 icin, klinik vakalarda

etken olarak kompleks isminin kullanilmasi yaniltici olabilir (33).

Genusun bugiine kadar yasadigi gelisime bakildiginda, molekiiler temelli
caligsmalarin diinya ¢apinda artmasi ile taksonominin son seklini alabilmesi i¢in daha

zamana ihtiyag vardir.
2.1.3. Tiir identifikasyonu

Acinetobacter tiirleri Gram boyamalarda, yanlislikla Gram pozitif kok olarak
goriilebilir ve 6zellikle kan kiiltiirlerinde yanlig bilgilendirmelere neden olabilir (37).
Kolonileri, Enterobacteriaceae ailesi tiyelerininkilerden biraz daha kiigiik, dairesel,
yumusak ve opaktirlar (36). Bir¢ok tiir MacConkey agarda renksiz veya agik pembe
renkli biiyiime gosterirler. Bazi tiirleri ise kanli agarda zor tireyen, benekli koloniler

olustururken, nutrient brothda lireyemezler (48).

A.baumannii sakkarolitik olup glukozdan asit iiretimini gergeklestirirken
aksine A.lwoffi asakkarolitik olup glukozu kullanamaz. A.baumannii ayrica %5-10
laktozu kisa siirede okside edebilir. Genotiir 7 (A.Johnsonii)’de asakkorolitiktir ancak

diger tiirlerden 37°C’de lireyememesi ile ayirt edilebilir (37).

Kanli agarda hemoliz 6zelligi Genotiir 4 (A.heamolyticus), Genotiir 6,
Genotiir 13BJ (Bouvet-Jeanjean), Genotiir 14BJ (Bouvet-Jeanjean), Genotiir 15BJ
(Bouvet-Jeanjean), Genotiir 16 ve Genotliir 17’de goriilebilirken, kompleks

tiyelerinde hemoliz goriilmez (36, 33).



Acinetobacter tiirlerini diger nonfermenter bakterilerden ayirabilen tek bir
metabolik test yoktur. Karisik bakteriyel varligin bulundugu cevresel ve klinik
orneklerden Acinetobacter’lerin elde edilmesinde Leeds Acinetobacter Medium
kullanilabilmektedir (49).

A.johnsonii, A.lwoffii ve A.radioresistens, asakkarolitik tiirler olup insan
derisinde bulunabilirler. Acinetobacter spp. yatan hastalarda 6nemli bir kolonizasyon
ve enfeksiyon kaynagi olusturmaktadir. Neden olduklar1 ¢esitli hastaliklar arasinda,
bakteriyemi, {iriner sistem enfeksiyonlari, menenjit bulunmaktadir. Ancak bu tiirler
asil roliinii  Ozellikle ventilatér iliskili pnémonide (VIP) oynamaktadirlar.
Acinetobacter tiirleri genelde ¢esitli antibiyotiklere direngli iken A.lwoffii digerlerine
gore daha duyarhdir (36).

Saglikli  goniillilerde yapilan bir ¢alismaya gore, insan derisinde
Acinetobacter spp. kolonizasyonu %40 olarak tespit edilmis. Kolonizasyon, énkolda
%51, alinda %47 ve ayak parmaginda %34 olarak bulunmus (50). Ayn1 ¢aligmaya
gore Genotiir 8/9 (A.lwoffii) %61, Genotiir 15BJ %12,5 ve Genotiir 12
(A.radioresistens) %8 oranlarinda izole edilirken, A.calcoaceticus-baumannii

kompleks kolonizasyonu ise <%]1 oraninda kalmas.
2.1.4. Acinetobacter baumannii

Dogada ¢ok yaygin halde bulunan A.baumannii, kuru ve nemli yiizeylerde
uzun siire hayatta kalabilir (9). 1980’lere kadar Acinetobacter’ler etken bile kabul
edilmezken son 30 yilda, 6zellikle A.baumannii, birgok antibiyotige kars1 direngli
hale gelip salginlara neden olmaktadir. Bu c¢oklu antibiyotik direnci ve kuru
yiizeylerdeki dayanikliligi A.baumannii’nin salginlara neden olmasindaki ayirt edici
ozelligidir (51).

Stiphesiz Acinetobacter genusunun klinik 6rneklerden en sik elde edilen ve en
¢ok ugrasilan tiirii (genomik tiir 2) A.baumannii’dir (52). A.calcoaceticus-baumannii
kompleks iiyelerinden birisi olan A.baumannii, diger tiirler gibi laboratuvarda
kullanilan standart kati besiyerlerinde rahatlikla iireyebilir. Ancak kompleksin bir

tiyesi olan A.baumannii diger tiirlerden 44°C’de {ireyebilmesi ile ayrilmaktadir (53).



A.baumannii, hastane ortaminda uzun siire hayatta kalabilme kapasitesi olan
ve immiin sistemi zayiflamis hastalarda Oliimciil hastaliklara neden olabilen bir
firsatg1 patojendir (54). Ozellikle yogun bakim servislerindeki ventilator iliskili
pnomoni, yaniklar, yaralar ile katater kullaniminin oldugu {iriner sistem ve kan

kiiltiirlerinde ciddi firsat¢1 enfeksiyonlarin artan nedenidir (55).
2.1.5. Acinetobacter baumannii’de Diren¢ Mekanizmalari

A.baumannii, plazmid, transpozon ve integronlarla antibiyotik direncinin
kazanilip, aktarildigi ve cok hizli diren¢ gelisiminin gozlendigi ¢ok ¢esitli direng

mekanizmalarini eksprese edebilir (56).

A.baumannii tedavisinde, rutinde Gram negatif bakterilerde sik¢a kullanilan
antibiyotiklere kars1 diren¢ gelisimi sik rastlanan bir problemdir (57). MDR
izolatlarda yapilan genom dizi analizleri, diger Gram negatif tiirlerden kazanildigi
diistiniilen ¢oklu direng genleri igeren biiyiik genomik adalarin (AbaR1, R2, R3, R5)
varligini ortaya koymustur (58, 59, 17).

B-laktamazlar: A.baumannii intrinsik D sinifi oksasilinaz ve indiiklenmeyen
kromozomal AmpC sefalosporinaza sahiptir. A.baumannii oksasilinazlart OXA-51-
like enzim gruplarina aittir. A.baumannii’de bulunan OXA-51-like genlerinin yaygin
halde bulunmasi, bu geni, organizmanin tiir seviyesinde identifikasyonunda 6nemli
bir genetik belirte¢ haline getirmistir. OXA-51-like enzimleri penisilinleri (benzil
penisilin, ampisilin, tikarsilin ve piperasilin) ve karbapenemleri (imipenem ve
meropenem) hidroliz edebilir. Genislemis spektrumlu sefalosporinlere karsi aktif

degillerdir (60).

Karbapenem direncinin en yaygin enzimatik sekli, blaOXA-23, blaOXA-40,
blaOXA-58 genlerinin kodladig1 oksasilinazlarin iiretimi ile olur. Bunlar, plazmid
veya kromozomal olarak kodlanir, klavulanik asit ile inhibe olmaz ve diinyada
yaygin olarak bulunur (61). VIM, IMP ve SIM tipi sinif B metallo-karbapenemazlar
A.baumannii’de bulunur ve karbapenemlere ve aztreonam hari¢ -laktamlara karsi

yiiksek diizeyde direng kazandirir.

TEM, SHV, CTX-M, GES, SCO, PER ve VEB’i igeren biiyiik bir simif A

genislemis spektrumlu B-laktamaz (GSBL) ailesi tanimlanmistir. Genislemis
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spektrumlu sefalosporinlere karsi bu enzimlerin iiretimi ile diren¢ olusumu, AmpC
diizenlemesi ile diren¢ olusumundan daha seyrek olmaktadir. Ancak baska direng
paternlerinin varliinda GSBL varligiin tespitindeki zorluklar, gercek prevelansi

yansitmayabilir (62).

Aminoglikozid modifiye edici enzimler: Asetiltransferazlar,
niikleotidiltransferazlar ve fosfotransferazlarin hepsi, siklikla kombinasyon seklinde
A.baumannii’de bulunmaktadir. Bunlar plazmidlerde, transpozonlarda veya sinif I
integronlarla iligkili olarak tasinirlar (63). Avrupa’da yapilan bir ¢alismada,
A.baumannii suslarinin %951 en az bir direng geni, %84’ iki ile bes arasinda direng
geni tasidigl bulunmus (64). Bu genlerin ekspresyonu farkli aminoglikozidlere farkli

degisken duyarliliklarin olusmasina neden olur.

Gecirgenlik defektleri: Enzimatik direng, maddelerin dis membrandan
taginmasinda gorevli olan OMP’lerin (Outer Membrane Protein) kaybiyla olusan
membran gegirgenligindeki degisikliklerle daha da artabilir. A.baumannii diger Gram
negatif bakterilerle kiyaslandiginda, intrinsik direncinin bir kismini olusturan daha az
sayida porine sahiptir (62). Porin kaybi cesitli biiylikliikkte protein eksikligi ile
birlikte en sik B-laktam direnciyle iligkilidir (65).

Effluks sistemleri: Aktif effluks mekanizmalan ile ila¢ atilimi ¢oklu ilag
direncine neden olur. Major fasilitator siiperailesinin (MFS) dar spektrumlu
pompalar1 arasinda tetrasiklin (TetA, TetB) ve minosiklin (TetB) direnci yani sira

kloramfenikolii ¢ikaran CmlA sistemi vardir (62).

RND (Resistance-Nodulation-cell Division) tip pompalar, periplasmik, i¢ ve
dis membrandan parcalar iceren ortak yapilara sahip genis bir substrat spesifitesi olan
pompalardir. A.baumannii’de AdeABC ve AdelJK olmak iizere iki sistem
tanimlanmistir. Aminoglikozidlere, [-laktamlara, kloramfenikol, eritromisin ve
tetrasiklinlere diren¢ adeABC’nin asir1 ekspresyonu ile olusur (66). Ikinci RND
pompast olan AdelJK ise AdeABC ile sinerjik etki ile tigesiklin direncine katki
saglar (67).

MATE (Multidrug and Toxic Compound Extrusion) ailesine iiye bir pompa
olan AbeM’nin asir1 ekspresyonu kinolonlara, gentamisin, kanamisin, eritromisin,

kloramfenikol ve trimetoprime kars1 azalmis duyarliliga neden olur (68).
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Yakin donemde tanimlanan BIMP (Bacterial Integral Membrane Proteins)
ailesinin bir iiyesi olan AbeS, kinolonlar, makrolidler ve kloramfenikole direng

gelisimine katki saglar (69).
2.1.6. A.baumannii’de Tedavi

A.baumannii enfeksiyonlarinda kullanilma potansiyeli olan ilag gruplarina
karst hizli direng gelisimi, uygun tedavi se¢imini sinirlamaktadir. Tedavide

kullanilabilen antibiyotik gruplari sunlardir:

Karbapenemler: Antipsddomonal karbapenemler ciddi A.baumannii
enfeksiyonlarinda tercih edilen tedavi yontemi olmustur. Meropenem ve imipenem
bu grupta en sik kullanilan ilaglardir. Yapilan ¢alismalarda karbapenem duyarliliklar

%60-90 arasinda bulunmustur (70).

Polimiksinler: Polimiksinler, Gram negatif bakterilerin lipopolisakkarid
tabakasina etki eden katyonik polipeptidlerdir. Toksik etkiler nedeniyle 1980’lerden
itibaren klinik kullanimi terk edilmisti. Polimiksin B ve Colistin (Polimiksin E)
giinlimiizde kullanilan iki ajandir. A.baumannii’ye kars1 bakterisidal aktiviteye sahip
olan polimiksinler diigiik direng oranlarina sahiptirler (71, 72). Ancak polimiksinlerin

artan sekilde kullanimu ile birlikte yakin donemde direng gelisimi gézlenebilir.

Sulbaktam: A.baumannii’ye karsi intrinsik aktiviteye sahip olan sulbaktam,
B-laktamaz inhibitdrleri icinde en aktif olanidir. Penisilin baglayan protein ile olan
iligkisine gore bakteriostatik veya bakterisidal aktiviteye sahip olabilir.
A.baumannii’ye karsi, ampisilin, sefaperazon veya antipsddomonal penisilinlerle
yapilan kombinasyonlar, sulbaktamin antimikrobiyal aktivitesinde artisa neden
olmamaktadir. Baslarda yiiksek in-vitro duyarliliklar1 bulunmus olsa da, yakin
donemdeki calismalarda sulbaktamin A.baumannii’ye karsi antimikrobiyal aktivitesi
diismiistiir (71). Insan calismalarinda sulbaktam/p-laktam kombinasyon tedavisinin
MDR A.baumannii kaynakli VIP ve bakteriyemide benzer etkilere sahip oldugu
gosterilmistir (73, 74).

Tetrasiklinler ve Glisiklinler: Minosiklin, doksisiklin ve tetrasiklinin
A.baumannii’ye karsi antimikrobiyal etkisi vardir. Minosiklinin, doksisiklin ve

tetrasikline direngli suglara karsi etkili oldugu gosterilmistir. Buna neden olarak,
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tetrasiklin spesifik effluks pompasini kodlayan tet(A) direng belirleyicisinin
minosikline kars1 direng gelistirememesi gosterilmistir. Cok merkezli bir ¢calismada
>%90 A.baumannii izolatt minosikline duyarli bulunurken imipeneme duyarlilik
daha diisiik bulunmus (70). Minosiklinin semi-sentetik bir benzeri olan tigesiklin
yeni kullanilmaya baslayan bir antibiyotikdir. A.baumannii’ye kars1 bakteriostatik
etki gosterir. Ilk ¢alismalarda tigesikline kars1i yiiksek duyarlilik oranlar
bildirilmesine ragmen, zaman i¢inde daha diisiik duyarhiliklar rapor eden c¢aligsmalar

yaymlanmaya baslamistir (75).

Aminoglikozidler: A.baumannii’ye karsi aminoglikozidler orta seviyede
antimikrobiyal etkiye sahiptirler. Cok merkezli ¢alismalarda, amikasinin
Acinetobacter spp.’ye karst %60 oraninda duyarliliga sahip oldugu anlasilmistir (76).
Aminoglikozidlerin MDR A.baumannii izolatlarinda aktivitesi duyarli izolatlara gore
daha distiktiir.

Florokinolonlar: A.baumannii’ye kars1 florokinolonlarin orta derece
antimikrobiyal  aktivitesi ~vardir. Ozellikle Acinetobacter spp.’ye Kkarsi
siprofloksasinin ~ duyarlilik  oran1t %44  civarinda  bulunmustur.  Ancak

florokinolonlarin MDR izolatlara kars1 aktivitesi diisiik olarak rapor edilmistir (76).

Kombinasyon tedavileri: MDR A.baumannii enfeksiyonlarma Kkarsi
kombinasyon tedavileri, ilaglar aras1 sinerjizmi yakalayabilmek veya tedavi sirasinda
direng gelisimini onlemek amaciyla klinisyenler tarafindan kullanilir. Her ne kadar
in-vitro etkinligi gosterilse bile klinik yanitlarin  bu bulgularla uyumlu

olmayabilecegi unutulmamalidir.

A.baumannii’de karbapenem direncini asmak igin, karbapenemlerin diger
antibiyotiklerle kombinasyonlar1 ¢alisilmistir. Ozellikle imipenemin sulbaktam ile
kombinasyonu in-vitro sinerjik aktivite gostermis, ancak imipenemin direngli
izolatlar ile enfekte hastalarda klinik faydasi ¢ok net degildir (75). Karbapenem ve
polimiksin kombinasyonunun MDR izolatlarda in-vitro etkinligi i¢in ¢esitli
calismalarda farkli sonuglar elde edilmistir. Imipenemin rifampisin ile in-vitro
goriilebilen sinerjik etkisi klinik etkisi ile uyumlu bulunmamis (77). MDR
A.baumannii i¢in polimiksin temelli kombinasyonlarin en ¢ok ¢alisilan1 ve in-vitro

sinerjizmi gosterileni rifampisindir.
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Pek c¢ok in-vitro caligmada sulbaktamin, karbapenem veya sefepim ile

kombinasyonlarinin, MDR A.baumannii’ye kars1 basarili etkisi rapor edilmistir (78).
2.2. MDR Acinetobacter baumannnii
2.2.1. MDR Tanimi ve Epidemiyolojisi

Hastanelerde enfeksiyon kontrolii amaciyla, MDR veya Pandrug-rezistan
A.baumannii ile kolonize hastalarin tespit edilmesi onemlidir. MDR A.baumannii
tanimi; su bes ilag grubundan {i¢ veya daha fazla gruba diren¢ varliginda gecerlidir:
Antipsddomonal sefalosporinler (Seftazidim veya Sefepim), Antipsddomonal
karbapenemler (Imipenem veya Meropenem), Ampisilin-sulbaktam, Florokinolonlar
(Siprofloksasin veya Levofloksasin) ve Aminoglikozidler (Gentamisin, Tobramisin
veya Amikasin). Her ne kadar Pan terimi “Hepsi” anlaminda olsa da, Pandrug-
rezistan A.baumannii tanimi; genelde A.baumannii igin terapotik potansiyeli olan ilk
sira ilaglarin hepsine karst direng varliginda gecgerlidir. Bunlar arasinda tiim beta-

laktamlar, florokinolonlar ve aminoglikozidler bulunmaktadir (33).

MDR A.baumannii’de direng gelisimi i¢in risk faktorleri arasinda antibiyotik
kullanimi, mekanik ventilasyon, yogun bakim ve hastanede uzamis kalma siiresi ve
invazif islemler vardir (79). Hastadan hastaya bulagsmada ise, saglik calisanlarinin

elleri, hasta bakiminda kullanilan arag-gerecin kontamine olmasi gelmektedir (80).
2.2.2. Tiirkiye’de MDR A.baumannii

Giderek artan direng gelisimi, Tiirkiye’de de gozleri A.baumannii tizerine
cevirmis, bu konuda daha fazla calisma yapilmaya baslanmistir. Uluslar arasi
baglantili ve ¢ok merkezli bir ¢alisma olan MYSTIC (Meropenem Yearly
Susceptibility Test Information Collection) ile Tirkiye’deki A.baumannii
izolatlarinin ¢esitli antibiyotiklere diren¢ durumlari arastirilmistir. Bu g¢alismanin
1997-2000 yillar1 arasindaki verilere gore, birgok iilkede meropenem direnci %10’ un
altinda iken, Ingiltere ve Italya’da %30 civar1 bulunmus. Tiirkiye ise %35 ile en fazla
direncin goriildiigii iilkelerden birisi olmustur (81). Ayni ¢calismanin 2000-2003 aras1
yapilan Tiirkiye ayaginda ise meropenem direnci %42, imipenem direnci ise %48

bulunmustur. Bu diren¢ artisinin nedeni olarak iilkemizdeki enfeksiyon kontrol
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Onlemlerinin yeterince uygulanamamasi ve buna bagl direngli suslarin yayilimi

olabilecegi belirtilmistir (82).

Celebi ve arkadaslarinin 2010 yilinda yaptiklar1 bir calismaya gore,
Acinetobacter suslarinda MDR izolat oran1 %33,6 bulunmus. MDR Acinetobacter
spp. enfeksiyonlarinda mortalite oram1 %50 iken, MDR olmayan izolatlarla

gerceklesen enfeksiyonlara bagli mortalite orant %11 bulunmus (83).
2.2.3. Avrupa’da MDR A.baumannii

MDR A.baumannii diinyanin birgok bolgesinde oldugu gibi Avrupa’da da
gercek bir sorun haline gelmistir. 1980’lerden beri &zellikle Ingiltere, Fransa,
Almanya, Italya, Ispanya ve Hollanda’da A.baumannii’nin neden oldugu hastane
salginlar1 molekiiler yontemlerle arastirilmaktadir (12, 84). Caligmalarda tespit edilen
epidemik susglarin hastaneler arasinda tagsinmasi kolonize hastalarin taginmasi yoluyla
gerceklesmektedir (85). Bazen MDR A.baumannii dagilimi Ingiltere, Fransa ve
Portekiz’de oldugu gibi tiim iilkeyi kapsayacak sekilde olabilmektedir (86, 87).

Avrupa klon I, IT ve III diye isimlendirilen, {i¢ uluslar arasi A.baumannii,
Avrupa capinda bir¢ok iilkede rapor edilmistir. Karbapenem direnci bir¢ok Avrupa
tilkesinin giincel sorunudur. Her ne kadar bu konuda bilgi toplamak zor olsa da,
Tiirkiye, Yunanistan, Italya, Ispanya ve Ingiltere’de karbapenem direnci diger
ilkelere gore daha yiiksek bulunmustur (33). Karbapenem direnci Dogu Avrupa’da
artarken, Iskandinavya’da en diisiik oranda bulunmustur. Avrupa’da 2002-2004 aras1
yapilan MYSTIC c¢alismasina gore, izolatlarin % 73,1’ meropeneme duyarls,
%69,8’1 imipeneme, %32,4’1 seftazidime, %34°l siprofloksasine ve %47,6’s1

gentamisine duyarli bulunmustur (88).
2.3. Klinik Durum
2.3.1. Hastane Kaynakh A.baumannii Enfeksiyonlari

Immiinitesi baskilanmis hastalarda, altta ciddi sorunu olanlar, invaziv
islemlere maruz kalanlar ve genis spektrumlu antibiyotik kullanan kisilerde MDR
A.baumannii enfeksiyonlart goriilme olasiligi daha yiiksektir (89). Bu nedenle

A.baumannii enfeksiyonlari, yogun bakim iinitelerinde siklikla goriiliir.
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Genellikle A.baumannii enfeksiyonu ve kolonizasyonu arasinda ayrim
yapmak zordur (90). Buna ragmen klinisyenler, yatan bir hastada A.baumannii izole
edilmesi durumunda bunun yaklasik %30 mortalite ile seyreden ciddi bir enfeksiyon

oldugunu bilirler (91).

A.baumannii’nin izole edildigi enfeksiyonlarin ¢ogunlugu, solunum yolu,
peritoneal s1v1 ve iiriner sistem gibi yiiksek sivi igerigi olan organ sistemlerini i¢erir
ve siklikla katater iliskilidir. Patolojik degisiklikler enfeksiyonun goriildiigii organa
gore degisir ve diger aerobik gram negatif bakterilerin neden oldugu degisikliklerden

farkl degildir (84).

Farkl1 tipteki enfeksiyonlarin dagilimi hastaneler arasinda degisiklik gdsterir
ve bu degisiklik muhtemelen hastanenin yatak sayisi ile izolasyon siirecindeki
prosediir farkliliklarindan kaynaklanir. Ispanya’da yapilan bir prospektif calismaya
gore, A.baumannii enfeksiyonlarinin >% 90’1 hastane kaynakli olup, sadece %4’i
toplum kaynakli bulunmus (92). Fransa’da yapilan bir baska ¢alismaya gore, ii¢ yillik
bir donem incelendiginde A.baumannii enfeksiyonlar1 Haziran-Eyliil doneminde

mevsimsel bir artig gostermistir (84).

Acinetobacter’ler tarafindan hastanelerde gelisen esas sorun, yogun
bakimdaki kritik durumdaki hastalar, mekanik ventilasyon ihtiyaci olanlar ve travma
sonrasi yanik veya yara gelisen hastalardir. Acinetobacter ile gelisen enfeksiyonlar;
ventilator iligkili pnomoni, deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, iiriner sistem
enfeksiyonlari, menenjit ve dolasim sistemi enfeksiyonlaridir (12, 33). Bu tip
enfeksiyonlar genelde A.baumannii  kompleks tarafindan meydana gelir.
Acinetobacter genusunun diger tiyeleri ile gelisen enfeksiyonlar nadirdir ve genelde
katater iligkili enfeksiyonlardir. Kuruluga ve dezenfektanlara gosterdigi direng, bu
organizmanin hastane ortaminda uzun siire kalabilmesine ve donem donem salginlara

neden olmaktadir.
2.3.2. Solunum Yolu Enfeksiyonlar1

1970’lerden once Acinetobacter enfeksiyonlari siklikla operasyon sonrasi
gelisen {iriner sistem enfeksiyonlariydi ve Acinetobacter daha ¢ok cerrahi ve dahili

servis hastalarindan izole edilmekteydi. Resisutasyon tekniklerinin gelisimi, genis
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spektrumlu antibiyotik kullanimi ve invaziv islemlerin artmasi Acinetobacter

enfeksiyonlarinin tiplerini ve izole edildikleri servisleri degistirdi (90).

Glinlimiizde bu bakterinin en sik karsilasilan formu, mekanik ventilasyon
sonras1 gelisen nozokomiyal pnémonidir. Yapilan bir ¢alismaya gore, 1976-1990
aras1 Acinetobacter kaynakli nozokomiyal pnémoni insidanst %0,64’ten %6.,4’¢
yiikselmistir (93). Daha genis bir baska ¢alismaya gore, ABD’de Acinetobacter spp.
insidans1 %8 bulunmus (94). Balc1 ve arkadaslarinin 2010 yilinda yaptiklar1 bir
calismada, hastane enfeksiyonu etkeni olarak tanimlanan A.baumannii suslarinin

%43’1i solunum sistemi kaynakli bulunmus (95).
2.3.3. Bakteriyemi

Bakteriyemi, hastane enfeksiyonlari i¢cinde en oliimciil olanlarindan birisidir.
Ingiltere’de yapilan bir calismaya gore Acinetobacter bakteriyemisi bulunan
hastalarin, genellikle 50 yas iistii oldugu ve %54 iiniin yogun bakim servislerinde
yattiklar1 rapor edilmis (90). A.baumannii bakteriyemisinin en sik goriilen
kaynaklari, intravaskiiler ve solunum yolu kataterleri olup, cerrahi yaralardan,
yaniklardan ve iiriner sistemden kaynaklananlar daha azdir (96, 97, 98). Vakalarin
%21-70’inde ise bakteriyemi nedeni bulunamaz (96, 73). Muhtemelen bunlarin da

nedeni tan1 konulamamis bir katater enfeksiyonu veya barsak kaynakli olabilir.
2.3.4. Uriner Sistem Enfeksiyonlar

Immiin sistemi ¢alisan kisilerde iiriner sistemde A.baumannii enfeksiyonu
alisilmig bir durum degildir. Bu organizma daha ¢ok katater ile iligkili olup, yapilan
bir ¢alismaya gore yogun bakim hastalarinda iiriner sistem enfeksiyonu %]1,6

bulunmustur (99).
2.3.5. Menenjit

1970’1i yillara kadar toplum kaynakli Acinetobacter menenjiti rapor edilirken,
bu tarihten sonra rapor elden menenjit vakalarinin hemen hepsi nozokomiyal
A.baumannii enfeksiyonlaridir (12). Bu hastalarin ¢ogunlugu lumbar ponksiyon,
myelografi, ventrikiilografi veya baska ndro-cerrahi islem geciren hastalardir.

Mortalite oranlar1 %20-27 arasinda bulunmustur.
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Risk faktorleri arasinda ventrikiil santlari, ventrikiilostomi ve BOS (Beyin
Omurilik Stvis1) fistiilleri bulunmaktadir. invaziv materyallerin, kullanim siirelerinin
uzamasi, enfeksiyon riskini artiran bir diger faktordiir. Aktas ve arkadaslari, eksternal
ventrikiiler sant sistemi ile iliskili A.baumannii enfeksiyonu rapor ederek bu risk

faktorlerini gostermislerdir (100).
2.3.6. Yara Enfeksiyonlar

A.baumannii’ye bagli deri ve yumusak doku enfeksiyonlar1 solunum yolu
veya kan kiiltiirleri ile kiyaslaninca daha az gériiliir. Ozdemir ve arkadaslari 2009
yilinda yaptiklar1 bir ¢aligmada, izole edilen A.baumannii’lerin %24,4’ii yara yeri
kaynakliydi (101). A.baumannii ayrica yanik iinitelerinde de sikga karsilasilan bir
patojendir (102). Son donemlerde A.baumannii, Irak ve Afganistan’daki askeri

personelden savas yaralarindan sikga izole edilmistir (103, 104, 105).
2.4. Salgin Suslarimin Tiplendirilmesi
2.4.1. Molekiiler Epidemiyolojik Teknikler

Hastanede A.baumannii’nin yayilmasini kontrol etmek igin, organizmanin
kaynaklariin ve yayilma yollariin tespit edilmesi gereklidir. Salgin suslarinin diger
epidemiyolojik olarak iligkisiz suslardan ayrimini yapabilmek i¢in, izolatlarin alt tiir
seviyesine kadar ayrimi yapilip karsilastirilmalidir. Bu amagla kullanilan
biyokimyasal 0Ozelliklere dayali fenotipik tiplendirme sistemleri, antibiyotik
duyarlhilik paternleri, serotiplendirme, faj tiplendirmesi ve protein profilleri artik

yerini daha giivenilir sonuglar veren molekiiler yontemlere birakmuistir.
2.4.1.1. PCR Temelli Tiplendirme Metotlar1

Genomik DNA’nin tek primerle rastgele parcalarmin amplifikasyonunu
iceren yontem, Acinetobacter suslarinin iligkilerinin arastirilmasinda basarili bir
yontem olmustur. Genelde PCR temelli tiplendirme yontemleri, epidemiyolojik
benzerlik konusunda hizli bir tahmin imkani1 verir, ancak genis 6lgekli karsilastirmali

epidemiyolojik caligsmalar i¢in uygun degildir.
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2.4.1.2. Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) Analizi

1990’larda kullanilmaya baslanan bu yontem yiiksek sensitiviteye sahiptir.
DNA restriksiyon enzimleri ile parcalanir ve selektif amplifikasyon sonrasi
fragmanlar elektroforetik olarak ayrilir ve goriintiilenir. Pahali olan bu yontem, dizi
platformu {izerinde fragmanlarin lazer ile tespitine dayanan yar1 otomatik bir iglemi
igerir. Olusan kompleks profiller bilgisayar ortaminda analiz edilir. Bakteriyel
taksonomide kullanilamasa da, hastanede olusan salginlarda suslarin alt tiir

seviyesinde tanimlanmasinda faydalidir (106).
2.4.1.3. Multi Locus Sequence Typing (MLST)

MLST, c¢esitli patojen bakteri gruplarinda uygulanan yiiksek ayirict 6zelligi
bulunan tiplendirme metodudur. Mevcut MLST verileri, PFGE ve AFLP gibi diger
yontemlerle elde edilen verilerle uyum i¢inde bulunmustur (107). Pahali ve fazla is

giicli gerektirmesi, rutin laboratuar ¢alismalarinda kullanimini kisitlar.
2.4.1.4. Ribotiplendirme

Ribotiplendirmede 6zetle; kromozomal DNA, restriksiyon enzimleri ile
parcalanir, elektroforez yapilir, blotlanir ve E.coli rRNA’sindan elde edilen
isaretlenmis cDNA probu ile hibridize edilir (53). Yapilan g¢aligmalarda enzim
kombinasyonlar1 kullanilarak miikemmel tekrarlanabilirlik elde edilmis ve salgin
suslarindaki paternlerin diger tiplendirme ydntemleri ile uyumlu sonuglar verdigi
gosterilmigtir (108). Oldukea fazla is glicii gerektiren bu metot, diger tiplendirme

yontemleri ile birlikte ¢calisildiginda 6nemli epidemiyolojik veriler sunmaktadir.
2.4.1.5. Plazmid Analizi

Acinetobacter tiirlerinin ¢ogunlugu dogal olarak plazmidler bulundurur.
Plazmid tiplendirme yontemi, ¢esitli caligmalarda Acinetobacter suslari i¢in basarili
sekilde kullanilmustir (109, 110, 111). Acinetobacter’de bulunan plazmidler,
bliyiikliik ve say1 bakimindan farkliliklar gosterir. Benzer plazmid profilleri bulunan
suslar restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile parcalanip plazmid parmak izleri

belirlenir (111, 112) veya isaretlenmis probe ile plazmidler hibridize edilir (113).
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Plazmid tiplendirmesinde sonuglar yorumlanirken, plazmidlerin kolayca
aktarilabildigi ve kolayca kaybedilip kazanilabilecegi gercegi nedeniyle ancak diger

tiplendirme yontemleriyle birlikte degerli sonuglar verecegi bilinmelidir.
2.4.1.6. Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)

1983 yilindan bu yana kullanilan Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE),
salgin kaynagimin tespitinde kullanilan molekiiler epidemiyolojik yontemlerin altin
standard1 olarak kabul edilmektedir (114). Bir salgin esnasinda, arastirilan izolatin
stk goriilen ve salgimin kaynagi oldugu diisiiniilen organizma ile karsilastirilip,
birbirleri ile iligkilerinin incelenmesi islemine epidemiyolojik analiz denir. Bir
hastanede veya bodlgede bir mikroorganizmaya ait enfeksiyon sikliginin artis1 akla
salgim1 getirir. Bu izolatlarin aynm1 kdkenden olup olmadiklarinin tespit edilmesi
epidemiyolojik acidan gereklidir. Bakterilerde bu iliskinin en iyi gostergesi
kromozomal yapidir. Olast bir salgin tablosunda mikroorganizmalar arasindaki
kromozomal iligkinin gosterilmesi, salgin kaynaginin tespitine ve enfeksiyonun

yayilmasina kars1 alinacak onlemlerin belirlenmesinde dnemli rol oynar (115).

Bir hiicrenin kimliginin temel yapis1 olarak kabul edilen kromozom, hiicreler
arasi benzerliklerin karsilagtirilmasinda en 6nemli unsurdur. Kromozomal DNA nin
restriksiyon enzimi (RE) ile parcalanip, farkli blyiikliikteki DNA parcalarinin,
agaroz jelde yiiriitilmesi 1ile olusan paternlerin incelenmesi benzerlik
karsilagtirilmasinda kullanilan bir yaklagimdir. Baglarda kullanilan enzimler,
bakteriyel kromozomu verimli ve dogru sekilde kiyaslamaya olanak vermeyecek
sekilde c¢ok sayida parcaya ayirmakta idi. Daha sonralar1 kullanilan RE’leri
kromozomu daha az sayida pargalara boliip, analize olanak sagladi. Konvansiyonel
agaroz jel elektroforez uygulamalarinda, 40-50 kb’dan daha biiyiik DNA
molekiillerinin yiiriitilmesinde sorunlar yaganir. Elektrik akiminin yoniinii periyodik
olarak degistirerek PFGE megabaz (>1000 kb) biiyiikliigiindeki DNA molekiillerini
ayirabilir. Zamanla, elektroforez teknigi gelistirildi ve ¢esitli elektroforez yontemleri
uygulanabilir hale getirildi. Agaroz jele uygulanan elektrik akiminin yoniiniin

belirledigi bu yontemlerden bazilar1 sunlardir (116).

Field Inversion Gel Electrophoresis (FIGE): 1986 yilinda Carle, Frank ve

Olsen tarafindan gelistirilmis yontemde elektrot polaritesi ileri ve geri hareketlere
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sahipti. Ancak ileri hareketin siiresi biraz daha uzundu ve bdylece net bir ileri hareket

gozlenebilmekteydi. 600-750 kb fragmanlar1 ayirmada basarilidir.

Transverse Alternating Field Gel Electrophoresis (TAFE): 1600 kb gibi
biiyiik DNA fragmanlarini ayirmada basarili bir yontem oldugundan, o6zellikle

protozoanlarin DNA fragmanlarin1 ayirmada faydalidir.

Counter —Clamped Homogeneous Electric Fields (CHEF): En sik
kullanilan ve PFGE denildiginde akla gelen yontemdir. Esit mesafeli yerlestirilen 24
elektrot ile 7000 kb’a kadar olan fragmanlar ayrilabilmektedir.

Orthogonal-Field Alternation Gel Electrophoresis (OFAGE): 1000-2000

kb aras1 fragmanlar1 ayirmada basarili bir yontemdir.

Rotating Gel Electrophoresis (RGE): 1987°de Southern ve arkadaslari,
ayarlanan iki ag¢1 arasinda donen jelin kullanildigi bir elektroforez sistemi

gelistirmisler. 50 kb ile 6000 kb aras1 fragmanlar1 ayirmada basarili olmuslardir.

Programmable Autonomously-Controlled Electrodes (PACE): 100 bp ile

6 mb aras1 fragmanlar1 ayirabilen gelismis bir yontemdir.

Pulsed Homogeneous Orthogonal Field Gel Electrophoresis (PHOGE):

Bu sistemde 1 mb’a kadar olan DNA fragmanlari ayrilabilir.

PFGE ile olusturulan DNA paternlerinin yorumlanmasi ve nozokomiyal
patojenlerin tiplendirilmesinde bu paternlerin faydali epidemiyolojik verilere
doniistiiriilmesi onemlidir. Bu islem sirasinda, paternlerin kiyaslanmasi ve genetik
degisikliklere yol agan olaylarin bu paternlere etkisinin goéz oniinde tutulmasi
gerekmektedir. Bir salgimi temsil eden susun diger salgin suslarindan farkinin
olmamast ve salgin dis1 bir sus ile benzerliginin bulunmamasi gerekmektedir. Ancak
salgin sirasinda DNA’da olusacak nokta mutasyonlar, insersiyon veya delesyonlar,

restriksiyon profillerini degistirebilir (117).

Biitiin bunlarin yani sira, PFGE prosediiriiniin her hangi bir basamaginda
olusacak bir parametre degisikligi, sonuglarin tekrarlanabilirligini ve giivenilirligini
azaltacaktir. Diisiik erime 1sili agarozdan, jelin hazirlandig1 agaroza, yikamalarin
yapildig1 tampon sivilarindan elektroforez siirelerine kadar bir¢ok parametrenin

standardi hala tam olarak olusturulamamistir. Restriksiyon paternlerinin dogru
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yorumlama kriterlerinin olusturulmasi, bir susun salgin susuyla olan iliskisinin ortaya

konmasinda onemlidir.

Herhalde tiim islemler i¢inde en can alict nokta RE’nin sec¢imidir (114).
Gilinlimiizde 250’nin lizerinde ticari RE bulunmaktadir (116). Mevcut RE’lerinden
bazilar1 Tablo-2’de gosterilmistir. Kromozomal DNA’y1 farkli biiytikliiklerde kesen
RE’leri, DNA’nin G+C igeriginin yogunluguna gore sec¢ilmelidir. Ancak diinyada
olusturulmaya ¢aligilan ve kabul géren uygulama ve yorumlama sekliyle (22), PFGE

hala molekiiler yontemler arasindaki 6nemli yerini korumaktadir.

Tablo 2. PFGE’de kullanilan baz1 Restriksiyon Enzimleri (Kaynak: 114)

Organizma Restriksiyon Enzimi
Acinetobacter spp Smal, Apal
Enterococcus spp Smal, Apal
Staphylococcus spp Smal, Cspl, StslI, SgrAl
Escherichia coli Xbal, Notl, Sfil

Pseudomonas aeruginosa Spel, Xbal, Dral, Sspl

PFGE  yonteminde  agaroz jelde olusan DNA  paternlerinin
degerlendirilmesinde, 1995 yilinda Tenover ve arkadaglarinin Onerdigi sistem, en
yaygin kullanilan degerlendirme kriterleridir. Buna gore; PFGE bant profilleri Tablo-
3’teki gibi degerlendirilmektedir (22).

Buna gore; ayni sayida ve boyutlarda bant icerenlere “Aym izolat”, salgin
susu ile aralarinda 2-3 bant farki olanlara “Yakin fliskili izolat”, salgin susu ile
aralarinda 4-6 bant farki olanlara ise “Olasi Iliskili izolat” denilir. Salgin susu ile
arasinda yedi veya daha fazla bant farki olan profillere “Iliskisiz Izolatlar” denilir.
Eger PFGE islemi sonunda en az 10 bant olugsmus ise bu kriterler kullanilabilir. Daha
az sayida bant olusursa, kriterlerin giivenilirligi ve ayirt etmedeki yeterliligi

bilinmemektedir.
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Tablo 3. PFGE bant profillerinin degerlendirilmesi (Kaynak: 118).

Kategori  ayacha genetik  forkulik gosteren  EPIdemivolojik
farkhihik bant sayisi yorum
Ayni 0 0 Salginin bir pargasi
Yakin iligkili | 2-3 Yakin iligkili
Olasi iligkili 2 4-6 Olasi iligkili
Farkl1 >3 >7 Mliski yok

2.4.1.7. Repetitive-Sequence-Based Polymerase Chain Reaction: rep-

PCR

Rep-PCR, c¢esitli prokaryotik ve oOkaryotik mikroorganizmada, genomun
icinde bir ¢ok bolgede yerlesen tekrarlayan elemanlari hedefleyen primerleri
kullanan bir tekniktir. Amplifikasyon gerceklestikce farkli biiyiikliikte fragmanlar
olusur ve bu fragmanlarin ayrimi, agaroz jel veya kapiller elektroforez gibi ¢esitli
yontemlerle gerceklesir (119). 1991 yilinda ilk kez manuel rep-PCR parmak izi
paternleri, bakterilerde alt tiir siniflamasinda ve sus tanimlamasinda kabul goren bir

yaklagim haline geldi (120).

Ik ticari rep-PCR (manuel) kiti olan rep-PRO DNA Fingerprinting kiti,
cesitli tekrarlayan elemanlar1 hedefleyen primerleri ile kullanima sunulmustur. Bu
testte ayrim yontemi olarak agaroz jel Onerilmistir. Degerlendirme gozle veya
bilgisayar ortamina taranmis jel goriintiilerinin degerlendirilmesi ile yapiliyordu.
Tiplendirme icin faydali olmasina ragmen, manuel rep-PCR laboratuvarlar arasi
tekrarlanabilirligi diisiik, siiresi uzun, agaroz jelde DNA ayrimi1 ve tespitinde sorunlar

icermekteydi.

2005 yilinda Heally ve arkadaglar1 rep-PCR’1 otomatize hale getirmek icin
yapilan diizenlemeleri tarif etmisler ve molekiiler genotiplendirmedeki performans
ve tekrarlanabilirligini incelemislerdir (21). Bir epidemiyolojik arag¢ olarak sus
tiplendirmesi; hastane kaynakli enfeksiyonlarda, kirli su ve gidalarla olusan

salginlarda ve veterinerlikte hayvanlar arasi olusan salginlarda kullanilabilir. Klinik
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kullaniminin yani sira aragtirma ve endiistri alanlarinda da (Gida, biyo-savunma, adli

bilimler gibi) kullanim1 vardir.

Calismamizda kullanilan otomatize rep-PCR metodu olan DiversiLab sistemi
(Bacterial Barcodes, bioMérieux, ABD) mikrobiyal enfeksiyonlarin ve salgmlarin

yayilma ve kaynak tespitinde kullanilan gii¢lii bir aragtir.

Rep-PCR islemi, kodlamaya katilmayan ve genom icindeki tekrarlayan
dizileri temsil eden farkli biiyiikliikteki fragmanlarin (Amplikonlarin) ¢ogaltilmasi
esasina dayanir (Sekil-1). Geno-tiplendirmesi yapilan organizmada, bu fragmanlar

farkliliklar gosterir ve mikroorganizmalar sus seviyesinde ayrilabilirler.

Primer e —
r \ g2

Sekil 1. Genom igindeki tekrarlayan dizilere primerlerin tutunmasi ve ¢ogaltilmast.
(Kaynak: 121)

Rep-PCR primerleri, genom icinde dagilmis bir ¢ok tekrarlayan dizilere
tutunur ve farkli uzunluklarda bir ¢ok fragman amplifiye edilir. Bu fragmanlar
biiyiikliik ve yiiklerine gore ayrilabilir. Boylece farkli biiyiikliik ve yogunlukta ¢ok

sayida bant iceren bir DNA parmak izi profili olusturulur.

Bu fragmanlar Microfluidics (Caliper Technologies Inc, ABD) elektroforez
kullanilarak ayrilir. Bu teknolojide geleneksel elektroforez prensipleri kullanilir

ancak, cok az miktarda numune yeterlidir.

LabChip (Caliper Technologies Inc, ABD) icinde ayrnistirllan DNA
fragmanlar1 boyanir ve birbirlerinden ayrildik¢a lazer okuyucu ile okunurlar. Daha
sonra florasan yogunluklarina gore bir grafik olusturulur (Sekil 2). Bu grafikler

kullanilarak mikroorganizmalarin birbirleri ile benzerlikleri kiyaslanabilir.
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Sekil 2. Fragmanlarin florosan yogunluguna gore olusan grafikler (Kaynak: 121).
Manuel rep-PCr ve otomatik rep-PCR DiversiLab sistemlerinin arasindaki

bazi farkli 6zellikler Tablo- 4’te gosterilmistir.

Tablo 4. Manuel ve DiversiLab rep-PCR sistemlerinin baglica ozelliklerinin

kargilagtirilmasi (Kaynak: 21).

Manuel rep-PCR DiversiLab
Reaksiyon Hacmi (pl) 50 25
Template-Kalip (ng) 100 50
Baglanma 1s1s1 (°C) 38-60 50-70

Siklus parametreleri

95°C’de 7 dakika
35 siklus (Her siklusta 90°C 30 san,
baglanma 1 dak, 65°C 8 dakika)

94°C’de 2 dakika
35 siklus (Her siklusta 94°C 30
san, baglanma 30 san, 70°C 1,5

dakika)
65°C 16 dakika
70°C 3 dakika
4°C’de tutma

4°C’de tutma

Siklus siiresi 6,5 saat 2 saat
Amplikon ayrimi Agaroz jel Microfluidics

Toplam ¢alisma
P 6 saat 55 dakika

zamanl

Biozararh madde

Etidyum bromide, UV 151n

<30ul %1,5 Acrylamide

Veri analizi

Dijital kamera, manuel

Agilent 2100 Bioanalyzer,

otomatik

Raporlama

Bionumerics

DiversilLab
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Geregler
3.1.1. Suslar

Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Anestezi Yogun
Bakim, Noroloji Yogun Bakim, Koroner Yogun Bakim ve cerrahi servis
hastalarindan gonderilen numunelerden izole edilen 48 A.baumannii izolatlari

kullanilmustir.
3.1.2. Besiyerleri

Miiller Hinton Agar (MHA) (Himedia, Hindistan)

%5 Koyun Kanli Agar (Oxoid, Ingiltere)

LB (Luria Bertani) Broth (Sigma, ABD)

Buyyon (LabM idg, Ingiltere)

3.1.3. Kimyasal Maddeler ve Testler

BBL BD Crystal Enterik-NonFermenter Identifikasyon kiti (Becton
Dickinson-ABD)

Ultra Clean Microbial DNA izolasyon kiti (MO Bio Laboratories, ABD)

MicroBead ¢ozeltisi (Caliper Technologies Inc, ABD)

MDI1, MD2, MD3, MD4 ve MDS5 c¢ozeltileri

DiversiLab rep-PCR fingerprinting A. baumannii kiti (Bacterial Barcodes Inc,
ABD)

AmpliTaq DNA Polymerase (Applied Biosystems, ABD)
Apal Restriksiyon Endoniikleazi (Fermentas, Litvanya)
Tango Buffer: Hazir stok solusyon (Fermentas, Litvanya)

Proteinaz K (Qiagen, Almanya)
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Lambda Ladder Marker (BioLabs, ingiltere)

Sodium Dodecyl Sulfate (Riedel De Haen, Almanya)

%1,3’liik Plus Agaroz (AppliChem, Almanya)

Etidyum Bromid (AppliChem, Almanya)

%1,3’liikk Low Melting Point (LMP) agaroz (AppliChem, Almanya)
Oksidaz testi (Merck, Almanya)

Hidrojen peroksit (H,O,) (Merck, Almanya)

SE Tamponu: 100ml distile su, 0,435gr NaCl ve 0,903 gr EDTA (pH=8)
TE: 400ml distile su, 4ml 1M Tris, 0,8ml 0,5M EDTA (pH=8)

Lizis Tamponu:400 ml distile su, 1M Tris Base, 40ml 0,5M EDTA, 4gr

Sarcosyl

10XTris-Borat-EDTA (TBE) Solusyonu: 2000ml distile su, 215,6gr Tris,
110,06grBoric Acid ve 14,88gr EDTA (pH=7-9)

Tiotire: 2,5ml distile su, 0,190gr tiotire

IM Tris: 200ml distile su, 24,2 gr Tris
3.1.4. Araclar

GeneAmp PCR 9600 Termal Cycler cihaz1 (Applied Biosystems, ABD)
LabChip Device (Caliper Technologies, ABD)

Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies-ABD) cihazi

BD PhonixSpec Nephelometer

CHEF DR II PFGE cihaz (BioRad Hercules, ABD)

Syngene GeneDirectory Application version 1.02.0 (Syngene, Ingiltere)
Antibiyogram diskleri (Himedia, Hindistan)

Mikrodalga firin, benmari, etiiv, santrifiij, calkalayici, dijital fotograf

makinesi ve kuru 1sitici.



27

3.2. Yontemler
3.2.1. Klinik Orneklerin Toplanmasi

Bu calisma Subat 2009-Haziran 2010 tarihleri arasinda Siileyman Demirel
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Anestezi Yogun Bakim, Néroloji Yogun Bakim,
Koroner Yogun Bakim ve cerrahi servis hastalarindan gonderilen numunelerden

izole edilen 48 Acinetobacter baumannii izolatlar1 ile yapilmistir.
3.2.2. Acinetobacter baumannii Suslarinin izolasyonu ve Tanimlanmasi

izolatlarin 19 adeti Subat 2009-Haziran 2009 tarihleri arasinda, 29 adeti Ocak
2010-Haziran 2010 tarihleri arasinda izole edilmistir. Toplanan izolatlarin 30’u
(%62,5) Anestezi Yogun Bakim (AYB), 7’s1 (%14,5) Noroloji Yogun Bakim (NYB),
1’1 (%2) Koroner Yogun Bakim (KYB), 3’1 (%6) Beyin Cerrahisi, 2’si (%4)
Ortopedi, 1’1 (%2) Genel Cerrahi, 1’1 (%2) Kulak Burun Bogaz (KBB), 1’1 (%2)
Uroloji, 1’1 (%2) Kardiyo Vaskiiler Cerrahi (KVC) ve 1’1 (%2) Plastik Cerrahi servis

hastasina aittir.

Izolatlarin 23 (%47,9) tanesi trakeal aspirat, 16 (%33,3) tanesi kan, 3’ii (%6)
idrar, 2’si (%4) BOS, 2’si (%4) yara ve 2 (%4) tanesi katater kiiltiirlerinden elde

edilmistir.

Bakteriyel tanimlama i¢in Gram boyama, katalaz ve oksidaz testleri yapilmis
ve oksidaz negatif, laktoz nonfermenter ve Gram negatif kok-kokobasil olan izolatlar
BBL BD Crystal Enterik-Nonfermenter identifikasyon kiti (BD Becton Dickinson-
ABD) kullanilarak tiir diizeyinde Acinetobacter baumannii olarak tanimlanmistir
edilmistir. Bakterilerin antibiyotik duyarliliklar1 Clinical and Laboratory Standard
Institute (CLSI) 2010°da (122) Acinetobacter’ler i¢in belirlenen kriterlere gore, disk
difiizyon teknigi ile yapilmistir. Boliim 2.2.1°de tanimlanan MDR kriterlerine uyan
A.baumannii’ler %15 gliserollii (v/v) LB (Luria Bertani) Broth igeren 1,5 ml’lik
saklama tiiplerinde -80°C’de saklanmustir. Stoklanan kiiltiirler birden fazla dondurma

ve ¢0zme islemine tabi tutulmamustir.

Tiim suslarin her iki yontemle olusturdugu bant paternlerinin, imipenem,

meropenem, siprofloksasin, ampisilin sulbaktam ve gentamisine direng, yas ve
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hastanede yatis siirelerinin arasindaki iliskiyi degerlendirirken, SPSS bilgisayar
programi, tamimlayici istatistik (Ortalama, standart sapma, frekans, Chi kare) ve

Kruskall Wallis testleri kullanildi. Anlamlilik diizeyi p< 0,005 olarak alindi.

Resim 1. Mueller Hinton Agar’da A.baumannii kolonileri.

3.2.3. Acinetobacter baumannii’de Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Calismamizda kullanilan A.baumannii izolatlarinin antibiyotik
duyarliliklariin degerlendirilmesinde CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute) 2010 kriterlerinde disk diflizyon yontemi icin belirlenen kriterler
kullanilmigtir (Tablo 5) (122). Bu kriterlere gore, buyyona BD PhoenixSpec
Nephelometer (BD Becton Dickinson-ABD) cihazi ile 0,5 McFarland standart
bulanikliginda hazirlanan inokulum, steril ucu pamuklu ekiivyon ile MHA’a ekildi.
Antibiyotik diskleri yerlestirildikten sonra, 36°C’de 20 saat %5 CO;’li ortamda

inkiibasyona birakildi.
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Tablo 5. Disk difiizyon yontemiyle A.baumannii’de kullanilan zon caplar1 (Kaynak:

122)
ORTA T
- . TEST/RAPOR | DUYARLI SEVIYEDE DIRENCLI
ANTIBIYOTIK GRUBU (mm) DUYARLI (mm?
(mm)

Ampisilin/Sulbaktam 10/10 pug A >15 12-14 <11
Seftazidim 30pg A >18 15-17 <14
Imipenem 10 pg A >16 14-15 <13
Meropenem 10 pg A >16 14-15 <13
Gentamisin 10 pg A >15 13-14 <12
Tobramisin 10 pg A >15 13-14 <12
Siprofloksasin 5 pg A >21 16-20 <15
Levofloksasin 5 pg A >17 14-16 <13
Trimetoprim/siilfometaksazol B >16 11-15 <10
Doksisiklin 30 pg B >13 10-12 <9
Minosiklin 30 pug B >16 13-15 <12
Tetrasiklin 30 ug B >15 12-14 <I1
Amikasin 30 pg B >17 15-16 <14
Sefepim 30 pg B >18 15-17 <14
Sefotaksim 30 pg B >23 15-22 <14
Seftriakson 30 pg B >21 14-20 <I3
Piperasilin/Tazobaktam 100/10 pg B >21 18-20 <17
Gatifloksasin 5 pg (0] >18 15-17 <14

3.2.4. rep-PCR DiversiLab (Bacterial Barcodes Inc, BioMerieux ABD)

Rep-PCR, bakteriyel suslarin genotiplendirilmesinde etkili bir yontemdir.
Heally ve arkadaslarimin (21) rep-PCR’in otomatik ticari kit haline getirildigi
DiversiLab sistemini ve adaptasyonlarini tanimladigr ¢alismadan bu yana birgok
arastirmaci tarafindan kullanilmistir. Bizim ¢alismamizda da DiversiLab sistemi i¢in

bu ¢alisma temel alinmis ve buna gore yapilmustir.

DiversiLab DNA parmak izi kitleri, daha onceki calismalarda tanimlanan
bakteriyel DNA igerisinde dagilmis halde bulunan, kodlamaya katilmayan
tekrarlayan dizilerin kullanilmasini saglayan rep-PCR yontemini kullanmaktadir
(120). DiversiLab kitinde, kodlamaya katilmayan bu tekrarlayan dizilere karsilik
gelen primerler bulunmaktadir. Bu primerler kullanilarak yapilan rep-PCR ile
tekrarlayan diziler arasindaki DNA dizileri c¢ogaltilir edilir. Sonucta bakteriyel

genomun igerisinde c¢ok sayida fragman elde edilir. Bu yontem, alt tiirlerin
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siniflandirilmasinda ve bakterilerin sus tanimlamasinda kabul gérmiis bir yontemdir

(119, 123).

3.2.4.1. Bakteri Kiiltiirii ve DNA Ekstraksiyonu:

Calisma oncesine kadar -80°C’de saklanan A.baumannii suslari, eritilerek %5
koyun kanli agara tek koloni diisiiriilecek sekilde ekildi ve 37°C’de %5 CO;’li

etiivde inkube edildi.

DNA ekstraksiyonu:

DNA ekstraksyonu i¢in Ultra Clean Microbial DNA izolasyon kiti (MO Bio

Laboratories, ABD) kullanildi ve ekstraksiyon agamasi {iretici firmanin talimatlarina

uygun sekilde yapilmistir.

1.

2.

10.

MicroBead tiiplerine 300ul MicroBead ¢ozeltisi konuldu.

%S35’lik koyun kanli agara, taze pasajlanmis uygun kolonilerden 1 pl’lik

Ozeler ile alinan bakteriler tiiplere eklendi.

. Tiplere 50 pl MDI1 soliisyonu eklendikten sonra, 10 dakika

vortekslenerek karistirildi.
Vorteksleme sonrasi 30 saniye 10000x g’de santrifiij yapildi.

Bos steril ependorf tiiplerine 100ul MD2 sivis1 konulup, santrifiij sonrasi
elde edilen siipernatant, MD2 sivisina eklendi. Iyice karismalari igin

tekrar vortekslendi.
Daha sonra bu karigimin sogumasi i¢in 15 dakika buzdolabinda bekletildi.
Buzdolabindan ¢ikartildiktan sonra 1 dakika 10000x g’de santrifiij edildi.

Yeni steril tiiplere 200ul slipernatant bosaltildi ve iizerine 450 pul MD3

stvist eklendi, kisa bir siire vortekslenip 10000x g’de santrifiij ile ¢evrildi.
Stipernatant steril yeni bir spin filtreye aktarildi.

Spin filtre ile 30 saniye 10000 x g’de santrifiij edildikten sonra tiipiin

altinda kalan s1vi1 atilda.
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11.300ul MD4 stvist spin filtreye eklendi ve tekrar 10000 x g’de 30 saniye

cevrilip alta kalan sivis1 atildi.

12.1 dakika 10000x g’de kuru olarak santrifiij isleminden sonra toplama
tiipleri atildi.

13. Spin filtre yeni bir tiipe yerlestirildi, 35ul MDS5 sivist eklendi. 2 dakika
oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra 10000x g’de 30 saniye santrifiij
edildi.

14. Santrifiij sonrasi filtresi ¢ikarilip atildi ve tiiplerin dibinde bakterilere ait
DNA elde edilmis oldu.
3.2.4.2. Cogaltma
Bu asamada elde edilen DNA’larin ¢ogaltma islemi icin GeneAmp PCR 9600
cihazi kullanildz.

I)Amplifikasyonda kullanilan Master Mix hazirlanirken sus basina ilave

edilen sivilarin miktarlar1 su sekildedir:
Rep-PCR MM1->18ul
GeneAmp 10 X PCR Tamponu—>2,5ul
Primer Mix A->2,0 ul
AmpliTaqg DNA Polymerase—>0,5 ul

Master Mix hazirlama sirasinda AmpliTaq DNA Polymerase (Applied
Biosystems, ABD) en son ilave edilmis ve tiim hazirlik boyunca soguk tutmak

amaciyla buz kaliplar1 kullanilmigtir.

2) Termal Cycler cihazi, Baslangic Denatiirasyon (Initial Denaturation)

94°C’de 2 dakikaya ayarlanip 35 siklus boyunca,
Denatiirasyon (Denaturation) 94°C’de 30 saniye,
Baglanma (Annealing) 50°C’de 30 saniye,

Uzama (Extension) 70°C’de 90 saniye ve
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Son Uzama (Final Extension) 70°C’de 3 dakikaya ayarlanip amplifikasyon
yapilmistir.

Amplifiye DNA oOrnekleri, rep-PCR kitine yerlestirilene kadar 4°C’de

saklanmistir.
3.2.4.3. Otomatize rep-PCR DNA Fingerprinting Yontemi

48 A.baumannii susundan elde edilen ve PCR cihazinda g¢ogaltilan DNA
ornekleri, her birinde 16 kuyucuk bulunan DiversiLab rep-PCR fingerprinting
Acinetobacter baumannii kitine iiretici firmanin talimatlari dogrultusunda, sirasiyla
yerlestirilmistir. DNA’lar yerlestirilmeden hemen 6nce kitin jel ile doldurulmasi
islemi yapildi. Bunun i¢in 6zel bir basing uygulayan LabChip Device (Caliper
Technologies, ABD) (Cip ylikleme istasyonu) kullanildi ve jel kitin i¢ine dolduruldu.
Daha sonra boyar madde ilave edildi ve kuyucuklara siras1 ile DNA yerlestirildi.
Kitin hazirlama islemi bittikten sonra kiti okuyacak olan Agilent 2100 Bioanalyzer
(Agilent Technologies, ABD) cihazina yerlestirildi. Her bir kit yaklasik olarak 1 saat

boyunca cihazda tutuldu.

3.2.4.4. rep-PCR Fngerprinting ve Acinetobacter baumannii izolatlarinin

DiversiLab Software ile Analizi

Her bir kit yaklasik olarak 1 saat boyunca cihazda kaldiktan sonra elde edilen
goriintliyli kaydeden cihaz bu bilgileri bagli oldugu bilgisayara aktardi. Buradan
aldigimiz ham islenmemis verilerin {lizerine her bir izolata ait bilgiler kaydedildi.
Analiz iglemi DiversiLab Software Version 3.4 ile Pearson Korelasyon katsayisi
kullanilarak yapildi. Dendogramlar olusturulurken UPGMA %1 optimizasyon ayari
kullanildi.

Daha sonra bu bilgiler cihazlarin bagli bulundugu bir bilgi bankasina
aktarildi. Burada bulunan bilgilere istenildigi anda ulasim imkani bulunmakta ve
buradaki bilgilerden raporlar hazirlanabilmektedir. 48 A.baumannii susunun DNA
patern benzerlikleri otomatik rep-PCR yoOntemi kullanan DiversilLab sistemi ile
belirlendi. Bu 48 susun izole edildikleri tarihler ve DiversiLab sirasinda kullanilan

alternatif numaralari ile ¢ip numaralar1 tablo haline getirildi.
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3.2.5. PFGE Yontemi ile A.baumannii Suslarimin Tiplendirilmesi ve

Dendogramlarin Analizi

Tiim suslar PFGE yontemi ile daha dnce Dolap¢1 ve arkadaslarinin yaptig
calisma temel alinarak ¢alisildi (124). Jel elektroforez icin CHEF DR II PFGE cihazi
(Bio-Rad Hercules, ABD) kullanildi. Genomik DNA’nin kesilmesi sirasinda Apal
Restriksiyon Endoniikleazi (Fermentas, Litvanya) kullanildi. PFGE ile elde edilen
veriler Syngene GeneDirectory Application-Version 1.02.0 (Syngene, ingiltere) ile
analiz edilip degerlendirildi. Paternler arasi benzerlik yiizdesi i¢in Dice korelasyon
katsayist ve %] tolerans degeri kullanilmistir. Gozle yapilan degerlendirmede ise

Tenover ve arkadaglarinin tanimladigi ilkeler temel alinmistir (22).
3.2.5.1. DNA Ekstraksiyonu

Calismaya ekstraksiyon agamasi ile baslandi. Bu asamada; steril tiiplerdeki
Iml steril distile su i¢ine kanli agardaki segilen uygun taze kolonilerden 5-6 tanesi
eklendi. 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Bakteri pelletinin iist kismi
(stipernatant) dokiiliip, dipte kalan bakteri iizerine 300ul SE (75mM NaCl-25mM
EDTA) tamponu eklendi ve pipetajla iyice karistirildi. Ustiine 25ul Proteinaz K
(20mg/ml ) eklenerek tiip birkag¢ kez ters gevrilip, karistirildi.

Daha sonra %1,3’lik LMP (Low Melting Point) Agaroz hazirlanmasina
gecildi. Temiz bir cam kaba 0,130g LMP koyup iizerine 10ml TE (Tris EDTA)
eklendi. Mikrodalga firnda 70W’da yavasca eritildi. Icinde hava kabarcigi veya
partikiil kalmayincaya kadar eritilip karistirildi ve {izerine 500ul SDS (Sodium
Dodecyl Sulfate) eklendi.

3.2.5.2. Pluglarin Hazirlanmasi

Pluglarin hazirlanmas: sirasinda ise, plug kaliplarinin alt kismi otoklav bandi
ile sikica kapatildi. Kaliplardaki her bdlme icin suslarin numaralari cama yazar
kalemi ile yazildi. Hazirlanan LMP+SDS karisimindan sicakken 700 ul’si bakteri
pelleti bulunan tiipe eklendi. Karistm donmadan hizlica, baloncuk olusturmadan plug
kalibina 100ul yavasca dokiildii. Bu islem sirasinda donmaya baglayan stok
LMP+SDS, tekrar 1sitarak kullanildi. Biitiin kaliplar dokiildiikten sonra +4C°’de 20-
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30 dakika donmasi beklendi. Sonugta bakteri LMP+SDS karisimi i¢ine homojen
sekilde dagitilmis ve hapsedilmis oldu.

3.2.5.3. Yikama

15 ml’lik steril tiiplerinin iizerine suslarin numaralar1 yazildi. Tiiplerin igine
Sml lizis tamponu konuldu. Daha sonra igine 25ul Proteinaz K eklendi. Plug
kalibinin arkasindaki otoklav bandi yavasca sokiildii ve dondurulan pluglar kalibin
icinden parcalamadan tiipilin i¢ine birakildi. Pluglar seffaf oldugu i¢in lizis tamponu
ve Proteinaz K igeren sivinin iginde ¢ok zor goriinilir, bu nedenle sivinin igine
girdiginden emin olmak gerekir. Pluglarin konuldugu tiipler benmaride 54 C°’de 2
saat inkiibe edildi. Pluglarin ¢ikarildigi kalip 6nce alkolle yikayip sonra distile suyla
durulayip, kurumaya birakildi.

2 saatlik inkiibasyon sonrasi, tiipiin icindeki lizis tamponu gazli bez
kullanilarak yavasga siiziildii. Bu asamada pluglarin pargalanmamasina ¢ok dikkat
edildi. Siv1 siiziildiikten sonra 3-5 ml distile su konuldu ve benmaride 54 C° de 15
dakika bekletildi. Bu islem 2 kez yapildi. Ikinci distile su ile yikama sonrasi, distile
su yerine TE tamponu konuldu. 3 kere 3ml TE tamponu ile yikama yapilir. En son
yikama isleminden sonra kiirek olarak kullanilabilecek bir plastik parcasi ile pluglar
cikarildi ve 4°C’de birkag giin saklanabilen, iistlerine sus numaralar1 yazilmig 1’er ml

TE tamponu eklenmis steril plastik tiiplere aktarildi. .
3.2.5.4. Apal Resriksiyon Enzimi ile Kesim

Hazirlanan pluglarin enzim (Apal) ile kesim asamasinda, her plug icin bos
tiiplere sus numaralar1 yazilip hazirlandi. TE tamponu igeren tliplerdeki pluglar
parafilm {izerine ¢ikarildi. Bistiiri ile 2mm’lik dilimler kesildi. Her bir tiipiin {izerine
90’ar ul steril distile su ve 10’ar ul Tango Buffer koyup kesilen 2 mm’lik dilimler
bunun i¢ine konuldu. Bu tiipler 10 dakika 30 C°’de kuru 1siticida inkiibe edildi.

Pipetle i¢indeki s1v1 ¢ekildi, pluglarin par¢alamamasina 6zen gosterildi.

Pluglardaki genomik DNA’y1 fragmanlara ayiracak olan RE karisimi

hazirlamak i¢in sus basina;

56ul->steril distile su
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10ul->Tango Buffer

4ul->Apal Restriksiyon Endoniikleazi eklenerek bir enzim karigimi
hazirlanir. Pipetleme sirasindaki kayiplar diisiiniilerek hazirlik sirasinda sus sayisinin

birkag fazlasi hesaplanarak karisim hazirlandi.

Enzim karisimi hazirladiktan sonra plug dilimlerinin konuldugu tiiplere 70’er
ul bu enzim karigimindan konuldu. 70’er pl enzim karisimi konulan tiipleri 30 C°’de
kuru 1siticida 2 saat inkiibe edildi. Bu sirada; PFGE cihazi kullanima hazirlandi.
Cihazin hazirlanmasi islemi igin tanka 2 1t distile su doldurup, bosaltildi ve yikama
yapildi. Bir balonda 1900 ml distile su i¢ine 10 X TBE (Tris-Borat-EDTA)
soliisyonundan 100ml koyarak diliie edildi ve tank bu s1viyla dolduruldu. inkiibasyon
stiresi bitince pluglar taraga yerlestirildi. Ortada Lambda Ladder Marker i¢in yer
birakildi. Pluglarin taraga yapismasini saglamak i¢in 10 dakika beklendi, %1,3’liik

plus agaroz hazirlandi.
3.2.5.5. %1,3’liik Plus Agarozun Hazirlanmasi

1,43 gr plus agaroz tozu cam balona konuldu ve iizerine 110ml 0,5X TBE

soliisyonu eklendi. Tyice karistirildi ve mikrodalga firinda 350W’da 1sitarak eritildi.

Jel tablasi birlestirildi ve plug dilimlerinin yapistig1 tarak dik olarak jel
tablasina oturtuldu. Hazirlanan %1,3’liik plus agaroz jeli el yakmayacak dereceye
kadar soguyunca tablaya dokiildii. Yaklasik 5-10 ml’sini taragi c¢ekince bosluklari
doldurmak i¢in ayrildi. 30 dakika jelin donmasi beklendi. Donduktan sonra tarak
yavag¢a cekildi ve plug dilimleri jelin ig¢ine hapsoldular. Ancak; ¢ekilen taragin
dislerinin biraktig1 bosluklara 5-10 ml jel pipet yardimiyla yavas¢a hava kabarcigi
olmayacak sekilde dolduruldu.

Jel hazirlaninca, PFGE cihaz 1sisinin 14°C’ye gelmesi beklendi ve

Acinetobacter i¢in uygun ayarlamalar yapildi.
Cihazda Acinetobacter igin asagidaki sekilde ayarlamalar yapilmistir:
Derece ayar1: 14°C
Blok=>bl

Volt=5 V/em
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Initial switch time—>5 saniye
Final switch time—>20 saniye
Run-> 24 saat

Tank suyunun 14°C’ye diismesinden sonra, jeli tanka yerlestirmeden once
125ul Tiotlire eklendi. Cihazda suyun sirkiilasyonunda herhangi bir sorun olup
olmadig1 kontrol edildikten sonra jel tablasina yerlestirildi. Cihaz 24 saat siireyle
120° agilarla elektrik akimi uyguladi. Ertesi giin siire bittiginde, cihazdan ¢ikarilan
jel, Etidyum Bromid igeren 200 ml musluk suyunda calkalayic1 ile 15 dakika
yikandi. Yikama isleminin ardindan 20 dakika Etidyum Bromid icermeyen musluk
suyu ile yine calkalayicida yikama yapildi ve agaroz jeller okumaya hazir hale

getirildi.
3.2.5.6. Bantlarin Analizi

UV 15181 altinda jelde olusan bantlarin fotograflari ¢ekildi. Bilgisayara
aktarilan fotograflarda, Syngene Genedirectory Application (Syngene, Ingiltere)
isimli bilgisayar programi yardimi ile bant paternlerinin birbirleriyle olan

benzerliklerine gore dendogram elde edildi.
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4. BULGULAR

Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Anestezi Yogun
Bakim, Noroloji Yogun Bakim, Koroner Yogun Bakim ve cerrahi servis
hastalarindan gonderilen numunelerden izole edilen Acinetobacter baumannii
izolatlar1 2009 ve 2010 yillarini igeren iki farkli gruba ayrilmistir. Bu suslarin izole
edildigi numunelerin servislere ve yillara gore dagilimi Tablo 6’da verilmistir. Rep-

PCR ve PFGE sonuglar1 ayr1 ayr1 degerlendirilmis ve ayri raporlar elde edilmistir.

Tablo 6. Acinetobacter baumannii izolatlarinin elde edildigi klinik orneklerin

servislere ve yillara gore dagilimai.

- . Eg|=
- = 2 >~ & g k g TOPLAM
Z =
Anestezi | 2009 4 8 - 1 - - - 13
Yogun 2010 14 2 1 - - - - 17
Néroloji | 2009 1 2 - - - - - 3
Yogun 2010 1 2 1 - - - - 4
Koroner | 2009 1 - - - - - - 1
Yogun 2010 N N N N N - - -
Beyin 2009 - - - - - - - -
Cerrahi | 2010 - 1 1 1 - - - 3
Ortopedi | 2009 - - - - - - - -
2010 - - - - 2 - - 2
Genel 2009 - - - - - - - -
Cerrahi | 2010 1 - - . - - - 1
KBB 2009 - - - - - - - -
2010 1 - - - - - - 1
Uroloji | 2009 - - - - - - - -
2010 - - - - - 1 - 1
KVC 2009 - - - - - - 1 1
2010 - - - - - - - -
Plastik 2009 - 1 - - - - - 1
Cerrahi 2010 - - - - - - - -
TOPLAM 23 16 3 2 2 1 1 48




4.1. PFGE Bulgular

4.1.1. 2009 Yilina Ait Suslarin PFGE Bulgular:

2009 yilina

ait suslarin  PFGE
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ile elde edilen dendogramlari

degerlendirildiginde, 2009 yilina ait 19 A.baumannii izolati, alt1 farkli kiimelenme
gostermektedir. Model A’da 7 izolat (%36,8), Model B’de 2 izolat (%10,5), Model
C’de 2 izolat (%10,5), Model D’de 6 izolat (%31,5), Model E’de ve Model F’de 1’er

izolat (%5) bulunmustur.

Model F ve D arasindaki DNA bant patern benzerligi >%93 olurken, Model

A ve B arasindaki benzerlik %60 civarinda bulunmustur. Model E’nin Model F ve

D’ye olan benzerligi %43 civarlarindadir. Model C’nin ise bu gruplara benzerligi

%36 civarlarinda bulunmustur. Model A ve B’nin diger tiim izolatlara benzerligi

%33 bulunmustur. 2009 y1l1 suslarina ait dendogramlar Sekil 3’te verilmistir.

B340 4 60 6 713 & 93 100
F
— [T
— LTI
LI I e
AR
A
AT
B
PATERNLER MODELLER SUS NUMARALARI
Track 1 A 32-33-34-42-43-44-45
Track 2 B 31-38
Track 3 C 30-40
Track 4 E 37
Track 5 F 39
Track 6 D 35-36-41-46-47-48

Sekil 3. 2009 yil1 suglarina ait dendogramlar
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2009 yilma ait 19 susun ayrintili incelemesinde, suslar 06.02.2009-
11.06.2009 tarihleri arasinda izole edilmislerdir. 19 susun 13 tanesi (%68,4) AYB
hastalarindan izole edilmistir. Model A’da mevcut olan 44 nolu hastaya ait sus
Plastik cerrahi servisinde yatan bir hastadan izole edilmis olmasina ragmen bu hasta,
plastik cerrahi servisinden 6nce AYB’da yatis hikayesine sahiptir. 6 susun (%31,5)
bulundugu Model D’de 41 ve 46 nolu hastalar NYB servisinden izole edilmis
olmalarina ragmen bu hastalarinda AYB’da yatis hikayeleri vardir. Model E’de izole
edilen 37 nolu sus, Kardiyo vaskiiler cerrahi servisinden izole edilmistir. Bu servis,
Tip Fakiiltesi Hastanesi biinyesinde ayri bir binada bulunmaktadir ve bu susun ayri
bir patern yapisina sahip olmasi, bu bulguyu desteklemektedir. 19 susun ayrintili

inceleme sonuclar1 Tablo 7’°de verilmistir.

Tablo 7. 2009 yilina ait suslar ve PFGE model gruplari.

ALTERNATIF . IZOLASYON
MODEL SUS NO SERVIiS .
NO TARIHI
A 32 A104 AYB 03.06.2009
33 A103 AYB 11.06.2009
34 A101 AYB 03.06.2009
42 A86 AYB 07.05.2009
43 A85 AYB 05.05.2009
44 A83 PLASTIK 15.02.2009
45 A82 AYB 06.02.2009
B 31 A106 AYB 02.06.2009
38 A93 KYB 13.05.2009
C 30 A107 NYB 10.06.2009
40 A89 AYB 21.04.2009
D 35 A100 AYB 30.04.2009
36 A99 AYB 11.05.2009
41 A88 NYB 05.05.2009
46 A78 NYB 22.03.2009
47 A77 AYB 05.02.2009
48 A76 AYB 28.03.2009
E 37 A98 KVC 28.04.2009
F 39 A92 AYB 15.05.2009

2009 yilina ait 19 susun izole edildigi hastalarin yas ortalamasi 58,3
bulunmustur (Yas dagilimi 16-86 arasidir). Hastanede yatis siireleri ise ortalama 86,3
giin olarak bulunmustur (6-289 giin). Hastanede yatis siireleri agisindan en uzun

ortalama 134 giin ile Model D’de bulunmustur.
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Bu hastalardan izole edilen suglarda disk difiizyon yontemi ile yapilan
antibiyogramlara gore, imipeneme kars1 (%78,9), meropeneme (%73,6), seftazidime
(%100), siprofloksasine (%100), ampisilin sulbaktama (%68,4), gentamisine (%94,7)
oraninda diren¢ bulunmustur. Bu bulgularla ampisilin sulbaktama kars1 direng orani
imipenem ve meropeneme karsi direng oranina gore diisiik bulunmasi dikkat
cekicidir. Ancak 2009 yili suslarinda yapilan istatistik incelemelerinde, Model
gruplart ile antibiyotik duyarlilik paternleri arasinda istatistiki olarak anlamli bir
iliski bulunanamamigtir. Ayrica yine model gruplart ile cinsiyet ve yas degiskenleri

arasinda anlamli bir iligki bulunamamustir.

2009 yili suslarmin PFGE model gruplari ve imipenem, meropenem,
seftazidim, ampisilin sulbaktam, siprofloksasin ve gentamisin duyarliliklar ile bu
hastalara ait cinsiyet, yas ve hastanede yatis siirelerine ait bilgiler Tablo 8’de

gosterilmistir.
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Tablo 8. 2009 y1l1 suslarinin, PFGE model gruplarina ait antibiyotik diren¢ oranlar1

ve hasta bilgileri.

YAS | . YATIS
MODEL | SUS | IPM MEM CAZ SAM CIP GEN | N GivET | ORT: | SURESI(GUN)
A NO | (%85,7) | (%85,7) | (%100) | (%85,7) | (%100) | (%100) 50 ORT: 75,2
GUN
A 32 R R R R R R K 75 84 GUN
33 R R R R R R K 82 41 GUN
34 R R R R R R E 63 108 GUN
42 R R R R R R E 69 83 GUN
43 S S R I R R E 16 34 GUN
44 R R R R R R E 39 140 GON
45 R R R R R R E 69 37 GUN
MODEL | SU IPM MEM CAZ SAM CIP GEN - YAS | YATI§
B NoS (%100) | (%100) | (%100) | (%100) | (%100) | (%100) CINSIVET O?OT: SU&E% (2(;}5]N)
B 31 R R R R R R E 42 19 GUN
38 R R R R R R E 78 38 GUN
YAS YATIS

MODEL | SUS IPM MEM CAZ SAM CIP GEN CINSIYET | ORT: | SURESI (GUN)

0, 0, 0, 0, 0, 0,
C NO | (%50) | (%50) | (%100) | (%100) | (%100) | (%100) 50 | ORT: 95 GON
C 30 R I R R R R K 46 170 GUN
40 S R R R R R E 72 20 GUN

YAS YATIS

MODEL | SUS IPM MEM CAZ SAM CIP GEN CINSIYET | ORT: | SURESI (GUN)

D NO | (%83,3) | (%83,3) | (%100) | (%50) | (%100) | (%83,3) 56 | ORT: 134 GUN
D 35 R R R R R R E 18 122 GON

36 R R R I R R E 50 21 GUN

41 R R R I R R E 67 289 GUN

46 S S R S R R K 86 262 GUN

47 R R R R R R E 81 25 GUN

48 R R R R R I K 37 86 GUN

YAS YATIS

MODEL | SUS | IPM | MEM | CAZ | SAM | CIP | GEN | .. | oo YATIS
E NO | (%0) | (%0) | (%100) | (%0) | (%100) | %100y | CINSIYET OEST' Sgﬁgsz(ggg)

E 37 S S R S R R K 68 6 GUN

YAS YATIS
MODEL | SUS IPM MEM CAZ SAM CIP GEN CINSIYET | ORT: | SURESI (GUN)

F NO | (%100) (%0) | (%100) (%0) | (%100) | (%100) 50 ORT: 64 GUN

F 39 R S R S R R E 50 64 GUN

4.1.2. 2010 Yilina Ait Suslarin PFGE Bulgular

2010 yilina ait 29 A.baumannii izolatinin, dendogramlarinda ise dort farkli
kiimelenme gozlenmektedir. Model A’da 18 izolat (%62), Model B’de 8 izolat
(%27,5), Model C’de 2 izolat (%6,8), Model D’de 1 izolat (%3.4) bulunmustur.
Model E’de ve Model F’de ise 2010 yil1 izolatlarindan bir patern bulunmamustir.

Model A ve B arasindaki benzerlik %60 civarinda bulunmus ve 29 izolatin
ticli hari¢ bu iki grupta kiimelenmistir. Model E’nin Model F ve D’ye olan benzerligi
%43 civarlarindadir. Model C’nin ise bu gruplara benzerligi %36 civarlarinda
bulunmustur. Model A ve B’nin diger tiim izolatlara benzerligi %33 bulunmustur.

2010 y1l1 suslarina ait dendogramlar Sekil 4’te verilmistir.
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¥ 40 4 B 60 6 73 8 & B 100

F
— LI
— LTI
INRIINE
o
(AR
B
PATERNLER MODELLER SUS NUMARALARI
Track 1 A 1-2-5-6-7-8-9-10-12-13-14-17-18-20-23-25-
Track 2 B 3-15-16-19-21-22-27-29
Track 3 C 11-24
Track 4 E -
Track 5 F -
Track 6 D 4

Sekil 4. 2010 y1l1 suslarina ait dendogramlar

2010 yilna ait 29 susun ayrintili incelemesinde, suslar 18.01.2010-
21.06.2010 tarihleri arasinda izole edilmislerdir. 29 susun 17 tanesi (%58,6) AYB, 4
tanesi (%13,7) NYB hastalarindan izole edilmistir. Model A’da mevcut olan 18
hastanin, 12 tanesi AYB’da yatan veya AYB’da yatis hikayeleri bulunan hastalardan
izole edilmislerdir. Model A’da bulunan 13 nolu ve 23 nolu hasta ortopedi, 18 nolu
hasta iiroloji, 20 nolu hasta beyin cerrahi, 26 ve 28 nolu hastalar NYB’da yatan
hastalardan izole edilmis olup bu hastalarda AYB’da yatis hikayesi
bulunmamaktadir. Model B’de bulunan 8 susun 7 tanesi AYB’da yatan hastalardan
izole edilmis olup 3 nolu hastada da AYB’da yatis hikayesi bulunmaktadir. 29 susun

ayrintili inceleme sonuglar1 Tablo 9°da verilmistir.
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Tablo 9. 2010 yilina ait suslar ve PFGE model gruplart.

ALTERNATIF . iZOLASYON
MODEL SUS NO SERVIiS L.
NO TARIiHI
A 1 Tl AYB 18.01.2010
2 T2 BEYIN CERH. 18.01.2010
5 T5 AYB 08.02.2010
6 T6 AYB 06.02.2010
7 T8 AYB 23.02.2010
8 T9 AYB 23.02.2010
9 T10 AYB 16.02.2010
10 T12 NYB 05.03.2010
12 T15 AYB 18.03.2010
13 T16 ORTOPEDI 15.03.2010
14 T17 BEYIN 09.03.2010
17 T21 KBB 14.04.2010
18 T22 UROLOJI 09.04.2010
20 T24 BEYIN 24.03.2010
23 T27 ORTOPEDI 30.04.2010
25 T29 AYB 26.05.2010
26 T30 NYB 23.05.2010
28 T32 NYB 14.06.2010
B 3 T3 NYB 25.01.2010
15 T19 AYB 06.04.2010
16 T20 AYB 02.04.2010
19 T23 AYB 09.04.2010
21 T25 AYB 28.04.2010
22 T26 AYB 05.05.2010
27 T31 AYB 15.06.2010
29 T44 AYB 21.06.2010
C 11 T14 AYB 15.03.2010
24 T28 AYB 06.05.2010
D 4 T4 GENEL 25.01.2010

2010 yilina ait 29 susun izole edildigi hastalarin yas ortalamasi 57,2
bulunmustur (Yas dagilimi 18-79 arasidir). Hastanede yatis siireleri ise ortalama 73,4
glin olarak bulunmustur (1-312 giin). Hastanede yatis siireleri acisindan en fazla
susun bulundugu Model A’da ortalama siire 66 giin olarak bulunmustur. Bu
hastalarda izole edilen suslarda disk difiizyon yontemi ile yapilan antibiyogramlarina
gore, imipeneme karst (%51,7), meropeneme (%72,4), seftazidime (%100),
siprofloksasine (%93,1), ampisilin sulbaktama (%72,4), gentamisine (%89,6)
oraninda diren¢ bulunmustur. Bu bulgularla ampisilin sulbaktama kars1 diren¢ oranm
imipenemden daha yiiksek olmasina ragmen meropenem diren¢ oranma esit
bulunmustur. Imipeneme karst %51,7’lik direng oranmmmn 2009 suslarinda
bulunan%78,9’luk diren¢ oranina gore daha az bulunmasi dikkat ¢ekicidir. 2009 ve

2010 yillarma ait suslarda, seftazidime karst %100 diren¢ bulunurken,
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siprofloksasine kars1 direng¢ orani tiim suslarda >%90 bulunmustur. Ancak 2010 yil
suslarinda yapilan istatistik incelemelerinde, Model gruplari ile antibiyotik duyarlilik
paternleri arasinda istatistiki olarak anlaml bir iliski bulunanamamistir. Ayrica yine
model gruplar ile cinsiyet ve yas degiskenleri arasinda anlamli bir iliski
bulunamamigtir. 2010 yili suglarinin imipenem, meropenem, seftazidim, ampisilin
sulbaktam, siprofloksasin ve gentamisin duyarliliklar1 ile bu hastalara ait cinsiyet,

yas ve hastanede yatis siirelerine ait bilgiler Tablo 11°de gosterilmistir.

Tiim suglarda PFGE yontemi ile incelenen 48 susun 25 tanesinde (%52)
Patern A bant profili izlenmis ve salgin susu olarak bulunmustur. Salgin susu ile
kiyaslandiginda, 10 susta (% 20,8) 3 bant farki gézlenen B bant paterni goriilmiistiir.
B paterni salgin susu ile “Yakin iligkili” bulunmustur. Dendogramda 6 bant farki
goriilen D bant paterninde 7 sus bulunmus ve “Olas iligkili” izolat kabul edilmistir.
Tiim suslarda PFGE yontemi ile incelenen 48 susun elde edilen paternler ve bantlarin

iliskisi Tablo 10’da verilmistir.

Tablo 10. PFGE yontem ile elde edilen paternler ve bantlarin iliskisi.

PATERNLER SUS SAYISI BANT FARKI
2009 2010
A 7 18 I (Bant farki yok): Ayni
B 2 8 3 Bant farki: Yakin iliskili izolat
C 2 2 >7 Bant farki: Farkli izolat
D 6 1 6 Bant farki: Olasi iliskili izolat
E 1 - >7 Bant farki: Farkli izolat
F 1 - >7 Bant farki: Farkli izolat
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Tablo 11. 2010 y1l1 suslarmin, PFGE model gruplarina ait antibiyotik diren¢ oranlar1

ve hasta bilgileri.

YATIS
MODEL | SUS | 1pm | MEM | CAZ | SAM | cCIP GEN | ivciver gl‘:]?_ S(Ié%is)l
A NO | (%44,4) | (%66,6) | (%100) | (%66,6) | (%94,4) | (%88,8) 5o ORT: 66
GUN
A 1 S R R I R R K 28 75 GUN
2 R R R R R R E 77 46 GUN
5 R S R R R I K 69 64 GUN
6 R S R R R R K 64 108 GUN
7 R R R R R R E 54 192 GUN
8 R R R R R R K 49 78 GUN
9 R R R I R R E 48 4 GUN
10 S S R R R R K 77 95 GUN
12 S R R I R R E 59 176 GUN
13 I S R R R R K 74 19 GUN
14 1 R R R R R E 18 36 GUN
17 S I R S R R K 65 34 GUN
18 R R R I R R E 41 3 GUN
20 S R R R R R K 79 100 GON
23 S S R R I R K 62 18 GUN
25 i R R R R S E 69 39 GUN
26 R R R R R R K 54 26 GUN
28 S R R S R R E 69 75 GUN
YATIS
SURESI
MODEL | SUS | pyy | MEM | CAZ | SAM cIp GEN | ivciver (‘)(11:3 (GUN)
B NO | (%62,5) | (%75) | (%100) | (%75) | (%87,5) | (%87,5) 51 : ORT:
62,75
GUN
B 3 R R R R R R E 77 150 GOUN
15 S 1 R R R R E 64 1 GUN
16 R S R R I S E 73 104 GUN
19 R R R R R R K 60 16 GUN
21 S R R R R R E 43 13 GUN
22 S R R S R R E 37 196 GUN
27 R R R R R R E 27 16 GUN
29 R R R S R R E 25 3 GUN
YATIS
MODEL | SUS | 1pm | MEM | CAZ | SAM cIp GEN | ivciver (‘){l‘:f_ S(‘é%is)l
C NO | (%50) | (%100) | (%100) | (%100) | (%100) | (%100) s ORT: 168
GUN
C 11 S R R R R R K 69 312 GUN
24 R R R R R R E 65 24 GUN
YATIS
MODEL | SUS | py | MEM | CAZ | SAM cIp GEN | ivciver (‘)(11:1?. S(Ié%?\ls)]
D NO | (%100) | (%100) | (%100) | (%100) | (%100) | (%100) :
65 ORT: 3
GUN
D 4 R R R R R R E 65 3 GUN

48 A.baumanni izolatinin PFGE ile agaroz jelde elde edilen DNA bant

paternleri Resim 2°de verilmistir.
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- B e e 1-14 nolu izolatlarin PFGE bant
1.2 8 4 8 7M891011121314 paternleri.

- 15-28 nolu izolatlarin PFGE bant
15-16-17-18-19-20-21-M-22-23-24-25-26-27-28

paternleri.
! e
™
e
W
I~ SR 29-41 nolu izolatlarin PFGE bant
29-30-31-32-33-34-35-M-36. paternleri.

: 42-48 nolu izolatlar ve Ladder’in sag
42 43 44 45 46 47 48 M 1 tarafinda 1 nolu izolatin tekrar yapilan PFGE
bant paternleri.

Resim 2. 48 A.baumannii izolatinin PFGE ile agaroz jelde elde edilen DNA bant paternleri.



4.2. rep-PCR Bulgular:

4.2.1. 2009 Yilina Ait Suslarin rep-PCR DiversiLab Bulgular:

47

2009 yilina ait 19 adet A.baumannii susuna ait alternatif numaralar ve rep-

PCR islemi sirasindaki ¢ip numaralar1 ile suslarin izolasyon tarihleri Tablo 12°de

gosterilmistir.

Tablo 12. 2009 yilina ait suslar ve rep-PCR ¢ip numaralari.

SUS | ALTERNATIF REP_, _ ,
PCRCIP| TARIH NUMUNE SERVIS
NO NO
NO

30 A107 17-6 10.06.2009 KAN NYB
31 A106 17-7 02.06.2009 KAN AYB
32 AL04 17-8 03.06.2009 KAN AYB
33 A103 17-9 11.06.2009 TRAKEAL AYB
34 AL01 17-10 | 03.06.2009 TRAKEAL AYB
35 A100 17-11 | 30.04.2009 BOS AYB
36 A99 17-12 | 11.05.2009 TRAKEAL AYB
37 A8 18-1 28.04.2009 FEMORAL KVC
38 A93 182 13.05.2009 TRAKEAL KYB
39 A92 183 15.05.2009 KAN AYB
40 A89 18-4 21.04.2009 KAN AYB
41 A83 185 05.05.2009 KAN NYB
2 A86 18-6 07.05.2009 KAN AYB
43 A85 18-7 05.05.2009 KAN AYB
44 A3 18-8 15.02.2009 KAN PLASTIK
45 A2 18-9 06.02.2009 KAN AYB
46 AT8 18-10 | 22.03.2009 TRAKEAL NYB
47 AT77 18-11 | 05.02.2009 KAN AYB
48 A76 1812 | 28.03.2009 TRAKEAL AYB

4.2.1.1. 2009 Yilina Ait Suslarin rep-PCR DiversiL.ab Sonuglari

Calismaya dahil edilen 2009 yilina ait 19 adet susun DiversiLab Software

Version 3.4 kullanilarak, Pearson Korelasyon katsayis1 ve UPGMA %1 optimizasyon

ayar1 kullanilarak ve Similarity Line (Benzerlik ¢izgisi) %95,3 alindiginda elde

edilen dendogramlarda 4 farkli kiimede yigilmanin gozlendigi 7 farkli patern

olustugu tespit edilmistir. 2009 yilina ait suslarin rep-PCR DiversiLab sitemi ile elde
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edilen dendogramlar1 Sekil 5°te, benzerlik matriksi Sekil 6’da ve scatter plot’lari

Sekil 7°de verilmistir.

Diversilab v3.4
FZ

p

Analysis Repor #41
14 D1
14 i [ 2

|
14 1 rs3
14 i 4
14 i 5
14 . L
2 [ i— 7
| O

4 o
4 S
4 i 1
4 i 12
15 M i 13+
15 —i— 14
1 | 154
12 i 16
12 i 17
12 ! 18
12 i 19

I i —+—

m m wm  m m

% Similarity

Similarity Line: 95. 3%
+ Discordani based on Sim Line: 2

Alternate ID  Sample ID Chip Well

AT 46 B 10 | |
A2 1 B 3 | |
ASS 43 B 7 | |
ASS 41 B 5 | |
A100 5 7 | | |
A ® 712 | |
AT 48 B 12 | |
AB 7 B 1 ||
ABS 42 B 6 | |
A106 3 77 | |
AS3 B B 2 | |
ATT 47 B 1 | |
AR 40 B 4 | |
At07 £ 7 6 |
AR2 45 B 9 | 1]
A104 " 7 8 Rl
AB3 44 18 8 | 1|
A101 & 7 10 | 1
A103 £e 7 9 1] T

Sekil 5. 2009 Yilina ait suslarin rep-PCR DiversiLab Sistemi ile elde edilen Dendogramlari.

DiversiLab sisteminde

dendogramlar degerlendirilirken olusan bant

paternlerine gore 3 farkli grup olusturulur. Buna gore;

I: (Indistinguishable) Ayrilamayan-Ayn1 6rnekler (Bant fark: yoktur)

S: (Similar) Benzer 6rnekler (1 veya 2 bant farki vardir)

D: (Different) Farkli 6rnekler (3 veya daha fazla bant farki vardir)
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2009 yilina ait suglar ile DiversiLab sisteminde olusan bant paternlerinin

yorumu Tablo 13’te verilmistir.

Tablo 13. 2009 yilina ait suslar ile DiversiLab sisteminde olusan paternler.

PATERNLER | SUS NUMARALARI BANT FARKI

P14 35-36-39-41-43-46 I (Bant farki yok): Ayni1 6rnek
P4 31-38-42-47 I (Bant farki yok): Ayn1 6rnek
P12 32-33-34-44 I (Bant farki yok): Ayni1 6rnek
P15 30-40 I (Bant farki yok): Ayni1 6rnek
P2 48 D (>3 bant farki): Farkli 6rnek
P3 37 D (>3 bant fark1): Farkli 6rnek
P11 45 D (>3 bant farki): Farkli 6rnek

R v — L

e s Sinility

1 46

TAE

ﬂ 44

Sekil 6. 2009 Yilina ait suslarin DiversiLab sistemi ile elde edilen benzerlik matriksi
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Diversilab w34
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Sekil 7. 2009 Yilina ait suglarin Diversilab sistemi ile elde edilen scatter plot’lart

2009 yilina ait suslar, her iki yontemde patern uyumlulugu acisindan
incelendiginde, PFGE’de en fazla susun kiimelendigi A Paterninin rep-PCR’da
karsilig1 olan P12 paterni 7 susun 4’iinde (%57) goriilmiistiir. Ikinci siklikta goriilen
D Paterninin rep-PCR’da karsilig1 olan P14 paterni ise 6 susun 4’iinde (%66) uyumlu
bulunmustur. PFGE’de B ve C paternleri ikiser sustan olugsmus ve rep-PCR’da bu
suslar P4 ve P15 paternleri ile tam uyumlu bulunmustur. F Paterni tek bir sustur ve
karsiligi rep-PCR’da P3 paterni de tek bir sustan olusmus ve uyumlu bulunmustur.
Patern E ise tek bir sustan olusmasina ragmen rep-PCR’da bu sus Patern D ile

benzerlik gostermis ve uyumsuzluk goézlenmistir. 2009 suslart acisindan PFGE ve
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rep-PCR yontemlerinde olusan bant paternleri, minor farkliliklar disinda birbirleriyle

uyumlu patern gruplar1 olusturmuslardir. Her iki yontemle olusan bant paternleri

Tablo 14’te gosterilmistir.

Tablo 14. 2009 yilina ait suslarin PFGE ve DiversiLab sistemi ile olusan bant

paternleri.

SUS NO ALTERNATIF PFGE DiversiLab
30 A107 C P15
31 A106 B P4
32 A104 A P12
33 A103 A P12
34 Al101 A P12
35 A100 D P14
36 A99 D P14
37 A98 F P3
38 A93 B P4
39 A92 E P14
40 A89 C P15
41 A88 D P14
42 A86 A P4
43 A85 A P14
44 A83 A P12
45 A82 A P11
46 AT78 D P14
47 AT7 D P4
48 A76 D P2

4.2.2. 2010 Yilina Ait Suslarin rep-PCR DiversilLab Bulgular:

2010 yilina ait 29 adet A.baumannii susunun alternatif numaralari, rep-PCR

islemi sirasinda kullanilan ¢ip numaralari ile suslarin izolasyon tarihleri Tablo 15°te

gosterilmistir.




Tablo 15. 2010 yilina ait susglar ve rep-PCR ¢ip numaralari.
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SIRA | ALTERNATIF | REP-PCR . .
. TARIH NUMUNE SERVIS

NO NO CiPNO

1 T1 15-1 18.01.2010 | TRAKEAL AYB

2 T2 15-2 18.01.2010 | BOS BEYIN

3 T3 15-3 25.01.2010 | TRAKEAL NYB

4 T4 15-4 25.01.2010 | TRAKEAL GENEL

5 T5 15-5 08.02.2010 | TRAKEAL AYB

6 T6 15-6 06.02.2010 | KAN AYB

7 TS 15-7 23.02.2010 | TRAKEAL AYB

8 T9 15-8 23.02.2010 | TRAKEAL AYB

9 T10 15-9 16.02.2010 | TRAKEAL AYB

10 T12 15-10 05.03.2010 | KAN NYB

11 T14 15-11 15.03.2010 | TRAKEAL AYB

12 T15 15-12 18.03.2010 | TRAKEAL AYB

13 T16 19-1 15.03.2010 | YARA ORTOPEDI

14 T17 19-2 09.03.2010 | IDRAR BEYIN

15 T19 19-3 06.04.2010 | TRAKEAL AYB

16 T20 19-4 02.04.2010 | TRAKEAL AYB

17 T21 19-5 14.04.2010 | TRAKEAL KBB

18 T22 19-6 09.04.2010 | NEFROSTOMI UROLOJI

19 T23 19-7 09.04.2010 | KAN AYB

20 T24 16-8 24.03.2010 | KAN BEYIN

21 T25 16-9 28.04.2010 | TRAKEAL AYB

22 T26 16-10 05.05.2010 | IDRAR AYB

23 T27 16-11 30.04.2010 | YARA ORTOPEDI

24 T28 18-13 06.05.2010 | TRAKEAL AYB

25 T29 17-1 26.05.2010 | TRAKEAL AYB

26 T30 17-2 23.05.2010 | KAN NYB

27 T31 17-3 15.06.2010 | TRAKEAL AYB

28 T32 17-4 14.06.2010 | IDRAR NYB

29 T44 17-5 21.06.2010 | TRAKEAL AYB

4.2.2.1. 2010 Yilina Ait Suslarin rep-PCR DiversiLab Sonuglari

Calismaya dahil edilen 2010 yilina ait 29 adet susun DiversiLab Software
Version 3.4 kullanilarak, Pearson Korelasyon katsayis1t ve UPGMA %]1 optimizasyon
ayar1 kullanilarak ve Similarity line (Benzerlik ¢izgisi) %95,3 alindiginda, elde
edilen dendogramlarda bes farkli grup ve onili¢ farkli patern olustugu tespit
edilmigstir. 2010 yilina ait suslarin rep-PCR DiversiLab sitemi ile elde edilen
dendogramlar1 Sekil 8’de, benzerlik matriksi Sekil 9’da ve scatter plot’lar1 Sekil

10°da verilmistir.
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2010 yilina ait suglar ile DiversiLab sisteminde olusan bant paternlerinin

yorumu Tablo 16’da verilmistir.

Tablo 16. 2010 yilina ait suslar ile DiversiLab sisteminde olusan paternler.

SUS
GRUPLAR | PATERNLER NUMARALARI BANT FARKI
Gl P1 1-5-6-8-9-12-16-19 I (Bant farki yok): Ayni
G2 P3 17-18 I (Bant farki yok): Ayni
G3 P2 2-3-14-15-20-26 I (Bant farki yok): Ayni
G4 P4 7-22-28 I (Bant farki yok): Ayni
G5 P5 10-23 I (Bant farki yok): Ayni1
P6 11 S ( 2 bant farki): Benzer
P7 21 izolat
P8 27 S ( 2 bant farki): Benzer
P9 13 izolat
P10 24 D (>3 bant farki): Farkli
P11 25 S ( 2 bant farki): Benzer
P12 29 izolat
P13 4 D (>3 bant farki): Farkli
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Sekil 9. 2010 yilina ait suglarin DiversiLab sistemi ile elde edilen benzerlik matriksi
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Sekil 10. 2010 y1lina ait izolatlarin DiversiLab sistemi ile elde edilen scatter plot’lart

2010 yilina ait susglar incelendiginde, PFGE yontemine gore rep-PCR’da daha
daginik bir patern olusumu gozlenmistir. 29 sus PFGE yontemi ile 4 farkli patern
olustururken, rep-PCR’da ise 21 susun 5 paternde kiimelendigi, diger 8 susun her
birinin ayr1 bir patern olusturdugu toplam 13farkli patern olusmustur. PFGE yontemi
ile A paterni olusturan 18 susun rep-PCR ile sadece 6 tanesi (%33) P1 paterninde
gozlenmistir. 8 susun bulundugu B Paterninde ise sadece 2 sus (%25) rep-PCR’da P2
paterni olusturmustur. 29 sus incelendiginde, 2009 yili suslarinda goriilen iki yontem
arasindaki uyum, 2010 yili suslarinda gézlenmemistir. 2010 yilina ait suslarin her iki

yontemle olusturduklar1 bant paternleri Tablo 17°de gdsterilmistir.
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Tablo 17. 2010 yilina ait suslarin PFGE ve DiversilLab sistemlerindeki olusan

paternleri.

SIRA NO ALTERNATIF NO PFGE PATERNI DiversiLab PATERNI
1 T1 A Pl
2 T2 A P2
3 T3 B P2
4 T4 D P13
5 T5 A Pl
6 T6 A Pl
7 TS A P4
8 T9 A Pl
9 T10 A Pl
10 T12 A P5
11 T14 C P6
12 T15 A Pl
13 T16 A P9
14 T17 A P2
15 T19 B P2
16 T20 B Pl
17 T21 A P3
18 T22 A P3
19 T23 B Pl
20 T24 A P2
21 T25 B P7
22 T26 B P4
23 T27 A P5
24 T28 C P10
25 T29 A P11
26 T30 A P2
27 T31 B P8
28 T32 A P4
29 T44 B P12
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5. TARTISMA VE SONUC

Hastanede yatarak tedavi edilen hastalar i¢in, nozokomiyal enfeksiyonlar
biliylik bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir. Bu nedenle nozokomiyal
enfeksiyon izleme sistemleri, yogun bakim {initeleri, yanik birimleri gibi kritik
hastane boliimlerinde oldukga etkin ¢alismalidir. Ozellikle immiin sistemi zayiflayan
hastalar, hastanede ¢ok uzun siire yatan ve yogun antibiyotik tedavisi alanlar,
solunum destegi alanlar ve invaziv cerrahi islemlere tabi tutulan hastalar

nozokomiyal enfeksiyonlar agisindan dikkat edilmesi gereken hasta gruplaridir.

Yukarida bahsedilen hasta gruplari, daha c¢ok yogun bakim iiniteleri ve
cerrahi servislerde tedavi edilen hastalar1 icermektedir. Yogun bakim f{initelerinin
nozokomiyal enfeksiyonlarda ayri bir yeri ve onemi vardir. Solunum yetmezligi,
kardiyak nedenler, travma, dolasim bozukluklar1 veya metabolik bozukluklar gibi
cesitli nedenlerden dolayr bazi hastalar, belirli bir donem solunum desteginin
verildigi, kritik bakim ve tedavinin diizenlendigi yogun bakim iinitelerinde takip
edilirler. Bu hastalarin bir kismi mevcut altta yatan hastaliklar1 nedeniyle
kaybedilirler. Baz1 hastalar bu savasi kazanir ve bu zorlu donemi atlatarak
sagliklarina kavusurlar. Ne yazik ki bazi hastalar ise, hastanede kalma siiresi
uzadik¢a, hastaneye yatis nedenlerinden bagimsiz olarak gelisen bazi
komplikasyonlarla miicadele etmek durumunda kalirlar. Bu komplikasyonlarin en

onemlilerinden birisi gelisen hastane kaynakli enfeksiyonlardir.

Yogun bakim tiniteleri siklikla nozokomiyal salginlarin merkezidirler. GSBL
tireten Enterobacteraceae, MRSA, Pseudomonas spp. ve A.baumannii bu salginlarda
one ¢ikan patojenlerdir (125). Bu patojenler arasinda da, A.baumannii, yastik, yatak,
perde, tibbi cihazlar gibi cevresel yiizeylerde giinlerce yasayabilmesi (126) ve
hastanin cildi, solunum yolu ve diskisinda kolonize olabilmesiyle farkli bir yere

sahiptir (127).

Amerikan CDC (The Centers or Disease and Prevention) kurumu, her yil
ABD’de 2 milyondan fazla hastane kaynakli enfeksiyon gelistigini tahmin etmektedir
(128). Nozokomiyal enfeksiyonlarin yaklasik %5’i bir salginin pargasidir (129).
ABD’ndeki Ulusal Nozokomiyal Izleme Sistemi, bu iilkedeki Acinetobacter
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insidansinin Gram negatif basiller i¢cindeki oraninin, 1973’te %1,4 iken 2003’te %

6,2’ye ylkseldigini bildirmistir (130).

Salgin ve sporadik enfeksiyon suslarimin ayrimi ancak, siipheli bakteri
izolatlarinin arasindaki genomik benzerlik ve farkliliklarin ortaya konuldugu
laboratuvar teknikleri ile yapilabilmektedir. Hastane kaynakli enfeksiyonlarin ortaya
cikmasi, antibiyotik direncinin artmasi ve bunlara bagli olarak morbidite ve
mortalitedeki artisa gosterilen ilgi, nozokomiyal enfeksiyonlarin tanisina ve
epidemiyolojik analizine yardimci olacak molekiiler tekniklerin gelistirilmesine yol
acmislardir. Ayni tlirdeki izolatlarin genetik iligkileri hakkinda bilgi saglayan DNA
analizi temeline dayanan ¢esitli yontemler gelistirilmistir. Bu DNA temelli teknikler
arasinda PFGE, PCR temelli tiplendirme metotlari, AFLP, RFLP, MLEE, MLST
plazmid analizi ve rep-PCR bulunmaktadir (131).

A.baumannii salgmlarinin kaynaginin hizli ve dogru tespiti, enfeksiyonun
tedavisi ve salginin kontrolii agisindan onemlidir. Bu amagcla yapilan molekiiler
temelli calismalarda PFGE altin standart kabul edilmis ve diger teknikler PFGE ile

kiyaslanmustir.

Yakin donemde gelistirilen rep-PCR Diversilab sistemi, bakteriyel ve fungal
izolatlarin genomik benzerliklerinin tanimlanmasinda kullanilmaya baslanmistir. Bu
otomatize sistemin, salginlarin aydinlatilmasinda etkinliginin gosterilmesi i¢in cesitli

calismalar yapilmustir.

H.Seifert ve arkadaslari, epidemiyolojik olarak iyice tanimlanmis 9 farkl
hastane salginindan elde edilen 103 A.baumannii izolat1 ve 21 salginla iligkisiz susu
PFGE yontemi kullanarak genomik benzerliklerini arastirmiglar (132). Salginlar 2
aydan 12 aya kadar slirmiis ve hepsi yogun bakim {initelerinde ger¢eklesmis. PFGE
yonteminde, DNA kesim asamasinda Apal Restriksiyon Enzimi kullanilmis ve salgin
suglart ile 8 farkli patern ve 5 muhtemel iligkili patern olusmus. Sonuclar plazmid
analizi, antibiyotik duyarlhilik profilleri ve karbon kaynagi kullanimi temeline
dayanan biyotiplendirme yontemleri ile karsilagtirilmis. Buna gore, plazmid analizi
ile 6 farkli patern ve 2 iligkili patern olusmus. Antibiyotik duyarliliklarina gore 5
farkl1 grup olusurken biyotiplendirme ile izolatlar 4 farkli gruba ayrilmiglar. Bu

calismaya gore antibiyotik duyarlilik ve biyotiplendirme paternleri, epidemiyolojik
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aragtirmalarda tarama yontemi olarak uygun olmakla beraber, sonuglarin
tamamlayic1 bagka tekniklerle desteklenmesinin gerekli oldugu sonucuna varilmistir.
Plazmid analizi A.baumannii salgilarinin incelenmesinde faydali bir yontem olarak
bulunmus. PFGE ise bu dort yontem arasinda izolatlarin birbiri ile iligkisini

gostermede en iistiin yontem olmustur.

Carretto ve arkadaslar, Italya’nmn farkli bolgelerinde yer alan 7 hastaneden
dort haftalik bir donemde izole edilen 21 A.baumannii izolatin1 DiversiLab sistemi
kullanarak epidemiyolojik analizini yapmuslardir (133). Aym izolatlarda
ribotiplendirme yaparak bu iki yontemi kiyaslamiglardir. DiversiLab yontemi ile 8
kiime (Cluster) olusurken ribotiplendirme ile 6 kiime olusmus. Fazla sayida izolatin
calisilip kisa siire icinde sonu¢ alinmasi gereken durumlarda DiversiLab sisteminin
olduk¢a uygun oldugunu bu c¢aligma ile rapor etmisler. Maliyetinin yliksek oldugu,

buna karsin kolay ve hizli bir metot oldugu vurgulanmustir.

Brolund ve arkadaslari, Subat-Nisan 2007 tarihleri arasinda Isvec’teki 26
klinik laboratuvarda izole edilen, GSBL iireten 258 E.coli ve 48 K.pneumoniae
izolatinin birbirleri ile iliskisini DiversLab sistemi ve PFGE yontemleri ile
aragtirmislardir (134). Yontemleri birbirleri ile kiyaslamak i¢in Simpson’s Index of
Diversity ve Wallace Coefficients katsayilari kullanilmigdir. Calismada 258 E.coli
izolatinin, DiversiLab sistemi ile hepsi tiplendirilebilirken, PFGE ile 226 izolat
tiplendirilebilmis. 226 E.coli ile DiversiLab sisteminde 24 tanesi iki ve iizerinde
izolat igeren, 65 tanesi tek bir izolat iceren 89 farkli tip olusmus. PFGE yonteminde
ise 27 tanesi iki ve iizerinde izolat igeren, 125 tanesi tek bir izolat igeren toplam 152
PFGE tipi olusmustur. 48 K.pneumoniae izolatinin hepsi her iki yontemle
tiplendirilebilmis. Her iki yontemle de, 20 tanesi tek bir izolat igeren 25 farkli patern
olugsmus. Bu bulgulara ve sonuglara gére, PFGE DiversiLab’a gore daha yiiksek

ayrim giiciine sahip bulunmustur.

Witt ve arkadaslar1 2009 yilinda Hollanda’da yaptiklar1 calismada, 93
Metisilin Direngli Staphylococcus aureus (MRSA) izolatinda DiversilLab sistemi,
PFGE ve MLST yontemlerinin ayrim giiciinii arastirmiglar (135). Calisma sonucunda
PFGE yontemi ile 28 farkli patern olusmus. DiversLab sistemi ile 7 farkli kiime ve

tek izolattan olusan 8 patern ile birlikte toplam 15 farkli patern, MLST ile 16 farkl
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patern olugsmustur. Yontemler birbirleri ile Simpson Index of Diversity kullanilarak
kiyaslanmis ve sonugta, DiversiLab ve MLST yontemlerinin ayirict giicli birbirine
yakin iken PFGE’nin ayirici giicii bu ii¢ yontem arasinda en yiiksek bulunmus. Ayni
calismada MLST maliyeti en yiliksek yontem iken en az maliyet PFGE yonteminde

bulunmus.

Qiang Yan ve arkadaslar1 2010 yilindaki bir makalede, Cin’deki {i¢ askeri
hastaneden izole edilen 49 MDR A.baumannii’yi DiversiLab sistemi kullanarak
genotiplendirme yapmiglardir (136). Calisma sonunda her biri {igten fazla izolat
iceren ve >%95 benzerlige sahip 5 adet klon (A-E) tanimlamisglar. Klon A 27 izolat,
klon B 8, klon C 4, klon D 3 ve klon E 3 izolattan olusurken, kalan 4 izolatin her biri
farkli bir paterne sahip bulunmustur. Toplamda 9 farkli patern olugsmus. DiversiLab
sisteminin hizli sonu¢ vermesinin bir avantaj oldugu vurgulanirken, maliyetinin

yiiksek olmasi bir dezavantaj olarak rapor edilmis.

Grisold ve arkadaglari, 2010 yi1linda yayinlanan bir makalede, Avusturya’daki
6 hastane salginina ait iyi tanimlanmis 70 salgin izolati, 52 salginla ilgisi olmayan
toplam 122 farkli klinik izolat1 aragtirmiglar (125). 29°u MRSA, 31’i A.baumannii,
49’u GSBL iireten K.pneumoniae ve 13’ GSBL iireten K.oxytoca olan 122 izolatin
DiversiLab ve PFGE yontemleri ile genomik benzerlikleri karsilagtirilmis. Farkli
bakteri gruplarini i¢eren bu ¢alismada A.baumannii i¢in her iki yontemde de %100
uyumlu sonuglar alinmig. MRSA ve K.pneumoniae i¢inde yontemler arasi uyum
bulunurken, K.oxytoca izolatlarinda DiversiLab sisteminin ayirma giicii PFGE’e gore

daha giiclii bulunmustur.

Ligozzi ve arkadaslari, 2010 yilinda yayinlanan bir makalede, Italya’da bir
yenidogan yogun bakim iinitesinde tanimlanan Serratia marcescens salgininda izole
edilen 36 epidemiyolojik iliskili izolat1 DiversilLab sistemi ve PFGE yontemleri ile
molekiiler olarak arastirmislar (131). PFGE yontemi ile 5 farkli patern olusurken,
DiversLab sistemi ile 7 farkli patern olugmus. Calisma sonucunda DiversiLab

sisteminin ayirma giiciinii PFGE yontemine gore daha {istiin olarak rapor etmisler.

Ratkai ve arkadaglar1 tarafindan 17 ay boyunca Macaristan’da bir {iniversite
hastanesindeki farkli servislerden izole edilen 29 P.aeruginosa izolati genomik

benzerlik yoniinden incelenmistir (137). Bu inceleme rep-PCR DiversiLab ve PFGE
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yontemleri kullanilarak yapilmistir. Calisma sonunda DiversiLab ve PFGE
yontemleri izolatlar arasinda benzer genetik iliski paternleri gostermisler ve her iki

yontemde 28 ve 1 izolattan olusan iki patern olustugu tespit edilmistir.

Tiim bu yapilan ¢alismalar bizim calismamiz ile birebir ortiismese de, altin
standart kabul edilen PFGE yonteminin farkli molekiiler yontemler ile
kiyaslanmasini igermekte veya bizim kullandigimiz iki molekiiler yontemin farkl
bakteri gruplart ile kiyaslamalarini icermekte ve PFGE yonteminin bakteriyel

genomik ayrim giicli hakkinda bizlere fikir vermektedir.

Bizim calismamiz ile birebir Ortiisen veya benzeyen c¢aligma sayisinin az

olmast; tartismamizi kisith sayida literatiirle yapmamiza neden olmustur.

2006 yilinda yayinlanan, S.Saeed ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢calismada, 600
yatakli Amerikan hastanesinde ve baglantili kurumlarinda A.baumannii’nin
yayilmasint PFGE ve rep-PCR yontemleri kullanarak aragtirmislar (138). Bes aylik
bir donemde (Agustos 2003-Ocak 2004) toplanan 99 A.baumannii izolati, Smal
Restriksiyon Enzimi ve Dendron 3.0 bilgisayar programi kullanilarak PFGE yontemi
ile incelenmis. Ayni suglarda rep-PCR yontemi i¢in DiversiLab sistemi
kullanilmistir. Bizim ¢alismamizdan farkli olarak, Saeed ve arkadaslari, test
calismas1 ve sonug alimi arasindaki zaman, maliyet ve teknik zaman degerlendirmesi
yapmiglardir. Ayrica hastalari, katater varligi, ventilator destegi ve trakeostomi

varlig1 agisindan da incelemislerdir.

Bu ¢alismaya gore, incelenen 99 A.baumannii izolatinda, PFGE yontemi ile
34, rep-PCR yontemi ile 38 bant paterni olusmus. Rep-PCR yontemi ile daha fazla

bant paterni olusmasi bizim ¢alismamiz ile uyumlu bulunmustur.

Ana paterni 54 izolat olusturmus ve bu tim suslarin %54 {nii
olusturmaktadir. Bizim ¢aligmamizda ise 48 susun 25 tanesi esas paterni olusturmus

ve bu da suslarin %52’sini olusturmustur.

Yine ayni calismaya gore PFGE yoOntemi igin 5,75 saat teknik zaman
gerekirken rep-PCr i¢in 2,5 saat teknik zaman gerekmis. Bizim ¢aligmamizda zaman
acisindan herhangibir objektf degerlendirme yapilmamasina ragmen, 48 sus icin

harcanan ¢alisma siireleri karsilastirildiginda, PFGE yontemi rep-PCR yontemine
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gore daha uzun slirmiis ve bu sonu¢ Saeed ve arkadaslarinin yaptigir calisma ile

uyumlu bulunmustur.

Zamanin yani sira maliyetinde karsilastirildigr bu ¢alismada, PFGE igin kit
maliyeti 13$ iken rep-PCR yontemi igin 31$ olarak bulunmus. Yine ayni sekilde
bizim calismamizda da detayli bir maliyet incelemesi yapilmamasina ragmen bu
calismayla uyumlu sekilde rep-PCR yontemi daha maliyetli olarak bulunmustur.
Tiim bu bulgular ile Saeed ve arkadaslart PFGE ve rep-PCR yontemleri arasinda
mindr uyumsuzluklar ile A.baumannii suslarimi ayirabildiklerini gostermisler ve

bizim ¢alismamiz ile uyumlu sonuglar bulmuslardir.

Bizim caligmamizda, tiim suslar degerlendirildiginde, izole edildikleri
hastalarin yas ortalamasi 57,6 olarak bulunmustur (16-86 yas arasi). Hastanede yatis
stireleri agisindan tiim hastalar incelendiginde hastanede yatis siiresi ortalama 78,5
giin olarak bulunmustur (1-312 arasi). Tiim izolatlarin 23 (%47,9) tanesi trakeal
aspirat, 16 (%33,3) tanesi kan, 3’1 (%6) idrar, 2’si (%4) BOS, 2’si (%4) yara ve 2
(%4) tanesi katater kiiltlirlerinden elde edilmistir. Saeed ve arkadaslarinin
calismasinda da izolatlarin %45’1 solunum yolundan izole edilirken ikinci olarak
idrardan (%21) izole edilmislerdir. Ortalama yas ise bizim ¢alismamizdakine yakin

olarak 60 olarak hesap edilmistir.

Ayan ve Durmaz’in 2003 yilinda yaymlanan bir makalesinde (139),
A.baumannii enfeksiyonlar1 antibiyogram profilleri, PCR temelli parmak izi analizi
ve PFGE yontemleri ile incelenmis. Yaklagik 18 ay boyunca 50 hastadan, 14’
pediatri, 20’si ortopedi, 18’1 yogun bakim servislerinden olmak iizere toplam 52
A.baumannii susu izole edilmis. Ayrica, tarama amacli, 97 ¢evresel ornek ve 57
calisanlardan 6rnekler toplanmis. Cevresel ornekler inkiibator, lavabo, musluk, yatak,
ventilatdr, antiseptik solusyonlar, biberonlar, zemin, telefon gibi nesnelerden alinmis
ancak, ¢ogaltici bir besiyeri kullanilmamis. Antibiyogramlar, MHAda disk difiizyon

yontemiyle yapilmistir.

AP-PCR (Arbitrarily Primed Polymerase Chain Reaction) ¢aligmasi sirasinda
MI13 ve DAF4 primerleri kullamlmis, %1,5 agaroz jelde yliriitilmiis.
Degerlendirmesinde Dice benzerlik katsayist kullanilmis, >%70 benzerligi olanlar

“Cluster” olarak tanimlanmis, > % 90 benzerlik olanlar “Ayn1” olarak, < %70
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benzerligi olanlar “Farkli” olarak degerlendirilmis. PFGE i¢in CHEF DR II sistemi

kullanilmis ve Tenover kriterlerine gore degerlendirilmistir.

Bu ¢alismada 38 A.baumannii tiplendrilmis ve 12 farkli antibiyogram profili
elde edilmis. AP-PCR ile 8 tip ve 5 subtip olusmus. PFGE ile 9 farkli patern
olusmus. Kendall’s Tau-b katsayisina gore antibiyogram tiplendirme ve PFGE
arasindaki uyum %359 iken, AP-PCR ve PFGE arasi uyum % 87 olarak bulunmus.
PFGE sonuglan klinik ve epidemiyolojik bilgi ile en iyl uyumu gostermistir. Bu
calismaya gore antibiyogram tiplendirme kolay ancak ayrim giicii zayif bulunmus.
Salginlar sirasindaki suslardaki epidemiyolojik iliski, AP-PCR ile %77 bulunurken
PFGE ile %91 bulunmustur.

Xavier Corbella ve arkadaslari, 2000 yilinda yayimnlanan bir makalede (140),
1000 yatakli bir Ispanyol hastanesindeki karbapenem direngli A.baumannii
enfeksiyonlarint rep-PCR ve PFGE ile incelemisler ve karbapenem direncinin,
direngli mutantlardan degil, 2 yeni epidemik klondan kaynaklandigimi tespit

etmislerdir.

Bizim ¢alismamizda 2009 yilina ait 19 A.baumannii izolat1 ve 2010 yilina ait
29 A.baumannii izolati PFGE ve rep-PCR DiversiLab sistemi ile genomik benzerlik
acisindan incelenmistir. 2009 suslarinda PFGE yontemi ile 7 izolat A paterni, 2 izolat
B paterni, 2 izolat C paterni, 6 izolat D paterni 1 izolat E ve 1 izolat F paterni olmak
lizere toplam 6 farkli patern olugsmustur. Ayni suslarin DiversiLab sistemi ile yapilan
analizinde ise 6 izolat P14 paterni, 4 izolat P4 paterni, 4 izolat P12 paterni, 2 izolat
P15 paterni ve 1’er izolatta P2, P3 ve P11 paternlerini olmak {izere toplam 7 farkl

patern olusturmustur.

2010 yilma ait suglarin PFGE ile yapilan analizinde 18 izolat A paterni, 8
izolat B paterni, 2 izolat C paterni ve 1 izolat ise D paterni olmak {izere 4 farkli
patern olusturmustur. 2010 suslari, DiversiLab sistemi ile daha daginik bir profil
olusturmus ve 8 izolat P1 paterni, 6 izolat P2 paterni, 2 izolat P3 paterni, 3 izolat P4
paterni, 2 izolat P5 paterni ve kalan 8 izolat P6-P13 aras1 her biri farkli birer patern
olusturmuslardir. 2010 suslar1 DiversiLab sistemi ile toplamda 13 farkli patern

olusturmuslardir.
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Calismamizda bu iki farkli molekiiler yontemin ayiricilik giiglerini
kiyaslayacak bir ayiricilik indeksi kullanilmadigi i¢in birbirlerine karsi tstiinliikleri
hakkinda objektif bir yorum yapilamamaktadir. Ancak, bu bulgular 1s181nda
DiversiLab sistemi, patern kiimelenmelerine gore daha fazla sayida patern

olusumuna neden olmustur.

Her iki yontem ¢aligma siireleri agisindan incelendiginde, DiversiLab sistemi
PFGE yontemine gore daha kisa siire sonunda veriler elde edilirken, DiversiLab
sistemi, is giiciinii 6nemli &lglide azaltmis ve zaman kazandirmistir. Ozellikle ok
kisa siirede sonu¢ alinmasi gereken molekiiler ¢alismalar ve salgin kaynaklarinin
aydinlatilmast durumlarinda DiversiLab sistemi PFGE yontemine gore daha

ustliindiir.

Her iki yontem i¢in cihaz alimi yapmadan, sadece malzeme ve kit alimu
yaptigimiz i¢in net bir maliyet tablosu ¢ikarmamiz olanakli degildir. Ancak malzeme
ve kit harcamalarima gore DiversiLab sisteminin maliyeti, PFGE ydntemine gore
daha fazla olmaktadir. Yiiksek maliyet ve sistemin her yerde ulasilabilir olmamasi,

DiversiLab sistemi i¢in bir dezavantajdir.

Elde elden verilerin, internet ortamindan kolaylikla ulasilabilen bir veri
bankasinda toplanmasi, DiversilLab sistemini, genomik benzerliklerin zaman i¢inde
uluslar arasi kiyaslamanin yapilabilecegi ve global bir epidemiyolojik haritanin
cikarilabilecegi yontem haline getirmektedir. PFGE yontemi altin standart olarak
kabul edilmesine ragmen, uluslar arasi standartlarinin tam olusmamasi ve her
merkezin farkli protokoller uygulamasi, bu yontemin sahip oldugu dezavantajlardan
birisidir. Fazla sayida izolatin calisilip kisa siire iginde sonu¢ alinmasi gereken
durumlarda DiversiLab sisteminin olduk¢a uygun oldugu pek ¢ok calisma ile rapor
edilmistir. Maliyetinin ise yiiksek oldugu, buna karsin kolay ve hizli bir metot oldugu

vurgulanmustir.

Sonug olarak giiniimiizde A.baumannii salginlarinin kaynagmin hizli ve
dogru tespiti, enfeksiyonun tedavisi ve salginin kontrolii agisindan ¢ok Snemlidir.
Ancak molekiiler temelli ¢alismalarin daha fazla yapilmasma ihtiya¢ vardir. Bu
sayede daha ucuz, kolay ve hizli molekiiler temelli yontemlerin rutinde

kullanilmasina imkan saglanabilinecektir.
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OZET

SULEYMAN DEMIREL UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
HASTANESI YOGUN BAKIM VE CERRAHI SERVIS HASTALARINDAN
IZOLE EDILEN MULTI-DRUG RESISTANT (MDR) Acinetobacter
baumannii IZOLATLARININ REPETATIVE SEQUENCE BASED-PCR (rep-
PCR) VE PULSED FIELD GEL ELECTROPHORESIS (PFGE)
YONTEMLERI ILE KOKENLERININ ARASTIRILMASI

Hastane kaynakli enfeksiyonlarin onemli bir nedeni olan Multi Drug
Resistant (MDR) Acinetobacter baumannii, tiim insanlar i¢in tehdit olusturan bir
firsatg1 patojendir. Ozellikle immiin sistemi zayiflayan ve invaziv islemlere tabi
tutulan hastalar1 etkileyen bu patojenin hizli tespit edilmesi, enfeksiyonla
miicadelede 6nemlidir.

Salgin kaynagimin arastirilmasinda, PFGE yoOntemi bugiin icin altin standart
olarak kabul edilmektedir. DiversiLab sistemi ise yeni gelistirilen bir molekiiler
tekniktir.

Caligmamizda, Siileyman Demirel {niversitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Anestezi Yogun Bakim, Noroloji Yogun Bakim, Koroner Yogun Bakim ve cerrahi
servis hastalarinda izole edilen, 48 adet MDR A.baumannii izolatinin PFGE ve rep-
PCR DiversiLab yontemleri ile molekiiler benzerliklerinin aragtirilmasi
amagclanmustir.

Calisma sonunda, 2009 yilina ait 19 izolat, PFGE yontemi ile 6 farkli patern
olusturmustur (P-A 7, P-B 2, P-C 2, P-D 6, P-E ve P-F I’er izolat). Ayni suslarin
DiversiLab sistemi ile yapilan molekiiler ¢aligmasinda 7 farkli patern olusmustur
(P14 6, P4 4, P12 4, P15 2 izolat ve P2, P3 ve P11 1’er izolat).

2010 yilina ait 29 izolat, PFGE yontemi ile 4 farkli patern olusturmustur (P-A
18, P-B 8, P-C 2 ve P-D 1 izolat). 2010 y1l1 suslarinin rep-PCR DiversiLab sistemi
ile yapilan analizinde, 13 farkli patern olugsmustur. Bu paternlerin 21 tanesi 5 kiimeye
ait bulunmus ve kalan 8 izolatin her biri farkli patern olusturmustur (P1 8, P2 6, P3 2,
P4 3, P5 2 izolat ve P6-P13 aras1 1’er izolat).

PFGE yontemine gore daha kisa siirede sonu¢ veren DiversiLab sistemi,
patern kiimelenmelerine gore daha fazla sayida patern olusumuna neden olmustur.

Anahtar Kelimeler: MDR, Acinetobacter baumannii, PFGE, rep-PCR, DiversiLab
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SUMMARY

INVESTIGATION OF THE ORIGIN OF MULTI DRUG RESISTANT
(MDR) Acinetobacter baumannii STRAINS ISOLATED FROM PATIENTS OF
SURGERY SERVICE AND INTENSIVE CARE UNITS OF SULEYMAN
DEMIREL UNIVERSITY, MEDICAL SCHOOL HOSPITAL, WITH THE
REPETATIVE SEQUENCE-BASED PCR (Rep-PCR) AND PULSED FIELD
GEL ELECTROPHORESIS (PFGE) METHODS.

MDR A.baumannii, which is an important cause of hospital acquired
infections, is an opportunistic pathogen being a threat for all human beings. Early
detection of this pathogen, which effects especially immunocompromised patients
and patients who have invasive procedures, is important in struggling with infection.

For today, PFGE is a gold standard in searching for the source of outbreaks.
DiversiLab system is a newly developed molecular technique.

In our study, we aimed to investigate molecular relatedness of 48 MDR
A.baumannii, by PFGE and rep-PCR DiversiLab systems in patients from Anesthesia
Intensive Care Unit (ICU), Neurology ICU, Coronary ICU and surgical wards.

At the end of study, 19 isolates belonging to the year 2009, we identified 6
different patterns by PFGE method (P-A 7, P-B 2, P-C 2, P-D 6 isolates, P-E and P-F
1 isolate each). In an analysis of same isolates with DiversiLab system, we obtained
7 different molecular patterns (P14 6, P4 4, P12 4, P15 2 isolates and P2, P3 ve P11 1
isolate each).

With 29 isolates belonging to the year 2010, we obtained 4 different paterns
by PFGE method (P-A 18, P-B &, P-C 2 isolates and P-D 1 isolate). In an analysis of
isolates belonging to 2010, rep-PCR DiversiLab system differentiated 13 different
molecular patterns. Of these patterns 21 isolates were belonged to 5 clusters and the
rest 8 isolates had a different pattern each (P1 8, P2 6, P3 2, P4 3, P5 2 isolates and
P6-P13 1 isolate for each).

DiversiLab system which we obtained a result in a shorter time than PFGE
method, has resulted in more pattern formation according to pattern clustering.

Keyword: MDR, Acinetobacter baumannii, PFGE, rep-PCR, DiversiLab
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