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OZET

HASTANE ENFEKSIYONU ETKENI OLAN KARBAPENEM DIRENCLI A.
CALCOACETICUS-A. BAUMANNII KOMPLEKS iZOLATLARINDAKI
YAYGIN KARBAPENEMAZ GENLERININ IN HOUSE MULTIPLEKS PCR
ILE ARASTIRILMASI VE METALLOBETALAKTAMAZ URETIMININ
FENOTIPIK YONTEMLE SAPTANMASI

Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter baumannii kompleks (ACB) i¢inde
yer alan ve en sik izole edilen Acinetobacter baumannii, yogun bakim iiniteleri (YBU)
basta olmak iizere hastane enfeksiyonlarinin 6nde gelen etkenlerinden biridir. Coklu
ilag direngli (CID) suslarin artmasi, mortalite ve morbiditesi yiiksek, tedavisi giic

enfeksiyonlarin goriilmesine sebep olmaktadir.

Karbapenem direncinin de son yillarda biiyiik oranda artis gdstermesi, CID A.
baumannii enfeksiyonlarinin tedavisinde karbapenem grubu disinda baska ilag
arayislarina sebep olmustur. Giiniimiizde bu enfeksiyonlarin tedavisinde cesitli
kombinasyon tedavileri denenmektedir. Tekrar giindeme gelen kolistin bu amagla, tek
basina ya da kombine terapi seklinde kullanilmaktadir. Ancak kolistine direng
diinyanin birgok yerinden bildirilmeye baslanmistir. Yeni antibiyotiklerin kesfine
kadar, A. baumannii enfeksiyonlar1 6nemli halk sagligi problemi olmaya devam

edecektir.

Calismamizda, Ocak 2014-Agustos 2016 tarihleri arasinda Ankara Egitim ve
Aragtirma Hastanesi servis ve yogun bakim iinitelerinde yatmis olup hastane
enfeksiyonu tanisi konulmus hastalarin, Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gonderilmis
cesitli klinik orneklerinden elde edilen 142 karbapenem direngli ACB izolatinin
antibiyotik duyarliliklart disk difiizyon ve kolistin duyarliligi gradient strip test
yontemiyle degerlendirildi. Bu amagla EUCAST 1in duyarlilik bakilmasini 6nerdigi
antibiyotikler test edildi. Karbapenemlere orta duyarli veya direngli olma kriterini
saglaylp c¢aligmaya dahil edilen tiim izolatlar, imipenem ve meropenem
antibiyotiklerine %100 direngli bulundu. Siprofloksasin ve levofloksasin
antibiyotiklerinin ikisine de 142 izolatin 133 (%93,7)’l direncli, dokuzu (%6,3)
duyarli bulundu. Aminoglikozitlerden en fazla direng amikasinde goriildii. Amikasin

igin 142 izolatin 133 (%93,7)’1 direngli, dokuzu (%6,3) duyarli bulundu. Netilmisin,



gentamisin ve tobramisin antibiyotiklerinde direnc; sirasiyla 107 (%75), 104 (%73),
100 (%70) izolat olarak bulundu. Trimetoprim-siilfametoksazola izolatlarin 87
(%61,3)’si direngli, 16 (%11,3)’s1 orta duyarli ve 39 (%27,4)’u duyarli bulundu.
Kolistin direnci iki (%1,4) izolatta saptandi.

Calismamizda A. baumannii’de karsilasilan OXA-51, OXA-23, OXA-24,
OXA-58, GES, VIM, IMP, NDM, SIM karbapenem diren¢ genleri, in house
multipleks PCR yontemiyle arastirildi. Kombine disk testi, metallo-beta-laktamaz
(MBL) {iretimini saptamak i¢in yapildi ve test sonuglar1 PCR yontemiyle elde edilen

sonugclarla karsilastirildi.

Calismamiza dahil edilen karbapenem direngli 142 ACB izolatinin 137
(%96,5)’sinde OXA-51 pozitif bulundu. izolatlarin ii¢ (%2,1) tanesinde hicbir gen
bolgesi saptanmadi. OXA-23 toplam 134 (%94,4) izolatta, OXA-58 bir (%0,7)
izolatta, NDM 11 (%7,7) izolatta pozitif bulundu. OXA-23 saptanan 134 izolatin 127
(%89,4)’si OXA-51 ile, yedisi (%5) OXA-51 ve NDM ile birlikte pozitif bulundu.
NDM pozitif saptanan 11 izolatin ikisi (%1,4) OXA-51 ile birlikte pozitif saptanirken,
ikisi (%1,4) tek basina pozitiflik gosterdi. OXA-58 pozitif saptanan bir izolat OXA-51
ile birlikte pozitif bulundu. Calismamizda OXA-24, GES, VIM, IMP, SIM genleri
hi¢bir izolatta saptanmadi.

Fenotipik MBL saptama testi olarak kombine disk testi, meropenem ve
imipenem kullamldiginda farkli duyarhilik ve 6zgiilliik sonuglar1 verdi. Imipenem-
EDTA kombine disk testinin MBL varligin1 saptamadaki duyarliligi %81,8 (9/11),
ozgiilligii %96,2 (126/131), pozitif 6ngorii degeri %64,3 (9/14), negatif ongorii degeri
%98,4 (126/128) olarak bulundu. Meropenem-EDTA kombine disk testinin MBL
varligini saptamadaki duyarliligt %100 (11/11), 6zgiilliigii %81,7 (107/131), pozitif
Ongori degeri %31,4 (11/35), negatif 6ngorii degeri %100 (107/107) olarak bulundu.

Metallo-beta-laktamazlar1 saptamaya yonelik fenotipik testlerin duyarlilik ve
ozgiilliikleri ¢esitli calismalarda farkli sonuclar vermistir. Bu testlerin gelistirilmeye
ihtiyact vardir. Tirkiye’de az sayida calisma disinda Acinetobacter tiirlerinde
bildirilmeyen NDM geni, ¢alismamizda 11 izolatta pozitif bulundu. Beraberinde farkli
direng genlerini de barindirabilen NDM pozitif suslar, CID enfeksiyonlarmn

yayiliminda risk olusturmaktadir. NDM ile birlikte diger karbapenem direng genlerini



tastyan Acinetobacter suslarmin erkenden taninmasi, bu suslarin yayilimina engel

olacak silirveyans caligsmalarinin yapilabilmesi agisindan 6nemlidir.

Anahtar sozciikler: Acinetobacter baumannii, antimikrobiyal direng, karbapenemaz

genleri, multipleks PCR, metallo-beta-laktamaz



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EXTENSIVE CARBAPENEMASE GENES IN
CARBAPENEM RESISTANT A. CALCOACETICUS-A. BAUMANNII
COMPLEX ISOLATES THAT THE CAUSE OF NOSOCOMIAL
INFECTIONS BY IN HOUSE MULTIPLEX PCR AND DETECTION OF
METALLOBETALACTAMASE PRODUCTION BY PHENOTYPIC
METHOD

Acinetobacter baumannii which is in the A. calcoaceticus-A. baumannii
complex (ACB) and the most frequent type is one of the most important agent causes
hospital infections, especially in intensive care units (ICU). Increased multidrug
resistance (MDR) strains cause the appearance of infections that are difficulty on
treatment with high mortality and morbidity.

The large increase in carbapenem resistance in recent years has led to the search
for other drugs besides the carbapenem group in the treatment of MDR A. baumannii
infections. Today, several combination therapies have been tried in the treatment of
these infections. For this purpose, the colistin, which comes to the fore again, is used
alone or in combination therapy. However, resistance to the colistin began to be
reported in many parts of the world. Until the discovery of new antibiotics, A.

baumannii infections will continue to be a major public health problem.

In our study, antibiotic susceptibilities of 142 carbapenem resistant ACB
isolates obtained from various clinical specimens sent to the Microbiology Laboratory
of patients hospitalized and diagnosed with hospital infection between January 2014
and August 2016 in Ankara Education and Research Hospital services and intensive
care units were analyzed by disk diffusion and colistin sensitivity was assessed by
gradient strip test method. For this purpose, antibiotics recommended by EUCAST for
susceptibility testing were tested. All isolates that were included in the study providing
criteria for being intermediate susceptible or resistant to carbapenems were found to
be 100% resistant to imipenem and meropenem antibiotics. For the ciprofloxacin and
levofloxacin antibiotics, 133 (93.7%) of the 142 isolates were resistant and nine (6.3%)
were susceptible. Among aminoglycosides, the most resistance was found in amikacin.
Of the 142 isolates, 133 (93.7%) were resistant, nine (6.3%) were susceptible to

amikacin. Resistance in netilmicin, gentamicin and tobramycin antibiotics; were found



as 107 (75%), 104 (73%) and 100 (70%) isolates, respectively. In total of 142 isolates,
87 (61.3%) isolates were resistant to trimethoprim-sulfamethoxazole, 16 (11.3%) were
intermediate susceptible and 39 (27.4%) were susceptible. Colistin resistance was

detected in two (1.4%) strains.

In our study, carbapenem resistance genes of OXA-51, OXA-23, OXA-24,
OXA-58, GES, VIM, IMP, NDM and SIM which are encountered in A. baumannii
were investigated by in house multiplex PCR. The combined disc test was performed
to detect metallo-beta-lactamase (MBL) production and the test results were compared
with the PCR results.

OXA-51 was positive in 137 (96.5%) of the 142 carbapenem resistant ACB
isolates included in our study. No gene regions were found in three (2.1%) isolates. In
134 (94.4%) isolates OXA-23, one (0.7%) isolate OXA-58 and 11 (7.7%) isolates
NDM were found positive. 127 (89.4%) of 134 OXA-23 positive isolates were also
positive for OXA-51, seven (5%) of them were positive for both OXA-51 and NDM.
Two (1.4%) of the 11 isolates detected as NDM positive were also positive with OXA-
51 and two (1.4%) of them showed NDM positivity alone. Detected one OXA-58
positive isolate found positive with OXA-51 also. In our study, OXA-24, GES, VIM,
IMP, SIM genes were not detected in any isolates.

Combined disc testing as a phenotypic MBL detection test yielded different
sensitivity and specificity results when using meropenem and imipenem. The
sensitivity of the imipenem-EDTA combined disc test for detecting MBL presence
was 81.8% (9/11), specificity 96.2% (126/131), positive predictive value 64.3%
(9/14), negative predictive value 98.4% (126/128). Meropenem-EDTA combined disc
test showed 100% (11/11) sensitivity, 81.7% (107/131) specificity, 31.4% (11/35)

positive predictive value, 100% (107/107) negative predictive value.

Sensitivity and specificity of phenotypic tests for MBL detection have yielded
different results in various studies. These tests need to be developed. In Turkey, NDM
that is not reported in Acinetobacter species except for a few studies was found to be
positive in 11 isolates in our study. NDM positive strains that can harbor different

resistance genes together create risk for the spread of MDR infections. Early

Vi



recognition of Acinetobacter strains carrying NDM and other carbapenem resistance

genes is important to enable surveillance studies to prevent the spread of these strains.

Key words: Acinetobacter baumannii, antimicrobial resistance, carbapenemase

genes, multiplex PCR, metallo-beta-lactamase
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1. GIRIS VE AMAC

Acinetobacter tiirleri, toprak, su, hayvan dokulari, insan derisinde
kolonizasyon seklinde ve 6zellikle hastane yogun bakim {initelerinde (YBU) olmak
tizere ¢evrede yaygin bulunan firsat¢1 bakterilerdir (1). Pnomoni, menenjit, endokardit,
deri ve yara enfeksiyonlari, peritonit ve tiriner sistem enfeksiyonlarina neden
olabilirler. Sporadik olarak konjonktivit, sinovit, osteomiyelit yapabilirler (2-5).

Acinetobacter tiirleri, hastane ortaminda, basta yogun bakim dinitelerinde
olmak iizere, yataklar, klimalar, ekipmanlar ve kap1 kolllarinda yogun olarak bulunur
(6). Hastane enfeksiyonlar1 i¢inde, 6zellikle yogun bakim tinitelerinden en sik izole
edilen etkenlerin baginda Acinetobacter cinsi bakteriler gelir.

Acinetobacter kolonizasyonu ve enfeksiyonlart i¢in onemli risk faktorleri
olarak, travma, yaniklar, cerrahi miidahaleler, drenaj tiipleri, hastaya uygulanan
mekanik ventilasyon, invaziv girisimler, hastane ve YBU’de uzun siire yatma, uzun
slire genis spektrumlu antibiyotik kullanimi ve immiinsiipresyon sayilabilir (4, 5, 7-9).

Siklikla sebep oldugu hastane enfeksiyonlart; ventilator iliskili pndmoni (VIP),
bakteriyemi, iiriner sistem enfeksiyonlari, menenjitler ve yara yeri enfeksiyonlaridir
(2-5). Salginlardan, bakterinin kuru cansiz yiizeylerde uzun siire yasayabilmesi,
hastalarin cilt, bogaz, solunum ve sindirim sisteminde kolonize olmasi rol oynar (10-
15).

Acinetobacter tiirleri arasinda en sik enfeksiyona neden olan A. calcoaceticus-
A. baumannii kompleks (ACB) i¢inde yer alan Acinetobacter baumannii dir. Daha az
siklikla A. Iwoffii, A. haemolyticus, A. johnsonii, genomospecies 3 ve genomospecies
6 enfeksiyon etkeni olarak karsimiza g¢ikar (3). A. johnsonii, A. lwoffii ve A.
radioresistens ise insan deri florasinin {yeleridir ve orofarenks ile vajinada
bulunabilirler (3).

Acinetobacter baumannii, 1970 yillarinda, ampisilin, nalidiksik asitin dahil
oldugu birgok antibiyotik sinifina duyarliyken (10, 16) giiniimiizde aminopenisilinler,
tireidopenisilinler, sefalosporinler, sefamisinler, aminoglikozitler gibi antibiyotiklerin
biiyiik kismina yiiksek oranda direng gostermektedir (17, 18). Acinetobacter tiirlerinde

Ozellikle yogun bakim tinitelerinde sik kullanilan karbapenemlere kars1 direng giderek



artmaktadir (2, 19-21). Son segenek ilag olarak tercih edilen kolistine ise direngler
bildirilmeye artarak devam etmektedir (22-24).

Yillar icinde artis gdsteren antibiyotik direnci YBU’lerde agirlikli olmak iizere
hastanede yatan hastalarin morbidite ve mortalitesini biiylik dlglide arttirmustir (25).
Ozellikle YBU’lerde salginlar yapan A. baumannii enfeksiyonlar1 yillar i¢inde, ¢oklu
ilag direncli (CID), extensively drug-resistant (XDR), pan drug-rezistan (PDR) tiirlerin
ortaya ¢ikmasiyla dnemli bir halk sagligi sorunu haline gelmistir (26-28).

Bakterinin ¢evre ve insan kaynaklarina kolay adapte olabilmesi ve yagamini
stirdiirebilmesi, beta-laktamaz {iretimi, aminoglikozitlere kars1 modifikasyon enzimi
tiretimi, kinolonlarin baglanma yerindeki degisiklikler, aktif attm pompas1 (efliiks
pompa) ve hiicre duvar kanallarindaki (porinler) degisiklikler, lipopolisakkaritlerdeki
modifikasyonlar gibi kendiliginden mevcut ve kazanilmis diren¢ mekanizmalarina
sahip olmasi, kimi zaman tiim ilaglara kars1 olmak tizere yiiksek diizeyde ilag direncine
yol agar (29, 30).

Bakteri, plazmit, transpozon ve integron araciligi ile hizli ve ¢oklu ilag direnci
gelistirmig, Acinetobacter enfeksiyonlarinda sik kullanilan bir ajan olan
karbapenemlere direngli hale gelerek tedavide baska ilag segenekleri veya
kombinasyonlarini giindeme getirmistir (31).

Acinetobacter’lerde goriilen karbapenem direncinden, azalmig dis membran
gecirgenligi, eflilkks pompa ve karbapenemazlar sorumludur. Karbapenemazlar i¢inde
Sinif D beta-laktamaz (oksasilinaz) gelisimi A. baumannii direncindeki en 6nemli
mekanizma olarak kabul edilmektedir (32).

Metallo-beta-laktamazlar ve oksasilinazlari i¢eren karbapenem hidrolize eden
beta-laktamazlar (karbapenemazlar) A. baumannii’de karbapenem direncinin ortaya
cikmasina dnemli katki saglamaktadir. YBU’lerde karbapenem kullaniminin artmasi
karbapeneme direngli A. baumannii’nin hastane ortaminda  yayilimini
kolaylagtirmaktadir. Antibiyotik kullanim ilkelerine uyulmamasi, bu bakteriyle
enfekte olan hastalari tedavi etmekte ciddi problemlere yol agmustir. Acinetobacter
baumannii’nin karbapenem direncindeki artis kaygi vericidir. Caligmamizda,
hastanemizdeki karbapenem direngli ACB suslarindaki diger antibiyotik duyarlilik

oranlarinin belirlenmesi, karbapenem direng genlerinin molekiiler yontemlerle



saptanmasi ve bdylece hastanemiz ACB karbapenem direng profilinin tespiti, ayrica

metallo-beta-laktamaz {iretiminin fenotipik yontemle saptanmasi amaglanmuistir.



2. GENEL BILGIiLER

2.1. Tarih¢e ve Taksonomi

Glinimiizde Acinetobacter cinsinin iiyeleri olan bakterilerin adlandirilmasi
birgok degisiklige ugramustir. Acinetobacter ilk defa Hollandali bilim adami
Beijerinck tarafindan 1911 yilinda topraktan izole edilmistir. Organizma Micrococcus
calco-aceticus olarak isimlendirilmistir (Yunanca akinetos, hareketsiz kelimesinden
gelmektedir). Daha sonraki yillarda Herellea vaginicola, Mima polymorpha,
Bacterium anitratum, Moraxella glucidolytica, Moraxella Iwoffi, Achromobacter,
Alcaligenes gibi bir¢ok farkli isimler almistir. Baumann’in 1968 yilindaki yayinina
dayanarak 1971 yilinda, Acinetobacter cinsi olarak kabul edilmistir (10, 33-35).

Taksonomik ¢aligmalar sonucu Acinetobacter cinsi giiniimiizde Moraxellaceae
ailesi i¢inde kabul edilmektedir (33, 36).

Tablo 1. Acinetobacter cinsinin taksonomisi

Alem Bacteria

Sube Proteobacteria

Sif Gamma Proteobacteria
Takim Pseudomonadales
Familya Moraxellaceae

Cins Acinetobacter

DNA benzerlikleri temel alinarak yapilan calismalarda, 50’nin iizerinde
genomik tiir tanimlanmistir. Fenotipik ve genotipik olarak birbirine ¢ok benzer ve
fenotipik olarak birbirlerinden ayrilmalar1 zor olan, A. baumannii, A. nosocomialis, A.
pittii, A. calcoaceticus, A. seifertii, 1 ve 3 arasinda genomik tiirlerinin hepsi birden A.
calcoaceticus-A. baumannii kompleks (ACB) olarak adlandirilirlar (3, 36). Bu

kompleks icerisinde A. baumannii, CID ve PDR suslar1 barindiran hastane



salginlarindan en fazla sorumlu olan tirdiir. Ancak non-A. baumannii ACB

enfeksiyonlarinda artis goriilmektedir (3).

2.2. Mikrobiyolojik, Metabolik, Kiiltiir Ozellikleri ve Tanimlama

Acinetobacter baumannii tiirleri, gram negatif, zorunlu aerop, nonfermentatif,
hareketsiz, katalaz pozitif, oksidaz negatif, indol negatif kokobasillerdir. Genel olarak
gram negatif kokobasil veya diplokok seklinde goriliirler ancak kan kiiltiir
siselerinden ve taze kiiltiirlerden yapilan boyalarda gram pozitif kok seklinde

boyanabilirler (37, 38).
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Resim 1. Isik mikroskobunda Acinetobacter goriintiisii

Oksidasyon-fermentasyon (OF) besiyerinde glikozu oksidasyon yoluyla
kullanirlar, tii¢ sekerli, demirli besiyerinde [triple sugar iron (TSI)] fermentasyon

yapmazlar, asit olusturmazlar ve nitrat rediiksiyonu yapmazlar (3, 10, 39).



Resim 2. A. baumannii’nin OF ve TSI besiyerlerindeki goriintisii

Koyun kanli agar (KKA), eozin metilen blue agar (EMB), triptik soy agar ve
MacConkey agar besiyerlerinde, 35-37°C’de kolay iirerler. Koyun kanli agar
besiyerinde, 0,5-2 mm c¢apinda, seffaf ya da opak, zeminden kabarik, hemoliz
yapmayan koloniler olustururken, EMB ve McConkey agar besiyerlerinde renksiz

veya hafif pembe renkli, gri merkezli koloniler olustururlar (3).

Resim 3. Koyun kanli agarda Acinetobacter kolonileri



Glikozu oksitleyen ve hemoliz yapmayan izolatlar genellikle A. baumannii’dir
ve A. baumannii 42°C’de iireyebilme yetenegiyle diger Acinetobacter tiirlerinden ayirt

edilebilir. Acinetobacter johnsonii ise 37°C’de tireyememektedir (10).

Herellea agar ve Leeds Acinetobacter medium gibi segici-ayirt edici besiyerleri
karigik liremeler ic¢in kullanilabilir. Digki, toprak gibi kontamine drneklerden izole

etmek amaciyla asetat ve amonyum igeren s 1 v 1 mineral besiyerleri kullanilabilir (40).

DNA-DNA hibridizasyon yontemi, Acinetobacter tiirlerini tanimlamada
standart referans yontemdir. Bouvet ve Grimont, 1986 yilinda 28 fenotipik testin
kullanildigr identifikasyon semasimni 1987’de yeniden diizenlemislerdir. Yeni
diizenlemede 37°C, 41°C, 44°C’de iireme, jelatin hidrolizi, glikozdan asit olusumu, 14
farkli karbon kaynagi kullanma 6zelligi yer almistir. Bu sema, belirlenen 12 tiirden
11’ini, ayrica insan deri 6rneklerinden izole edilen 136 Acinetobacter tiiriinii %95,6
dogrulukla tanimlayabilmistir, ancak son tanimlanan genomik tiirleri ayirt etmekte

yetersiz kalmistir (37).

DNA-DNA hibridizasyon yontemi de, Bouvet ve Grimont fenotipik tani
yontemi de rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda uygulamak icin zahmetli
yontemlerdir. Bunlar yerine baska molekiiler tani yontemleri gelistirilmis ve
kullanilmaya baglanmistir. Ribotipleme, amplified ribosomal DNA restriction analysis
(ARDRA), 16S-23S rRNA intergenic spacer dizilerinin restriksiyon analizi, tRNA
spacer fingerprinting, amplified fragment length polymorphism (AFLP), 16S-23S
rRNA gene spacer bolgesinin dizi analizi ve rpoB geni ve komsu bolgelerin (RNA
polimeraz beta-subunit) dizi analizi, pulsed-field jel elektroforezi (PFGE)

tanimlamada kullanilan molekiiler yontemlerdendir (41-47).

Acinetobacter tiirlerinin identifikasyonunda ve antibiyotik duyarliliginin

belirlenmesinde kullanilan ticari kitler sunlardir:
API 20E (BioMerieux, Hazelwood MO)
API 20NE (BioMerieux)
Oxi/Ferm Tube (Becton Dickinsen Microbiology Systems, Cockeysville MD)

Remel Uni-N/F System (Remel, Lenexa, KS)



Crystel Enteric/Nonfermenter System (Becton Dickinsen Microbiology
Systems)

RapID NF Plus (Remel)
Biolog System (Biolog, Hayward CA)

Microscan Walkaway-96, Walkaway-40 ve Autoscan-4 System (Dade
Behring, West Sacramento CA)

Sensititre AP80 System (TREK Diagnostic System, Cleveland, OH)
Phoenix System (Becton Dickinsen Microbiology Systems)
Vitek Legacy System (BioMerieux)

Vitek 2 System (BioMerieux)

2.3. Patogenez ve Viriilans

Acinetobacter’ler, asidik pH’da, diisiik 1sida iireyebilmeleri, kuru ortamda
uzun siire yasayabilmeleri ve kapsiil icermeleri nedeniyle avantajli bakterilerdir.
Polisakkarit yapidaki kapsiil, L-ramnoz, D-glikoz, D-mannoz ve D-glukronik asitten
olusur. Sahip oldugu kapsiil ve fimbriyalarla epitele tutunma yetenegi, hiicre
duvarindaki lipit A ve lipopolisakkaritlerin toksik etkileri, doku lipitlerini parcalayan
enzimleri bakterinin patojenitesini arttirir. Biyofilm yapisi, nétrofillere sitotoksik etki
gosterir, notrofillerin gogiinii inhibe eder. Aerobaktin ve siderefor gibi demir baglayan
dis membran reseptdr proteinleri, bakteriye liremesi i¢in gerekli olan demiri saglar.
Endotoksinler, septisemi kliniginden sorumludur. Antibiyotik diren¢ genlerinden
PER-1’in viriilansta 6nemli oldugu, mortalitesi yiiksek enfeksiyonlara sebep oldugu

bildirilmistir (10, 48-52).

Minimum popiilasyon birimini algilama olarak ifade edilen ‘Quorum sensing’
(QS) mekanizmasmin da bakterinin davranislarina etki ederek, bakterinin besin
kaynaklarina adaptasyonunda, viriilans faktorlerinin regiilasyonuyla konagin immiin

yanitindan kagisinda rol oynadigi bilinmektedir (52).



2.4. Epidemiyoloji

Acinetobacter baumannii, toprak, su ve yiyeceklerde saprofit olarak yasar (10).
Farkli pH ve 1s1 derecelerine, kuruluga dayanikli olmasi sebebiyle, tibbi cihazlar,
yatak, yastik, tibbi giysiler, eldivenler ve kap1 kollar1 gibi cansiz yiizeylerde haftalarca
yasayabilmekte ve salginlara sebebiyet verebilmektedir (10, 17).

Viriilans potansiyelleri diisiik oldugundan bagisiklik sistemi normal bireylerde
enfeksiyon olusturma olasiligi olduk¢a diisiiktiir (48). Bakteri, saglikli bireylerin
yaklasik %25’inin aksilla, kasik ve parmak aralar1 gibi nemli bolgelerinde deri
florasinin bir parcasi olarak kabul edilmektedir. Yine saglikli insanlarda agiz boslugu
ve solunum sisteminin flora bakterisi olarak bulunabilirler. Yatan hastalarda, 6zellikle
salginlar sirasinda A. baumannii kolonizasyonu olduk¢a artmaktadir (10, 37).
YBU’lerde yatan hastalarda solunum sisteminde yiiksek oranda kolonizasyon olmast,
tedavi ekipmanlarinin kontamine olmasina ve VIP salgmlaria yol agmaktadir. Salgin
donemlerinde artan deri kolonizasyonu, saglik c¢alisanlarinin ellerinin kontamine
olmasina sebep olarak salginin yayilmasina katkida bulunmaktadir. Acinetobacter
baumannii kokenlerinin sindirim sisteminde kolonize olmasi salginlara nadir de olsa

sebep olmaktadir (37, 53, 54).

2.5. Acinetobacter baumannii Enfeksiyonlari

Klinik 6rneklerden izole edilen tiim Acinetobacter kokenlerinin %80’inden

fazlasint ACB kompleksi olusturmaktadir (37).

Acinetobacter enfeksiyonlari; 1970 yillarindan 6nce siklikla, operasyon sonrasi
gelisen iiriner sistem enfeksiyonlar1 iken, genis spektrumlu antibiyotik kullanima,
invaziv iglemlerin artmasi gibi nedenlerle, bakterinin izole edildigi servisler ve
enfeksiyon tipleri degismistir. Gliniimiizde Acinetobacter enfeksiyonlari, daha ¢ok
YBU’lerde goriiliir olmustur (18, 55). Yogun bakim iinitelerinde sik uygulanan
invaziv islemlerden dolay1 Acinetobacter enfeksiyonlari bu birimlerde sik goriilen

etkenler olarak karsimiza ¢ikmaktadir (56, 57).

lleri yas, yanik, kronik akciger hastaligi, iskemik kalp hastaligi, diyabet,

prematiirite, malignite, uzun siire antibiyotik kullanimi, YBU’lerde uzun siire kalma,



cerrahi girisimler, mekanik ventilasyon, trakeostomi ag¢ilmasi, endotrakeal tiip
kullanimi, damar i¢i kateter varligi, idrar sondasi varligr ve immiinsiipresyon gibi

faktorler Acinetobacter enfeksiyonlarina yatkinlik olusturmaktadir (37, 56, 58-60).

2.5.1. Hastane Enfeksiyonlar:

Acinetobacter baumannii enfeksiyonlari YBU’lerde daha sik gdriilir.
Karahocagil ve arkadaslari, 3254 hastanin takibinde gelisen 112 hastane
enfeksiyonunda A. baumannii’yi %23,2 orani ile ilk sirada saptamiglardir (61).
Ulkemizde yapilan gesitli ¢alismalarda A. baumannii suslarmin klinik &rneklerde
saptanma oranlart en yiikksek solunum yolu oOrneklerindedir ve oran %16-43
arasindadir (62-64). Enfeksiyonlarin ¢ogu solunum yolu, iiriner sistem ve peritoneal

bolge gibi s1vi bosluguna sahip organ sistemlerini igerir (37).

Acinetobacter tiirleri, VIP, iiriner sistem enfeksiyonlari, menenjit, dolasim
sistemi enfeksiyonlari, deri ve yumusak doku enfeksiyonlarina sebep olabilmektedir.

Enfeksiyonlardan en sik ACB tiirleri sorumludur (10, 37).

2.5.2. Solunum Yolu Enfeksiyonlari

Acinetobacter baumannii mekanik ventilasyon uygulanan YBU hastalarinda
ViP’e neden olur. Yogun bakim {initelerinde uzun yatis siiresi, ileri yas, kronik
obstriiktif akciger hastaligi (KOAH), cerrahi girisimler, immiinstipresif tedavi,
antibiyotik kullanimi, endotrakeal tiip ve gastrik tiip gibi invaziv alet varligi, alt
solunum yollarinin kolonizasyon veya enfeksiyon riskini arttiran faktorlerdir (55, 65).
Mekanik ventilasyon uygulanan hastalarin %28-85’inde VIP gelisme riskinin oldugu
bildirilmistir (66). Balc1 ve arkadaslarinin 2010 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada,
hastane enfeksiyonu etkeni olarak tanimlanan A. baumannii suslarmin %43 iniin
solunum sistemi kaynakli oldugu bildirilmistir (62). Hastane enfeksiyonlar1 arasinda
en yiiksek mortalite oraninin VIP’e (%24-71) ait oldugu; 6zellikle Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter spp. gibi direngli etkenlerin neden oldugu VIP’lerde
uygunsuz tedavi ile birlikte bu oranin % 91’e ulasabilecegi de bildirilmektedir (67).

10



2.5.3. Bakteriyemi

Acinetobacter baumannii bakteriyemisinin en sik nedenleri, uygulanan
intravaskiiler ve solunum yolu kateterleridir. Bakteriyemi; cerrahi yaralar, yaniklar ve

tiriner sistemden de kaynaklanabilmektedir. Kaynak %21-70 oraninda bulunamaz (11,

37, 62).

Acinetobacter  bakteriyemisi i¢in Onemli hasta gruplarindan  biri
yenidoganlardir. Diisiik dogum agirligi, mekanik ventilasyon, 6ncesinde antibiyotik
kullanimi ve yenidogan konvulsiyonlarinin varlig1 septisemi i¢in risk faktorleri olarak

tanimlanmustir (10).

2.5.4. Santral Sinir Sistemi Enfeksiyonlar:

Primer menenjit olgular1 disinda siklikla, kafa travmasini takiben veya beyin
cerrahisi uygulamalarindan sonra Acinetobacter tiirlerine bagli sekonder menenjit
gelisebilir (10). Risk faktorleri arasinda, yogun antibiyotik kullanimi, bes giinden uzun
stireli ventrikiiler kateter uygulamalari, ventrikiilostomi, beyin omurilik sivisi (BOS)
kacag1 ve fistiiller yer alir (68). Ozellikle CID A. baumannii menenjitlerinde

mortalitenin %70’lerin iizerine ¢iktigini bildiren yayinlar mevcuttur (69).

2.5.5. Uriner Sistem Enfeksiyonlar

Acinetobacter, daha ¢ok {iriner sistemde kolonizasyon seklinde goriiliir ancak

nadiren invazyon yaparak enfeksiyon etkeni olabilmektedir (3).

Yogun bakim tinitelerinde yatan, siirekli iiriner kateteri olan yaslh hastalarda
Acinetobacter tiirleri ile olusan nozokomiyal iriner sistem enfeksiyonlari
goriilmektedir. ileri yas erkek hastalarda prostat biiyiimesi nedeniyle kateter kullanimi
stk oldugundan, bu grupta Acinetobacter’e bagli iiriner sistem enfeksiyonu daha sik
goriiliir. Uriner kateteri olan hastalardan izole edilen her Acinetobacter tiiriiniin
enfeksiyon etkeni olmayabilecegi bilinmeli, kolonizasyon mutlaka g6z Oniinde

bulundurulmalidir (10, 70, 71).
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2.5.6. Yumusak Doku Enfeksiyonlar:

Ozdemir ve arkadaslarinin 2009 yilinda yaptiklari bir calismada, izole ettikleri
A. baumannii’lerin %24,4’{i yara yeri kaynaklidir (72). Deri biitiinliigiiniin bozuldugu
yanik, travmatize yaralar, postoperatif insizyon bolgeleri, damar igi kateterler,
YBU’de yatan ve immiin sistemi bozuk hastalarda A. baumannii’ye bagl yumusak

doku enfeksiyonlarina zemin hazirlarlar (10).

Uriner kateterli hastalarda oldugu gibi, yara ve yaniktan izole edilen
Acinetobacter tiirleri enfeksiyon etkeni olabilecegi gibi kolonizan bakteri de olabilir.
Korfez Savasi’nda yaralanan askerlerin yaralarinda Acinetobacter tiirleri enfeksiyon

etkeni ya da kolonizan bakteri olarak izole edilmistir (73).

2.5.7. Diger Enfeksiyonlar

Gozde lens kontaminasyonu sonrast konjonktivit, endoftalmit, keratit, korneal
iilserasyon ve perforasyon, siirekli periton diyalizi uygulanan hastalarda peritonit,
perkiitan safra drenaji sonrasi kolanjit olgulart bildirilmistir (10, 48, 70). Karaciger ve
pankreas apseleri, kemik iligi transplantasyonu sonrasi1 osteomiyelit ve septik artrit

diger nadir enfeksiyonlardir (10, 70).

2.6. Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalari

Bir bakterinin yapis1 nedeniyle antibiyotiklere karsi direngli olusu igsel
(intrinsik) direng olarak tanimlanir ve bakteri tiiriiniin tiim {iyelerinde goriiliir. Birgok
gram negatif bakteri vankomisin ve metisiline; enterokoklar sefalosporinlere; anaerop
ve fakiiltatif anaerop bakteriler, aminoglikozitlerin hiicre i¢ine gegisi oksijen bagimli
oldugundan bu grup antibiyotiklere intrinsik direnc¢lidir. Kazanilmig direng ise,
kromozomal mutasyonlar, plazmit, transpozon veya integron gibi mobil genetik

elemanlar ile direng genlerinin bir bakteriden digerine gegisi sonucunda olusur (74).
Antibiyotiklere direng birgok yolla gelisebilir:
- Hiicre gecirgenliginde azalma

- Tlacm atim1
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- Enzim ile ilag inaktivasyonu

- Antibiyotigin hedefinde degisiklik olugturulmasi

- Hedef bolgenin korunmasi

- Hedef miktarinin arttirilmasi

- Inhibe edilen yol yerine baska bir yolagin kullanilmasi
- Antibiyotigin baglanmasi

Bakteri bu mekanizmalardan birini ya da birden fazlasini ayni1 anda kullanabilir

(74).

Acinetobacter tiirlerinin neden oldugu hastane enfeksiyonlart 1970’lerin
baslarina kadar minosiklin, gentamisin, nalidiksik asit, ampisilin ve karbenisilinle
tedavi edilebiliyorken, 1971 ve 1974 yillar1 arasinda diren¢ oranlarinin arttigi
farkedilmigtir. O yillardan giiniimiize dek yapilan galigmalarda da Acinetobacter

tiirlerindeki ilag direnci artarak bildirilmeye devam etmektedir (7, 10, 75).

Acinetobacter, o6zellikle YBU’lerde gelisen nozokomiyal enfeksiyonlarda
onemli bir etkendir. Genis spektrumlu antibiyotiklerin yogun kullanimi sonucu, artik
bir¢ok antibiyotige direngli olan Acinetobacter tiirlerinin tedavisi, hem Tiirkiye’de

hem diinyada problem olmaya baslamistir (76, 77).

Acinetobacter baumannii’nin kendiliginden mevcut ve kazanilmis direng
mekanizmalari, siklikla beta-laktamaz iiretimi, aminoglikozitlere kars1t modifikasyon
enzimi Uretimi, kinolonlarin baglanma yerindeki degisiklikler, aktif pompa ve hiicre
duvar kanallarindaki (porinler) degisikliklerdir. Bu direng mekanizmalarinin bir veya
daha fazlasinin bir arada olmasi kimi zaman tiim ilaglara kars1 olmak tizere yiiksek

diizeyde ilag direncine yol agmaktadir (7, 30, 78).

2.6.1. Aminoglikozit Direnci

Acinetobacter  tiirleri  aminoglikozitlere 1i¢ mekanizmayla direng

gelistirebilmektedir:

a. Ribozomlarda olusan mutasyonlarla ribozomal hedeflerde degisiklik

olusturarak.
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b. Solunum zinciri ve lipopolisakkarit degisiklikleriyle birlikte olan, ilacin

hiicreye giris ve efliikks pompalari yolu ile.
¢. Aminoglikozit modifiye eden enzimlerle.

Bu mekanizmada antibiyotiklerin amino ya da hidroksil gruplar1 enzimatik

olarak degistirilmektedir. Bu enzimler:
I.  Aminoglikozit asetiltransferazlar,
ii. Aminoglikozit fosfotransferazlar,
iii. Aminoglikozit niikleotidiltransferazlardir.

Bu enzimler genellikle plazmit kontroliindedir. Bu enzimlerin sentezinden
sorumlu genler transpozonlarla tasinabilmekte ve bir enzim bir¢ok aminoglikozit

molekiiliinii degistirebilmektedir (10, 37).

2.6.2. Kinolon Direnci

Kinolonlar, bakterilerde DNA replikasyonu i¢in gerekli topoizomeraz II (DNA
giraz) ve topoizomeraz IV ile etkilesime girerek DNA sentezini durdururlar.
Konsantrasyona bagli bakterisidal etkili kinolon grubu antibiyotiklerin gram pozitif ve
gram negatif bakterilerdeki birincil hedefi farklidir. Gram pozitiflerde birincil hedef

topoizomeraz IV, gram negatif bakterilerde ise DNA girazdir.

Direngli A. baumannii enfeksiyonlarinin kombine tedavisinde siprofloksasin
ve levofloksasin kullanilmaktadir. Bakteri, dis membran gecirgenli§inde azalma,
efliiks pompa sistemleri, DNA giraz ve topoizomeraz IV enzim mutasyonlariyla

kinolonlara kars1 direng gelistirebilmektedir (3, 79).

2.6.3. Tetrasiklin Direnci

Bakteriyostatik etkili maddelerdir. Bakteriyostatik etkisi, bakteri hiicresinde
ribozomlarim 30S alt iinitelerine tersinir bir sekilde baglanarak, protein sentezi
inhibisyonuyla meydana gelmektedir. Bu baglanma sonucu, tRNA-amino asit
kompleksinin ribozom-mRNA kompleksiyle birlesmesi engellenir. Bdylece protein

sentezinde peptit zincirine yeni amino asitlerin eklenmesi 6nlenmektedir (80).
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Acinetobacter baumannii suslarinda tetrasiklin direnci iki mekanizmayla
olmaktadir. Ilk mekanizmada direng, TetA ve TetB, spesifik transpozon kaynakli
efliiks pompa araciligiyla olmaktadir. TetA sadece tetrasiklini disar1 atarken, TetB
hem tetrasiklini hem minosiklini disar1 atar. Ikinci mekanizmada, TetM geninin
kodladig1 ribozomal koruyucu protein, ribozomu tetrasiklin, minosiklin ve

doksisiklinin etkisinden korur (81).

2.6.4. Polimiksin (Kaolistin) Direnci

Karbapenem, aminoglikozit, sefalosporin direngli suslarin artmasi ve etkili
olabilecek yeni antibiyotiklerin olmamasi sebebiyle son on yilda polimiksinler tekrar
giindeme gelmistir. Polimiksinler, diren¢ gelismis olmasina ragmen halihazirda en
etkili ilag olarak goriinmektedir. Kolistin, tedavide kalan son ¢are ila¢ olarak
diisiiniildiiglinde, ilaca direng gelisiyor olmasi olduk¢a kaygi verici bir durumdur.
Kolistin direncindeki mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte,
direncin lipopolisakkarit (LPS) biyosentez yollarindaki modifikasyonlarla oldugu

sOylenebilir.
Acinetobacter baumannii’deki kolistin direnci iki mekanizmayla olmaktadir:

a. PmrA-PmrB diizenleyici sistemdeki mutasyonlar, LPS Lipid A yapisinin
degismesine ve bakterinin dis membran negatif yiikiiniin azalmasina,

dolayisiyla kolistinin afinitesinin azalmasina sebep olmaktadir.

b. LpxA’daki tek niikleotit mutasyonu LPS yapisinin tamamen kaybolmasina
neden olmaktadir. LPS biyosentez yolunda gerekli olan enzimleri kodlayan
IpxC ve IpxD genlerinde olusan mutasyonlar da kolistin direncli

Acinetobacter baumannii izolatlarinda gosterilmistir.

Bazi kolistin direngli A. baumannii izolatlarinda dirence sebep olan bu
mutasyonlarin gdsterilememis olmasi bunlardan baska diren¢ mekanizmalarinin da

olabilecegini akla getirmektedir (29, 30).
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2.7. Beta-laktamlar ve Diren¢ Mekanizmalari

Beta-laktamlar, yapilarinda ortak bir beta-laktam halkasi tasiyan, hiicre duvar
sentezini inhibe eden, bakterisidal etkili antibiyotik grubudur. Beta-laktam halkasina
bagli yan zincirler ve diger halkalara gore penisilinler, sefalosporinler,
monobaktamlar, karbapenemler ve beta-laktamaz inhibitorleri olmak {izere bes sinifa

ayrilirlar.

Beta-laktamlar, hiicre duvar sentez basamagi olan transpeptidasyon
basamaginda gorev alan transpeptidaz ve karboksipeptidazlara (penisilin baglayici
protein-PBP) baglanarak etki ederler (82). Bu antibiyotik grubu, hem toplum koékenli

hem hastane kdkenli enfeksiyonlarin tedavisinde oldukga sik kullanilirlar.

Beta-laktam antibiyotiklerin yaygin kullanimi sonucu, bu antibiyotiklere
direng, hem gram negatif hem gram pozitif bakterilerde oldukca sik goriiliir. Beta-
laktam direnci, beta-laktamaz enzimleriyle ila¢ inaktivasyonu, hedef bolge (PBP)

degisikligi, azalmis gecirgenlik ve ilacin hiicre disina atilmasi yollariyla olusur (83).

2.7.1. Hedef Bolge Mutasyonlari

Beta-laktamlarin bakteri hiicresindeki hedefi PBP’lerdir. PBP degisiklikleri
daha cok gram pozitif bakterilerde sorun olmaktadir. Gram negatif bakterilerde

nadirdir (74).

2.7.2. Azalmis Gegirgenlik ve Ilacin Hiicre Disina Atilmasi

Beta-laktamlarin, gram negatif bakteri hiicrelerine gegisi porin proteinleri
tarafindan dis membranda olusturulan ve dis membran proteinleri adi1 verilen kanallar
aracilifiyla olur. Porin kaybi1 ya da yapisinda meydana gelen degisiklikler beta-

laktamlara kars1 dirence sebep olabilir.

Antibiyotiklerin hiicre i¢inden atilmasi atim pompalari ile gerceklesir. Boylece

bakteri antibiyotik yogunlugunu azaltir (83).
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2.7.3. Beta-laktamazlarla fla¢ Inaktivasyonu

Beta-laktamazlar, beta-laktam halkasindaki amit baglarini yikan hidrolitik
enzimlerdir. Ozellikle gram negatif bakterilerdeki beta-laktam direnci bu yolla

olmaktadir.

Beta-laktamazlar ilk kez Staphylococcus aureus suslarinda tanimlanmustir.
Giiniimiizde hem gram negatif hem gram pozitif bakterilerce iretilir. Gram pozitif
bakterilerde dogrudan dis ortama salinan beta-laktamazlar, gram negatif bakterilerde
periplazmik aralikta yer almaktadir. Kromozomal ve plazmit tarafindan kodlanirlar.

Ayrica transpozon, integron gibi mobil genetik elemanlarla iliskili olabilirler (83, 84).

2.8. Beta-laktamazlar

Beta-laktamlarin, beta-laktamazlarla hidrolize edilmesi, gram negatif
bakterilerde goriilen beta-laktam direncinin en 6nemli sebebidir. Beta-laktamazlarin

siiflandirilmasi, enzimlerin yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerine gore yapilmistir (85).

2.8.1. Yapisal olarak (molekiiler) siniflandirma (Ambler Siniflandirmasi)

Bu siniflandirmaya goére beta-laktamazlar dort sinifa ayrilirlar (A, B, C, D).
Smif A, C ve D beta-laktamazlar aktif bolgelerinde serin amino asiti igerirler. Sinif B

beta-laktamazlarin aktif bolgelerinde ise ¢inko iyonu gérev yapmaktadir.

Simif A: Serin beta-laktamazlardandir. Penisilinazlar ve genislemis spektrumlu

beta-laktamazlar bu grupta yer alir. Kromozomal veya plazmit kaynaklidirlar.

Simf B: Metallo-beta-laktamaz (MBL) olarak adlandirilirlar.  Aktif

bolgelerinde ¢inko igerirler. Bu enzimlerin ¢ogu karbapenemaz aktivitesi gosterir.

Smif C: Daha 6nce Siif A i¢inde yer alirken, beta-laktamaz inhibitorlerine
duyarli olmamalar1 sebebiyle bu sinifa alinmiglardir. AmpC beta-laktamazlar bu
siiftadir. Primer olarak sefalosporinleri hidrolize ederler. Kromozomal olarak

kodlanirlar ve gram negatif basillerin ¢ogu tarafindan tiretilirler.

Smif D: Kromozomal ve plazmit kaynakli olan ve oksasilini hidrolize eden

beta-laktamazlardir (86, 87).
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2.8.2. Fonksiyonel Simiflandirma (Bush-Jacoby-Medeiros siniflamasi)

Bush, Jacoby ve Medeiros tarafindan yapilan substrat 6zgiilliigii, inhibitor
profili gibi oOzelliklerin de degerlendirildigi fonksiyonel bir siniflandirmadir.

Giincellemesi 2010 yilinda yapilmistir (74, 85).

Grup 1 Sefalosporinazlar: Ambler Siniflandirmasi’nda Sinif C’de yer alirlar.
Sefalosporinlere penisilinlerden daha fazla etkilidirler. Sefoksitin, sefotetan gibi
sefamisinleri, seftazidim gibi oksiimino sefalosporinleri hidrolize ederler. Sinif A
enzimleri inhibe eden klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktamdan etkilenmezler.

Kloksasilin, aztreonam ve oksasilin bu grup enzimleri inhibe eder (88).

Grup 2 Serin Beta-laktamazlar: Ambler Siniflandirmasi’ndaki Sinif A ve

D’yi kapsarlar. En genis beta-laktamaz grubudur.

Genislemis spektrumlu beta laktamazlar (GSBL) (Grup 2be) bu grupta yer
alirlar. Genislemis spektrumlu beta laktamazlar penisilin ve erken sefalosporinlerle,
sefotaksim, seftazidim gibi oksiimino beta-laktamlar1 ve monobaktamlar1 hidrolize
ederler (85). Genislemis spektrumlu beta laktamazlar klavulanik asitle inhibisyona

duyarhdirlar, klinik laboratuvarlarda bu 6zellikleri tanimlama i¢in kullanilmaktadir
(89).

Grup 3 Metallo-beta-laktamazlar (MBL): Ambler Siniflandirmasi’nda Sinif
B’de yer alirlar. Aktif bolgelerinde ¢inko iyonuna ihtiya¢ duyarlar. Karbapenemleri
giiclii bir sekilde hidrolize ederler. Klavulanik asit ve tazobaktamdan etkilenmezler.

Etilen diamino tetra asetik asit (EDTA), dipikolinik asit gibi metal selatorleriyle inhibe
olabilirler (85).
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Tablo 2. Beta-laktamazlarin siniflandirilmasi (85)

Bush-Jacoby- Alt Ambler Temel Ozellikler
Medeiros Grup | Smiflamasi
Simiflamasi
Grup 1 C Klavulanik asitle inhibe olmazlar
Sefalosporinazlar Gram (-) bakterilerdeki kromozomal enzimler
[plazmit kaynakli da olabilir) (AmpC)]
Karbapenem harig tiim beta-laktamlara
direnglidirler
le C Seftazidime yiiksek afinite
Grup 2 2a A Gram (+) bakterilerdeki penisilinazlar
Penisilinazlar
2b A Gr (-) bakterilerdeki genis spektrumlu beta-
laktamazlar (TEM-1, TEM-2, SHV-1)
Ampisilin, tikarsilin, karbenisilin, sefalotine direng
2be A Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar (TEM,
SHV tiirevleri, PER-1, CTX-M..) 2b’ye ek olarak
seftazidim, seftriakson, sefotaksim, aztreonam
direnci
2br A TEM-50
2br’ye ek olarak seftazidim, sefotaksim,
seftriakson, aztreonam direnci
2c A PSE-1, CARB-3
Karbenisilini hidrolize ederler
2ce A RTG-4, CARB-10
2¢’ye ek olarak sefepim, sefpiromu hidrolize
ederler
2d D OXA-1,0XA-10
Oksasilin ve kloksasilini hidrolize ederler
2de D OXA-11, OXA-15
2d’ye ek olarak seftazidim, seftriakson, sefotaksim,
aztreonam direnci
2df D OXA-23, OXA-48
2d’ye ek olarak karbapenem hidrolizi
2e A CEP-A
Klavulanik asit ile inhibe olan sefalosporinazlar
2f A KPC
Karbapenem, seftazidim, seftriakson, sefotaksim,
aztreonam, sefamisin direnci
Grup 3 Metallo- 3a B IMP, VIM

beta-laktamazlar

Cinko bagimli karbapenemazlar

Metal iyonu selatorleri ile inhibe olurlar
Karbapenem hidrolizi yiiksek Monobaktam
hidrolizi zay1f

Klavulanik asit ve tazobaktamla inhibe olmazlar

Grup 4

Diger gruplara girmeyen enzimler
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2.9. Karbapenemler

Glinlimiizde kullanilan en genis spektrumlu antibiyotiklerdir. Genislemis
spektrumlu beta laktamazlar ve AmpC beta-laktamaz enzimlerinden etkilenmedikleri
i¢in, ozellikle CID gram negatif bakteri enfeksiyonlarinin tedavisinde ilk segenek

ilaglar1 olustururlar (90).

Karbapenemlerin yapist penisilinin beta-laktam halkasina benzerlik gosterir
ancak birinci pozisyonda siilfiir yerine karbon vardir ve bes tliyeli halkadaki birinci ve
ticlincii karbon atomlar1 arasinda doymamis bag vardir, bu haliyle penisilinden ayrilir.
Hidroksiasetil yan zincirindeki farkli trans konfigiirasyonu, karbapenemlerin beta-

laktamaz enzimlerine dayanikliligini saglar (82).

Faropenem, birinci pozisyonda karbon yerine siilfiir bulundurmasiyla, grubun
diger iiyelerinden ayrilir. Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI) tarafindan
bu yiizden yeni bir siniflandirma yapilmis ve bu grupta yer alan ilaglar karbapenemler
ve panemler olarak iki gruba ayrilmistir (82). Faropenem panem grubunun tek
tiyesidir.  Ulkemizde, imipenem, meropenem, ertapenem ve doripenem

kullanilmaktadir (91).

Karbapenemler, diger beta-laktam grubu antibiyotikler gibi, peptidoglikan
hiicre duvar yapimini inhibe ederek etki gosterirler. Penisilin baglayici proteinlere

baglanip, bu yapilar etkisiz hale getirerek peptidoglikan yapimini engellerler (82).

2.9.1. Antibakteriyel Etki Spektrumu

Karbapenemler gram pozitif, gram negatif, aerop, anaerop bircok bakteriye

kars1 etki gosterebilen en genis etki spektrumuna sahip antibiyotik sinifidir (82).

Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae, penisilin duyarli ve
penisilin direngli Streptococcus pneumoniae, metisilin duyarl stafilokoklar, Listeria
monocytogenes, anaerop gram pozitif koklar gibi gram pozitif bakterilere kars1 etkinlik
gbsterir. Imipenem, meropenem ve ertapeneme gore gram pozitif bakterilere daha
fazla etkilidir (82).

Karbapenemler, beta-laktamaz itireten Haemophilus influenzae ve Neisseria

gonorrhoeae, Mycobacterium avium intracellulare, Enterobacteriaceae, P.
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aeruginosa, Acinetobacter tiirleri gibi nonfermenter gram negatif bakterilere etkilidir.
Bacteriodes fragilis, Clostridium difficile disindaki Clostridium ve Fusobacterium
tiirlerinin de dahil oldugu bircok anaerop bakteri karbapenemlerden -etkilenir.
Meropenemin gram negatif etkinligi imipenem ve ertapenemden daha iyidir.

Ertapenemin nonfermenter bakterilere karsi etkinligi, imipenem ve meropenemden

azdir (82).

Metisilin  direngli  stafilokok suslari, penisilin direngli enterokoklar,
Burkholderia cepacia, Stenotrophomonas maltophilia gibi nonfermenter gram negatif

basiller, Chlamydia, Mycoplasma tiirleri karbapenemlerden etkilenmezler (82, 92).

Karbapenemler antibakteriyel etkinlik ve kullanim alanlarina gore
siiflandirilmistir. Bu siniflamadaki Grup 1 karbapenemlerin, nonfermenter gram
negatif basillere etkinligi azken, daha ¢ok toplum kokenli enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilmaktadirlar. Gram negatif nonfermenter bakterilere karst etkin olan, bu
nedenle daha ¢ok hastane kokenli enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan
karbapenemler Grup 2 karbapenemler i¢inde smiflandirilmaktadir. Grup 3
karbapenemler i¢inde ise, metisilin direngli S. aureus (MRSA)’a etkili olan yeni iiyeler
yer almaktadir (91).

Tablo 3. Karbapenemlerin etkinlik ve kullanim alanlarina gére siniflandirmasi

Grup 1 Karbapenemler | Grup 2 Karbapenemler | Grup 3 Karbapenemler

Nonfermenter gram Nonfermenter gram Grup 2’ye ek olarak MRSA
negatif basillere sinirlt negatif basillere kars1 da | aktivitesi

etki, daha ¢ok toplum etkili, nozokomiyal

kokenli enfeksiyonlarin enfeksiyonlar i¢in uygun

tedavisinde kullanilir

Ertapenem Imipenem CS-023 (aragtirma
Panipenem Meropenem asamasinda)
Biapenem
Doripenem
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2.10. Karbapenemlere Karsi Diren¢ Mekanizmalari

Karbapenemler CID gram negatif bakteri enfeksiyonlarmda genellikle son
asamada kullanilan beta-laktam grubu antibiyotiklerdir. Genislemis spektrumlu beta
laktamazlar ve AmpC beta-laktamazlara karsi diren¢ gostermelerine ragmen, bu
durum son yillarda hem nonfermenter hem de fermenter gram negatif bakterilerde

karbapenem direncinin goriilmesiyle degismistir (90).

Karbapenem direnci asagidaki mekanizmalardan bir veya birkagi sebebiyle

olabilir:

- Beta-laktamazlarin asir1 tiretimiyle birlikte, porin ekspresyonunda kalitatif
veya kantitatif eksiklik meydana gelmesiyle karbapenemlerin hiicre igine

giriginin azalmasi
- Penisilin baglayici proteinlerde degisiklik
- Efliiks pompa sistemiyle antibiyotigin hiicre disina atilmasi

- Karbapenemleri yikan enzim sentezi (93-95).

2.10.1. Efliiks Pompa Sistemlerinin indiiklenmesi

Atim sistemleri bakterilerde bes grupta toplanmistir: ABC (ATP-binding
cassete), MF (major facilitator), SMR (small multidrug resistance), MATE (multidrug
and toxic compound extrution) ve RND (resistance nodulation division) (82). U¢ RND
sistemi, AdeABC, AdelJK ve AdeFGH, CID A. baumannii’deki direncten sorumludur
(94).

Acinetobacter baumannii’deki en 6nemli atim pompasi, kromozomal kodlanan
AdeABC sistemidir ve izolatlarin %80’inde mevcuttur. Bu pompanin fazla
ekspresyonu, aminoglikozit direncinden, netilmisin, meropenem, florokinolon,
tetrasiklin, kloromfenikol, eritromisin, trimethoprim ve etidyum bromide kars1 azalmig

duyarliliktan sorumludur (94).

Kazanilmis oksasilinazlarla AdeABC pompa sistemi arasindaki sinerji
karbapenemler de dahil beta-laktamlara yiiksek diizeyde dirence neden olmaktadir
(94).
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2.10.2. Porin Degisimleri

Gram negatif bakterilerin dis membrani, 6nemli besinlerin ve antibiyotiklerin
de dahil oldugu bir¢ok maddenin hiicre i¢ine segici olarak alinmasini saglayan porin
ad1 verilen proteinler igermektedir (96). Porinlerin sayisinda veya aktivitesinde
degisiklik meydana gelmesi, bakterinin antibiyotige karsi gosterdigi direngte etkili
olabilmektedir. Porin proteinlerinin kapitutucu kivrimlari veya santral kanallarinda
meydana gelen mutasyonlarla, porin ekspresyonunun kaybi veya porin tiplerindeki

degisiklikler karbapenemlere duyarliligi azaltabilmektedir (97).

Acinetobacter baumannii diger gram negatif bakterilere kiyasla az sayida porin
igerir. Bugiine kadar A. baumannii’de, ekspresyonlarinin azalmasiyla karbapenem
direncine sebep olan {i¢ porin bildirilmistir: CarO, Omp 33-36 ve OprD homolog.
CarO, A. baumannii’deki en karakteristik porindir. Bu porin imipenemin hiicreye
girigini azaltmakta ve dirence sebep olmaktadir. CarO’daki meropenem baglanacak

bolgenin yoklugu ise meropenem direncine sebep olmaktadir (94).

2.10.3. Karbapenemazlar

Karbapenemazlar en genis etki spektrumuna sahip beta-laktamaz grubu
enzimlerdir. Karbapenemazlar tiim beta-laktamlara ve beta-laktamaz inhibitorlerine
kars1 direng gosterirler (98). Doksanlarin basina kadar karbapenemazlarin tiire 6zgii,
kromozomal kodlanan beta-laktamazlar oldugu distiniilmekteydi. Pseudomonas
aeruginosa’da metallo-beta-laktamaz olan IMP-1, A. baumannii’de smif D
karbapenemazlardan olan ARI-1 [Acinetobacter resistant to imipenem (sonraki adi:
OXA-23)] ve Klebsiella pneumoniae’da bir Simif A karbapenemaz olan KPC-1
(Klebsiella pneumoniae carbapenemase)’in gosterilmesiyle, bu enzimlerin plazmit
araciligiyla da sentezlenebildigi gorilmiistir (99-101). Karbapenemazlarin plazmit
araciligilyla da kodlanmasi, tiirler arasinda yayilima sebep oldugundan,

karbapenemazlar bundan sonra, daha da biiyiik bir problem olmaya baslamistir (98).

Karbapenemazlar, substrat hidrolizi ve inhibisyon &zelliklerine gore yapilmis
olan fonksiyonel siniflamada genellikle Grup 2f ve Grup 3 i¢inde yer alirlar. Molekiiler

smiflamada ise Sinif A, B ve D iginde siniflandirilirlar (85, 86).
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2.10.3.1. Siif A Karbapenemazlar

Molekiiler siniflamada Sinif A’da yer alan serin karbapenemazlar, fonksiyonel
siniflamada Grup 2f’de yer almaktadir. Simif A karbapenemazlarin baslicalart KPC,
SME, NMC/IMI, GES enzimleridir. Karbapenemler, sefalosporinler, penisilinler
olmak tizere tiim beta-laktamlari hidrolize ederler, tazobaktam, klavulanik asit gibi
beta-laktamaz inhibitorleriyle zayif sekilde inhibe olurlar. Bu enzimleri salgilayan
bakterilerde imipeneme azalmis duyarlilik gozlenmektedir, minimum inhibitor
konsantrasyon (MIK) diizeyleri yiiksek diizey artis gosterebildigi gibi kiiciik diizeyde
de olabilir. Bu nedenle rutin duyarlilik testlerinde Simif A karbapenemazlar

saptanamayabilirler.

Bu sinifta yer alan GES (Guyana extended spectrum beta-lactamase), 6nceleri
beta-laktamaz olarak tanimlanmisken, daha sonra imipenemi hidrolize eden tiirleri

goriilmiistiir ve bu gruba dahil edilmistir (74).

KPC baslica Enterobacteriaceae’da goriilmektedir. Ayrica P. aeruginosa ve A.

baumannii’de de son yillarda varligi gosterilmistir (74).

GES-1 karbapenemaz ilk kez Fransiz Guyanasi’ndan gelen bir hastadan izole
edilen K. pneumoniae susunda gosterilmistir. Bu enzimleri kodlayan genler plazmit
tizerindedir. Esas olarak P. aeruginosa suslarinda saptanan bu enzim,

Enterobacteriaceae ve A. baumannii suslarinda da bulunmaktadir (74).

GES-11, ilk kez 2009 yilinda, Fransa’daki bir hastadan izole edilmistir. Daha
sonra, Belcika, Isvec, Kuveyt, Tiitkiye ve Tunus’da da saptanmistir. GES-12
Belcika’daki bir¢ok izolattan elde edilmistir. Daha sonra GES-11’den tek bir aminoasit
farkliligiyla ayrilan GES-22, Tiirkiye’deki iki A. baumannii susunda gosterilmistir
(30).

2.10.3.2. Sinif B Metallo-beta-laktamazlar (MBL)

Fonksiyonel siniflamadaki serin amino asiti iceren beta-laktamazlardan
belirgin farklilik gosterirler. Mevcut beta-laktamaz inhibitorlerine direnglidirler,

aztreonam hari¢ biitlin beta-laktamlar1 parcalarlar. Bu enzimler aktif bdlgelerinde
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¢inko iyonu igerirler, etilen diamino tetra asetik asit (EDTA) gibi metal selatorleriyle

inhibe olurlar (74).

[lk MBL’ler kromozomal olarak saptanmisken, son yillarda edinilmis ve
transfer edilebilen MBL’lerde artig saptanmistir. VIM, IMP, GIM, SIM gibi MBL’leri
kodlayan genler, integronlarda gen kasetleri seklinde bulunurlar ve bakteriler arasinda
transfer edilebilirler (74). Acinetobacter baumannii izolatlarinda tanimlanan MBL’ler
OXA tipi karapenemazlardan daha az goriilmesine karsin karbapenemleri hidrolize

etme giigleri 100-1000 kat daha fazladir (95).

IMP (Aktive on imipenem): Transfer edilebilir imipenem direnci ilk olarak
1990 yilinda Japonya’da P. aeruginosa susunda tespit edilmistir (100). Daha sonra bir
Serratia marcescens susunda tespit edilmistir ve plazmitler araciligiyla transfer
edilebildigi gosterilmistir (102). IMP-2 geni Italya’da bir A. baumannii susunda
bulunmustur (103). IMP tipi karbapenemaz iireten bakteriler tiim diinyada yaygindir.
Bugiine kadar 30’dan fazla IMP varyanti tanimlanmistir. Japonya, Dogu Cin, Tayvan,

Yunanistan bu tip karbapenemazlar i¢in endemik bolgelerdir (104).

VIM (Verona integron-encoded metallo-beta-lactamase): Bu enzimler ilk
olarak Verona Italya’da bir P. aeruginosa susunda tespit edilmistir, ardindan da
Fransa’dan bildirimi yapilmistir (74). Genellikle P. aeruginosa suslarinda saptanan
VIM enziminin 30’dan fazla varyanti vardir. Daha az siklikla olmak iizere
Enterobacteriaceae ailesi ve A. baumannii’de saptanmistir. (97). En yaygin olan VIM
tirti VIM-2’dir. Amerika Birlesik Devletleri ve Kanada’da P. aeruginosa tiirlerinde
hem VIM hem IMP tiirii enzimler yaygin olarak bildirilmektedir. Yunanistan, Italya,
Ispanya gibi Giiney Avrupa iilkeleri ve Giineydogu Asya’da endemik olarak
goriilmektedir (74, 105).

SIM (Seoul imipenemase): ilk kez Giiney Kore’de bir A. baumannii susunda
gosterilmistir (106). Metallo-beta-laktamaz iireten A. baumannii suslarinda gosterilen
IMP, VIM, SIM genlerinin hepsi klas 1 integron yapisinda bulunmaktadir ve

birbirlerine benzer 6zelliktedirler (30).

NDM (New Delhi metallo-beta-lactamase): NDM-1 yakin zamanda saptanan
MBL’lerdendir (30). Diger MBL’lere benzer sekilde, aztreonam hari¢ tiim beta-
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laktamlar1 hidrolize eder. Kolistin ve tigesiklin digindaki tiim antibiyotiklere direngli

olduklar1 goriilmiistiir (74).

[1k olarak 2008 yilinda isve¢’te, daha énce Hindistan Yeni Delhi’de hastanede
yatmis bir hastadan izole edilen K. pneumoniae susunda gosterilmistir. Daha sonra bir
A. baumannii susunda tespit edilmistir (107, 108). Sonra birgok farkli Avrupa tilkesi,
Cin, Japonya, Kenya, Brezilya, Cezayir ve Suriye’den A. baumannii’de NDM-1
bildirimleri yapilmistir (109-118).

Bir¢ok A. baumannii izolatinin tanimlanmasi, aslinda NDM-1 kaynaginin
Hindistan degil de Kuzey Afrika oldugunu giiclii bir sekilde desteklemektedir (119).
Diger bir varyant olan NDM-2, Misir, Israil ve Birlesik Arap Emirlikleri’nde, A.
baumannii suslarindan izole edilmistir (120-122). Bu NDM-2 iireten izolatlarin klonal
iligkisi incelendiginde, Orta Dogu, Balkan bolgesi, Hindistan ve Cin’in muhtemelen

rezervuar oldugu disiiniilmektedir (123).

NDM geni tek bir klon, tek bir tiir veya spesifik bir plazmitle iligkili degildir.
Daha ¢ok Enterobacteriaceae’lar olmak iizere birbiriyle iliskisiz birgok gram negatif
bakteri tiirlinde ve ayni bakteri tiirline ait bircok farkli klonda tanimlanmis, farklh
plazmit tipleri tarafindan tasinabildigi saptanmistir (124). NDM-1’le birlikte diger
karbapenemaz, AmpC sefalosporinaz, GSBL, aminoglikozit, makrolit, rifampisin,
kinolon, sulfametoksazol antibiyotiklerine karsi diren¢ genleri, NDM-1 tasiyan
bakteriler tarafindan eksprese edilebilmektedir. Hem kromozomal hem plazmit
kokenli bircok genin tek bir bakteride goriilebilmesi olduk¢a nadirdir ve NDM-1
tireten bakterilerdeki ¢coklu ilag direncini agiklamaktadir (97). Efliiks pompasiyla ilgili
direng genlerini de tasiyan izolatlarda antibiyotik direnci daha da artmaktadir (125).

Farkli NDM varyantlari, NDM kodlayan genlerdeki nokta mutasyonlarla
aciklanmaktadir. Bugiine kadar 13 NDM tiirii tanimlanmistir. Klinik olarak en sik
NDM-1 goriilmektedir (126).

2.10.3.3. Siif D Beta-laktamazlar

Seksenli yillarin basindan itibaren tanimlanan, Sinif D beta-laktamazlar,

yapisal ve biyokimyasal 6zelliklerine gore ayrilan olduk¢a genis bir enzim grubudur
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(98, 127). Bu enzimler oksasilini benzilpenisilinden daha hizli sekilde hidrolize
ettiklerinden oksasilinaz (OXA) olarak da adlandirilirlar (74). Bu enzimlerin hepsi
amoksisilin ve sefalotini hidrolize ederler ve aktiviteleri klavulanik asitle belirgin
sekilde inhibe olmaz. Genel olarak diger karbapenemazlarla kiyaslandiginda
karbapenemleri hidrolize etme 0zelligi daha zayif olan bu enzimler, EDTA ile
inhibisyona direnglidirler ve NaCl ile in vitro inhibe olurlar (97, 128). Bu enzime sahip
izolatlarda karbapenem direncinden, porin kaybi gibi bagka bir mekanizma da ayrica

sorumlu olmaktadir (95).

Pseudomonas aeruginosa’da saptanan bazi Sinif D beta-laktamazlar genis
spektrumlu sefalosporinleri hidrolize ederler. Bu tip Smif D beta-laktamazlara ES-
OXA da denmektedir (127).

Karbapenemaz aktivitesi gosteren ilk OXA, 1993 yilinda CID bir A. baumannii
izolatinda tamimlanmistir. Baslangigta ARI-1 (Acinetobacter resistant to imipenem)
olarak adlandirilmistir (129). Sonrasinda, yapilan sekans analizi ile OXA Sinif D beta-

laktamaz ailesinin {iyesi oldugu anlagilmis ve OXA-23 olarak yeniden adlandirilmigtir
(130).

Siif D karbapenemazlar ¢ogunlukla Acinetobacter tiirlerinde gosterilmis
olmasma ragmen, OXA-48 varyanti sadece Enterobacteriaceae tiirlerinde tespit
edilmistir (97). OXA-48 ilk olarak 2003 yilinda, Istanbul’da bir K. pneumoniae
izolatinda bulunmustur (131). Daha sonra birgok Enterobacteriaceae tiirlerinde,
Tiirkiye, Hindistan, Orta Dogu ve Kuzey Afrika iilkelerinden bildirimi devam etmistir.
Bu bolgeler OXA-48 enzimi iireten Enterobacteriaceae i¢in rezervuar olarak kabul
edilmektedir (132).

Acinetobacter baumannii, Smnif D beta-laktamazlardan olan OXA-51"i dogal
olarak tiretmektedir (133). Bu enzim diisiik karbapenemaz aktivitesi gostermektedir.
OXA-51 genleri, birgok izolatta olduk¢a zayif eksprese edilmektedir. Eger yiiksek
diizeyde eksprese edilirlerse karbapenemlere azalmis duyarliliga sebep olmaktadirlar.
Bu genlerin yiiksek diizeyde eksprese edilmesi, biiyiik oranda, blaOXA-51 genine
yakin yerlesim gosteren ISAbal elemaniyla iliskilidir (134). Acinetobacter baumannii
suslarindaki yliksek diizey karbapenemaz direnci, bu enzimlerin varligiyla birlikte

porin kaybi ve eflilks pompa sisteminin fazla ¢alismasina baghdir (95). OXA-51
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geninin baska Acineobacter tiirleri ve Enterobacteriaceae tiirlerine de plazmit

araciligiyla transfer edildigi gosterilmistir (135-137).

Kazanilmig Smif D karbapenemazlar, A. baumannii susunda bes ana grupta

toplanmustir:

OXA-23, OXA-40, OXA-58, OXA-143, OXA-235.

Tablo 4. A. baumannii’de saptanan OXA gruplari

OXA-23 (ARI-1) Grup OXA-27, OXA-49

OXA-40 Grup OXA-25, OXA-26, OXA-72
OXA-58 Grup OXA-96, OXA-97
OXA-143 Grup

OXA-235 Grup OXA-236, OXA-237

En fazla saptanan alt grup OXA-23, OXA-27 ve OXA-49’un bulundugu
gruptur (95).

OXA-23 genleri kromozom veya plazmit tarafindan kodlanabilmektedir.
OXA-23, A. baumannii’de, tim diinyada en yaygin bulunan Sinif D beta-laktamazdir
(95, 138, 139). OXA-23, tiim diinyada, karbapenem direngli A. baumannii suslarinin
neden oldugu hastane salginlarinda da en fazla saptanan tiirdiir (127, 140).

Ikinci grup, OXA-24 grubu olarak bilinen, OXA-24, OXA-25, OXA-26, OXA-
40, OXA-72’nin iginde oldugu gruptur. OXA-25, Ispanya’daki karbapenem direngli
A. baumannii izolatlarinda ve OXA-26, Belgika’daki karbapenem direngli A.
baumannii izolatlarinda tespit edilmistir (141). OXA-40, ilk olarak Fransa’da
Portekiz’li bir hastadan izole edilen karbapenem direngli A. baumannii susunda
tanimlanmistir (142). Daha sonra diinyanin birgok yerinde yaygin sekilde tespit
edilmistir (127, 143, 144). OXA-24 genleri kromozomal ya da plazmit kaynakli
olabilir. OXA-72, diinyanin bir¢ok yerinde (Brezilya, Litvanya, Hirvatistan) saptanmis
olmasina ragmen en sik Asya’dan (Cin, Gliney Kore, Tayvan, Japonya) bildirimler

yapilmustir (127, 145-148).
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OXA-96, OXA-97’nin birlikte yer aldigi grubun iiyesi OXA-58, ilk kez
Fransa’da karbapenem direngli bir A. baumannii susunda tespit edilmistir (149). Daha
sonra tim diinyadan bildirimler yapilmistir (127). OXA-58 her zaman plazmit
kaynakli sentezlenmektedir (95). OXA-96 ve OXA-97, OXA-58’in nokta
mutasyonuyla olusan varyantlaridir; Singapur ve Tunus’dan bildirimi yapilmistir (150,

151).

OXA-143, 2009 yilinda Brezilya’da karbapenem direngli bir A. baumannii
izolatinda saptanmistir. OXA-40 ile %88, OXA-23 ile %63, OXA-58’le %53 amino
asit benzerligi gosterir (152).

OXA-235, OXA-236, OXA-237 grubuna ait Sinif D karbapenemaz {ireten A.
baumannii izolatlart ABD ve Meksika’dan bildirilmistir. Iligkili genler hem

kromozomal hem de plazmit kaynakli olabilmektedir (153).

2.11. Karbapenemazlarin Saptanmasi

Tedaviye yon vermek, direng¢ yayilimini sinirlandirmak —agisindan
karbapenemaz {ireten bakterilerin laboratuvarlarca tanimlanabilmesi gerekmektedir

(74). Karbapenemaz iiretiminin saptanmasi her zaman kolay degildir.

Herhangi bir testte karbapenemaz iireten mikroorganizmalardaki minimum
inhibitdr konsantrasyon (MIK) diizeylerindeki artis veya disk diflizyon zon ¢aplarmin
daralmasi ileri arastirma gerektirir. Karbapenemaz iireten bakterilerde MiK diizeyleri
¢ok genis bir araliktadir; Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI) veya
Europion Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)’in
belirlemis oldugu duyarlilik sinirlart iginde bile olabilmektedir. Diislik diizey
karbapenem direnci gesitli tiplerde karbapenemaz tireten Enterobacteriaceae, MBL ve
OXA iireten Acinetobacter tiirlerinde gozlenmektedir. Metallo-beta-laktamaz tireten
P. aeruginosa tiirlerinde daha ¢ok yiiksek diizey karbapenemaz direnci goriilmektedir.
Acinetobacter baumannii ve P. aeruginosa i¢in yapilan rutin duyarlilik testlerinde
seftazidim ve tikarsiline direng varsa MBL varligindan siiphelenilmelidir.
Enterobacteriaceae’da karbapenem duyarliliginda en ufak bir azalma dahi olsa,

karbapenemazlari saptamaya yonelik testler yapilmalidir (74).
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Tablo 5. EUCAST a gore Acinetobacter spp. i¢in karbapenem klinik sinir degerler

Karbapenemler MIK simir Disk Zon capi simir degerleri
degerleri icerigi (mm)
(mg/L) (ng)

S< R> S> R<
Doripenem 1 2 10 23 20
Ertapenem - - - - -
Imipenem 2 8 10 23 17
Meropenem 2 8 10 21 15

Tablo 6. CLSI’a gore Acinetobacter spp. igin karbapenem klinik sinir degerler

Karbapenemler MIK simir Disk Zon c¢api simir degerleri
degerleri icerigi (mm)
(mg/L) (ng)
S< R> S=> R<
Imipenem 4 16 10 16 13
Meropenem 4 16 10 16 13

2.11.1. Fenotipik Dogrulama Testleri

Bakterinin karbapenemaz iiretimini saptamada ¢ogu disk diflizyon temeline

dayanan bir¢ok fenotipik yontem tanimlanmstir.

Modifiye Hodge testi, yaygin kullanilan bir testtir. Dezavantajlar1 arasinda
0zellikle MBL iiretimi olan suslarda yorumlama zorluklart ve farkli karbapenemaz

siiflarini ayirt edememesi sayilabilir.

Inhibitér temelli testler, karbapenemaz sinifina spesifik inhibitérlerin, iireme
ortamina eklendiginde karbapenemaz aktivitesinin in vitro inhibisyonunun tespitine
dayali testlerdir. Sinif A karbapenemazlarin tanisinda inhibitdr olarak boronik asit (3-
aminofenilboronik asit), simif B MBL’lerin tanisinda inhibitér olarak EDTA, 2-
merkaptopropionik asit, dipikolinik asit kullanilmaktadir. Bu testler, kombine disk
testi, cift disk sinerji testi veya gradient test yontemiyle yapilabilir. Boronik asit ve

kloksasilin en yaygin kullanilan AmpC inhibitérleridir. Stmif D karbapenemazlarin
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aktivitesi in vitro NaCl ile inhibe olmaktadir, ancak bu 6zellik rutinde OXA tespiti i¢in

kullanim alan1 bulamamustir (74, 127, 154).

Metallo-beta-laktamaz enzimlerini saptamada kullanilan kombine disk
testinde, plak i¢ine 2 adet imipenem diski yerlestirilir. Bir tanesine EDTA eklendikten
sonraki inhibisyon zon cap1 farkina gore degerlendirmenin yapildig: testtir. 0,1 M
EDTA soliisyonunun eklendigi imipenem/EDTA diskinin inhibisyon zonu tek basina
imipenem diski zon c¢apindan > 4mm, 0,5 M EDTA soliisyonunun eklendigi

imipenem/EDTA diskinin inhibisyon zonu tek basina imipenem diski zon ¢apindan >

7 mm biiyiik ise MBL pozitif bakteri izolati kabul edilmektedir (155).

2.11.2. Spektrofotometre

a. UV Spektrofotometre: Karbapenemaz aktivitesi agisindan test edilecek
sustan elde edilen beta-laktamaz ekstrakti imipenemle karigtirilir ve imipenem
hidrolizi UV spektrofotometre kullanilarak tespit edilir. Test, karbapenemaz
aktivitesini saptamada %100 duyarlilik, %98,5 6zgiilliige sahiptir. Test ucuz ve duyarl
olmasina ragmen, uzun siirede sonu¢ alinmasi, teknik donanima ihtiya¢ duyulmasi ve
zayif karbapenemaz aktivitesini saptayabilmek i¢in fazla miktarda hiicre ekstraktina
ihtiyag gostermesi sebebiyle yalnizca referans laboratuvarlarca kullanilmaktadir (156,

157).

b. Kiitle Spektrofotometre: Matrix assisted laser desorption ionization-time
of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS), antibiyotik duyarliligini test etmede
bakteri identifikasyonu kadar yaygin kullanilmamaktadir. Karbapenemaz aktivitesini
saptamak amaciyla bakteriden elde edilen pellet, karbapenem iceren tamponla
resiispanse edilir. Karbapenem molekiilleri, karbapenem tuzlar1 (genellikle NaCl)
ve/veya karbapenem yikim iirlinlerinin karsilik geldigi pikleri igeren spektrumlarin
analizi sonrasinda karbapenemaz aktivitesi hakkinda yorum yapilmaktadir. Testin

duyarhilik ve 6zgiilligii %95’den fazladir (158).
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2.11.3. Carba NP, CarbAcineto NP Test

Karbapenemlerin beta-laktam halkasinin biyokimyasal olarak hidrolizinin
gosterilmesine dayali, hizli, duyarli, 6zgiil ve kolay uygulanabilen testlerdir. Testin
yonteminde, lizis tampon i¢inde hazirlanan bakteri siispansiyonu santrifiij edildikten
sonra, elde edilen siipernatant, i¢cinde imipenem, indikator olarak fenol kirmizisi ve
ZnSO4 karistmi bulunan kuyucuklara inokiile edilir. Iki saat inkiibasyondan sonra
kuyucuklardaki renk degisimine gore karbapenem hidrolizi olup olmadigi
degerlendirilir. CarbAcineto NP testte lizis tampon yerine NaCl kullanilmaktadir.
Carba NP ve CarbAcineto NP testleri, karbapenemaz iireten bakterileri, karbapenem
duyarli bakterilerden ve enzim dis1 baska mekanizmalarla karbapenem direnci
gosteren bakterilerden ayirt etmekte avantaj saglamaktadir. Duyarlilik ve 6zgiilliikleri

%100 olarak bildirilmektedir (159, 160).

2.11.4. Iimmiinokromatografi

Test, kromatografik kagit lizerinde meydana gelen immiinolojik reaksiyon
prensibine dayanmaktadir. Karbapenemaz molekiiliine spesifik iki farkli antikor
kullanilmaktadir. Antikorlardan biri kromatografik kagit iizerine, isaretli olan diger
antikor ise 6rnegin damlatildig1 pet iizerine emdirilmektedir. Ornek pedi iizerine test
edilen materyal eklendiginde, isaretli antikorla karbapenemaz enzimi arasinda
kompleks olusmakta, bu kompleks 6rnekle birlikte hareket ederek membran tizerinde
hareketsiz halde bulunan antikorla temas etmekte ve sonugta bir immiin kompleks

olusup renk degisimi gozlemlenmektedir (157).

2.11.5. Molekiiler Yontemler

Molekiiler yontemler karbapenemaz genlerinin saptanmasi icin altin standart
olarak kabul edilmektedirler. Bu yontemlerin ¢ogu polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
temeline dayanmaktadir. Karbapenemaz geninin kesin identifikasyonu igin ise biitiin
kodlama bdlgesinin dizi analizi, PCR’1in ardindan yapilabilmektedir. Hibridizasyon
teknikleri de aragtirma veya referans laboratuvarlarda kullanilabilmektedir. Molekiiler

yontemler, deneyim ve teknik donanim gerektirmesi, daha 6nceden calisilan direng
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genlerini saptarken, yeni olabilecek direng genlerinin g¢alisilmamasi agisindan

dezavantaj gostermektedirler (161).

PCR tekli, multipleks veya ger¢ek zamanli yapilabilmektedir. Gliniimiizde in
house PCR testleri karbapenemazlarin tanimlanmasinda yaygm bir sekilde
kullanilmaktadir. 4-6 saat gibi kisa siirede sonug¢ vermesi, 6zgiilliik ve duyarliliginin

yiiksek olmasi bu yontemleri tercih edilir kilmaktadir (157).

Ticari olarak temin edilebilen PCR ya da hibridizasyon temelli kitler, klinik
orneklerden karbapenemaz genlerini basarili bir sekilde tespit edebilmektedir. Ancak
bu testlerin klinik olarak uygulanabilirliklerinin test edilmesi bakimindan genis

kapsamli, ¢cok merkezli ¢alismalara ihtiyag vardir (161).

2.12. Tedavi

Acinetobacter baumannii izolatlarinda saptanan antibiyotik diren¢ oranlarinin
zaman ic¢inde degistigi gozlenmistir. Bu bakterilerde antibiyotik direnci, antibiyotik
kullanma aliskanlig1 ve cevresel faktorlerin de etkisiyle cesitli hastaneler ve iilkeler

arasinda farklilik gosterebilmektedir (162).

Gilintimiizde 6zellikle hastane salginlarinda tespit edilen izolatlarda penisilin,
sefalosporin, karbapenem, tetrasiklin, aminoglikozit ve florokinolon tiirii
antibiyotiklere yiiksek oranlarda direng goriilmektedir. Acinetobacter tiirleri genellikle
kloramfenikole direnglidir; slilfonamidler ve trimetoprime genel olarak diisiik diizey

direng goriiliir (163).

Diinyada ve iilkemizde yapilan c¢esitli c¢alismalarda genis spektrumlu
sefalosporinlere yillar ilerledikge artan bir sekilde, %70-100 kadar direng
bildirilmektedir (163). Solunum yolu drneklerinden izole edilen mikroorganizma
dagilimi ve antibiyotiklere diren¢ oranlarinin incelendigi, 2006-2010 yillar1 arasini
kapsayan calismada, sefalosporinler ve karbapenemlere direncin istatistiksel olarak

anlamli artisla %86-99’a kadar ulastigi bildirilmektedir (164).

Tiirkiye’de florokinolon direnci bir ¢alismada %70’in iistiinde saptanmustir.
Ayni1 ¢aligmada tigesiklin i¢in direng orani diger antibiyotiklere gore diisiik olup, 2010
yilt i¢in %3, 2011 yili ilk alt1 ay1 i¢in ise %35,9 oraninda bulunmustur. Bir¢ok
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calismada, A. baumannii izolatlarinda tigesikline direng oranlar1 %5-66 arasinda
bildirilmektedir (20, 165).

Ozellikle CID Acinetobacter tiirlerinde tedavi secenegi olarak tobramisin ve
amikasin gibi aminoglikozitler, bagka bir aktif antimikrobiyal ajanla kombine olarak
kullanilmaktadir (166). Imipenem direngli A. baumannii enfeksiyonlarinda
ampisilin/sulbaktam kullaniminin %67,5 oranla klinik yanit olusturdugu gosterilmistir

(167).

En etkin in vitro ajan polimiksinler, polimiksin B ve polimiksin E dir (168,
169). Polimiksinlerin nefrotoksisite ve ndrotoksisiteye sebep oldugu bilindiginden
1960 ve 1970 yillarinda kullanimi birakilmistir. Son yillarda CID gram negatif
basillerin artmasi sonucu polimiksin kullanimina tekrar baslanilmistir (170). Kolistin
direnci farkli yerlerde farkli oranlardadir. Ulkemizde bir calismada %5 oraninda
bulunan kolistin direnci, Polonyo’da yapilan bir ¢aligmada %1,5 olarak bildirilmistir

(63, 171).

Ciddi veya altta yatan hastaligi olan kisilerde kombinasyon tedavisi
onerilmektedir (169). Coklu ilag direncli A. baumannii’nin neden oldugu ViP’te
ampisilin-sulbaktam ile aminoglikozit kombinasyonu veya tek basina kolistin tedavisi

in vitro duyarlilik sonuglarina gore onerilen tedavi segeneklerindendir (167, 172).

Tigesiklin-piperasilin tazobaktam kombinasyonu antagonist etki gdsterirken
tigesiklinin kolistin, amikasin, levofloksasin ve imipenemle kombinasyonu sinerjistik
etki gosterir (173). In vitro calismalar, CID Acinetobacter’e kars: polimiksinlerin
imipenem, rifampin veya azitromisin ile birlikte kullanilmas1 sirasinda sinerjik etkiler
olustugunu ortaya koymustur. Motaouakkil ve arkadaslari, kolistin ve rifampin
kombinasyonuyla birlikte, VIP’i veya kan dolasimi enfeksiyonlarini basarili sekilde

tedavi ettiklerini yayimlamislardir (174).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu c¢aligma Saglik Bakanligi Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda, egitim planlama ve koordinasyon (EPK) kurulu

onay1 aliarak yapilmistir.

Calismamiza; Ocak 2014-Agustos 2016 tarihleri arasinda Ankara Egitim ve
Arastirma Hastanesi servis ve YBU’lerinde yatmis olup hastane enfeksiyonu tanisi
konulmus hastalarin, Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gonderilmis cesitli klinik
orneklerinden izole edilen 142 ACB susu dahil edildi. Otomatize sistemle [VITEK 2
Compact (bioMerieux, Fransa) ve Phoenix 100 (Becton Dickinson Co, Sparks, MD,
ABD)] en az bir karbapenem grubu antibiyotige kars1 orta duyarli veya direncli olarak
rapor edilen suslar, disk difiizyon yontemiyle tekrar degerlendirildi. Bu yontemle
EUCAST karbapenemaz klinik sinir deger kriterlerine gére orta duyarl veya direngli
bulunan suslar ¢alismaya alindi. Calismaya alinan suslarin, EUCAST 1n Acinetobacter
spp. i¢in duyarhilik calisilmasini 6nerdigi diger antibiyotiklere kars1 duyarliliklari, disk
diflizyon yontemiyle degerlendirildi. Suslarin kolistin duyarliligina gradient strip test
yontemiyle bakildi. Calismaya alinan bakterilerde karbapenem direncinden sorumlu
olabilecegi diisiiniilen GES, VIM, IMP, SIM, NDM, OXA-51, OXA-23, OXA-24,
OXA-58 gen bolgelerinin varligina in house PCR yontemi kullanilarak bakildi.
Fenotipik yontemlerden, inhibitdr tabanli karbapenemaz saptama testlerinden olan
kombine disk testi, MBL enzimlerinin varligini saptamak i¢in kullanildi. Metallo-beta-
laktamaz enzimleri agisindan, molekiiler ve fenotipik testle elde edilen sonuglarin
uyumu degerlendirildi. Molekiiler yontem altin standart kabul edilerek fenotipik

yontemin duyarlilik ve 6zgiilliigii hesaplandi.
Akis semasi:

1. Otomatize sistemle en az bir karbapenem grubu antibiyotie karsi orta

duyarh veya direngli saptanan suglar se¢ildi.
2. Karbapenem duyarliliklan disk difiizyon yontemiyle tekrar ¢aligildi.

3. Disk difiizyon yonteminde EUCAST klinik siir deger kriterlerine gore
karbapenemlerden en az birine orta duyarli veya direncli saptanan suslar

calismaya dahil edildi.
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4. Calismaya dahil edilen suslarin, EUCAST’in Acinetobacter spp. igin
duyarlilik  calisilmasini  Onerdigi, karbapenem digindaki diger

antibiyotiklere kars1 duyarliliklarina disk difiizyon yontemiyle bakildi.

5. Calismaya alinan suslarin kolistin MIK degerleri gradient strip testle

calisildi.

6. Metallo-beta-laktamaz enzimlerinin varligina, fenotipik inhibitér tabanlt

karbapenemaz saptama testlerinden kombine disk testi kullanilarak bakildi.

7. Inhouse PCR yontemi kullanilarak spesifik karbapenemaz gen bolgelerinin

varligina bakildu.

8. In house PCR yontemi altin standart kabul edilerek fenotipik MBL enzim
saptama testi ile PCR testi arasindaki uyum, duyarlilik ve ozgiillik

bakilarak degerlendirildi.

3.1. Ornek Secimi

Hastalarin klinik 6rneklerinden izole edilen ve tiir diizeyinde A. baumannii
veya ACB olarak tanimlanan izolatlarin, otomatize antimikrobiyal duyarlilik sistemi
ile karbapenemlere duyarliligi arastirildi. Buna gore EUCAST/CLSI kriterlerine gore
iki farkli (imipenem, meropenem) karbapenem sinifi antibiyotikten en az birine karsi

orta duyarli veya direncli olarak bulunan suslara disk diflizyon yontemi uyguland.

Disk difiizyon yontemiyle EUCAST standartlarina gore en az bir karbapenem
grubu antibiyotige orta duyarlilik veya direng gdsteren 142 ACB izolati ¢aligmaya
dahil edildi. Karbapenem klinik siir degerleri i¢in EUCAST standartlar1 esas alinda.
Buna gore disk diflizyon yontemiyle inhibisyon zon ¢ap1; 10 pg imipenem igin < 23
mm, meropenem i¢in < 21 mm olan suslar karbapenemaz enzim varlig1 agisindan ileri

degerlendirmeye alindi.

Ayni etkenle tekrarlayan liremesi olan hastalarin tek bir 6rnegi calismaya dahil
edildi.
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3.2. Orneklerin Toplanmasi

Hastane enfeksiyonu tanili hastalarin Ocak 2014-Agustos 2016 tarihleri
arasindaki, ¢esitli klinik 6rneklerinden uygun kosullarda alinan ve uygun yontemlerle
Mikrobiyoloji Laboratuvari’na getirilen kiiltiir materyallerinden izole edilen 142 ACB
susu ¢alismaya alindi. Hastalara ait tek bir 6rnek calismaya dahil edildi. Calismaya
alian sugslar, derin trakeal aspirat (n=69), sonda idrar1 (n=29), kan kiiltiirii (n=16),
kateter kiiltiirii (n=12), yara (n=11), beyin omurilik sivis1 (BOS) (n=5) oérneklerinden

izole edildi.

3.3. Bakterilerin izolasyonu ve Konvansiyonel Yontemlerle Tanimlanmasi

Calisma sirasinda, ACB izolatlarin1 igeren kriyotiipler (Or-Bak, Tirkiye) -
80°C’li derin dondurucudan ¢ikartildi. Kriyotiiplerden birka¢ adet seramik boncuk
antibiyogram soliisyonuna konarak bir gece 37°C’lik etiivde bekletildi. Daha sonra %5
koyun kanli agar (KKA) (Oxoid, Ingiltere), Levine eozin metilen blue agar (L-EMB)
(Oxoid, Ingiltere) besiyerlerine pasajlandi. Aerobik ortamda, normal atmosferde,
37°C’de etlivde 18-24 saat inkiibasyon sonrasinda taze kiiltiir pasajlarindan saf olarak

elde edilen bakteri kolonileri kullanilarak bakterilerin tanimlama asamasina gecildi.

Aerop kosullarda iireyen, %5 KKA’da 1-2 mm ¢apinda, gri-beyaz renkli S veya
mukoid tipte koloni olusturan izolatlarin ACB olduklarin1 dogrulamak i¢in oncelikle
gram boyama yapildi. Gram negatif kok veya kokobasil morfolojisinde olan bakteriler
konvansiyonel yontemlerle tekrar tanimlandi. Bu amacla katalaz, oksidaz testleri
yapildi, triple sugar iron (TSI) agar ve glikoz oksidasyon-fermentasyon (OF)

besiyerlerine ekim yapildu.

Katalaz pozitif, oksidaz negatif, TSI agarda fermentasyon yapmayan, glikoz
OF besiyerlerinden, oksijenle temast kesilmeyen tiipte glikozu oksidasyon yoluyla
kullandig1 anlasilan bakteriler Acinetobacter 6n tanisi ile tiir ve cins belirlenmesi i¢in

otomatize tanimlama sistemlerine alindi.
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3.4. Otomatize Identifikasyon ve Antibiyotik Duyarhlik Sistemlerinde Tiir

Tanimlanmasi ve Cesitli Antibiyotiklere Duyarhiligin Arastirilmasi

3.4.1.

VITEK 2 Compact 60 Otomatize identifikasyon ve Antimikrobiyal
Duyarhhik Sisteminde Tiir Tanimlanmasi ve Cesitli Antibiyotiklere

Duyarhhgin Arastirilmasi

1. identifikasyon ve antimikrobiyal duyarhhk testi icin bakteri

siispansiyonunun hazirlanmasi

a)

b)

d)

Her izolat i¢in, numaralandirilmis iki adet 12x75 mm’lik polisteren test

tiiptine dispenser ile 3’er ml %0,45’lik steril serum fizyolojik konuldu.

Koyun kanli agardaki pasajlardan steril 6ze ile 3-4 koloni alind1 ve her

izolat i¢in ikiser adet hazirlanan test tiiplerinden ilkine aktarildi.
[k tiip vortekslenerek homojen bakteri siispansiyonu elde edildi.

Tipler tirbidite 6lgen VITEK 2 DensiChek (bioMerieux, Fransa)
cthazina konularak bulaniklik derecesi 0,5 McFarland yogunluguna

ayarlandi.

2. Identifikasyon ve antimikrobiyal duyarhlik testlerinin ¢alisiimasi

a)

b)

d)

Her izolat icin ilk tliplerde McFarland ayar1 yapildiktan sonra, biitlin
tiipler 10’ luk raklara yerlestirildi.

Ik test tiiplerinden ikinci tiiplere mikropipet yardimiyla 145 ul bakteri
siispansiyonu aktarilip vortekslendi. Bu sekilde hazirlanan ilk tiipler
identifikasyon, ikinci tlipler ise antimikrobiyal duyarlilik testi i¢in

kullanildi.

Tiiplerin i¢ine identifikasyon ve antimikrobiyal duyarlilik kartlarinin
pipetleri yerlestirildi. Identifikasyon i¢in VITEK 2 GN REF 21341 kart1
kullanild1. Antimikrobiyal duyarlilik i¢in VITEK AST-N262 REF 413
754 kart1 kullanildi.

Barkod okuyucu yardimiyla kartlarin tizerindeki barkodlar okutuldu.

Bilgisayara kartlarin girisi yapildi ve raklar cihaza yiiklendi.
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f)

9)

3.4.2.

Sonuglar 18-24 saatlik inkiibasyondan sonra cihazin ¢alisma

meniisiinden degerlendirildi.

Internal kontrol olarak, E. coli ATCC 25922, E. coli ATCC 35218 ve P.
aeruginosa ATCC 27853 suslar1 kullanildi. Internal kontrol suslari,
calisma izolatlar1 ile ayni protokol izlenerek ¢alisildi ve beklenen sonug

araliklarina gore degerlendirildi.

Phoenix 100 Otomatize identifikasyon ve Antimikrobiyal Duyarhhk
Sisteminde Tiir Tammlanmas1 ve Cesitli Antibiyotiklere

Duyarhhigin Arastirilmasi

1. lidentifikasyon icin bakteri siispansiyonunun hazirlanmasi

a)

b)

d)

Numaralandirilmis, 4,5 ml’lik Phoenix ID broth tiipii i¢ine, KKA’daki
kolonilerden steril 6ze yardimiyla 1-2 adet alinip, kapagi kapatildiktan

sonra 5 saniye vortekslendi ve homojen bir bakteri siispansiyonu elde
edildi.

Panellere inokiilasyon yapilmadan once, BD Phoenix 100 cihazinin

inokiiliim dansitesi 0,5 McFarland yogunluguna ayarlandi.

Tipler, tiirbidite 6l¢iimiiniin yapilabilmesi amaciyla BD PhoenixSpec
Nefelometre (Becton Dickinson Co, Sparks, MD, ABD) cihazi igine
yerlestirildi.

BD PhoenixSpec Nefelometre cihazi ile elde edilen 0,5-0,6 araligindaki
tiirbidite degerleri kabul edilebilir inokiiliim dansitesi olarak

yorumlandi.

2. Antimikrobiyal duyarhlik testi icin bakteri siispansiyonunun

hazirlanmasi

a)
b)

AST indikator sollisyonu oda sisisina getirildi.

Numaralandirilmig, 8 ml’lik Phoenix AST broth tiipii i¢ine, AST

indikator sollisyonundan bir damla, tiiplin kenarlarma degmemesine
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dikkat edilerek eklendi, tiipiin kapag1 kapatildiktan sonra soliisyonun

karigmasi i¢in, tiip bir iki kez alt iist edildi.

ID tiip i¢indeki homojen bakteri siispansiyonundan otomatik pipet
yardimiyla 25 pl alinip AST broth tiipli icine eklendi. Tiipiin kapagi
kapatildiktan sonra karigmanin saglanmasi amactyla AST tiipli birkag

kez alt st edildi.

. Identifikasyon ve antimikrobiyal duyarlilik testlerinin ¢alisiimasi

a)

b)

d)

9)
h)

Idrar &rneklerinin identifikasyon ve antibiyotik duyarlilik testi icin BD
Phoenix™-Gram Negative Combo Panel (UNMIC/ID-401); idrar dis1
ornekler i¢cin ise BD Phoenix™-Gram Negative Combo Panel
(NMIC/ID-400) kullanild.

Ambalajindan ¢ikarilan paneller ve hazirlanan bakteri slispansiyonlari

panel inokiilasyon istasyonu lizerine yerlestirildi.

ID tip i¢indeki bakteri siispansiyonu, panelin ID tarafindaki 51
kuyucuklu delige tamamen bosaltildi ve sivinin panel boyunca asagi

dogru hareketi gézlemlendi.

AST tiipii i¢indeki bakteri slispansiyonu, panelin AST tarafindaki 85
kuyucuklu delige tamamen bosaltild1 ve sivinin panel boyunca asagi

dogru hareketi gozlemlendi.

Panel tizerindeki her bir kuyucugun dolup dolmadigi gozle kontrol
edildi. Tiiplerin bosaltilmis oldugu delikler, plastik bir kapak

vasitastyla sikica kapatildi.

Panellerin cihaza yiliklenene kadar panel tasiyicist tizerinde dik

pozisyonda tutulmasina 6zen gosterildi.
Barkod okuyucu yardimziyla panellerin iizerindeki barkodlar okutuldu.
Bilgisayara panellerin girisleri yapildi ve paneller cihaza yiiklendi.

Sonuglar 18-24 saatlik inkiibasyondan sonra cihazin ¢alisma

meniisiinden degerlendirildi.
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)i Internal kontrol olarak, E. coli ATCC 25922, E. coli ATCC 35218 ve
P. aeruginosa ATCC 27853 suslar1 kullanildi. Internal kontrol suslari,
caligma izolatlar1 ile ayni protokol izlenerek ¢alisildi ve beklenen sonug

araliklarina gore degerlendirildi.

3.5. Disk Difiizyon Yontemiyle Antibiyotik Duyarhiliginin Belirlenmesi

Otomatize antimikrobiyal duyarlilik yontemleriyle, en az bir karbapenem sinifi
antibiyotige kars1 orta duyarli veya direngli olarak rapor edilen suslarin
duyarliliklarma, EUCAST’mn  duyarlilik c¢alisilmasini  6nerdigi antibiyotikler
kullanilarak, Kirby-Bauer disk difiizyon yontemiyle bakildi.

a) Steril tek kullanimlik 15 cm ¢apl petri plaklarina, 4 mm yiikseklikte olacak
sekilde Mueller Hinton agar (Becton Dickinson Co, ABD) besiyeri
dokiildii. Plaklar kullanilincaya kadar +4°C’de saklandi.

b) Koyun kanl agarda saf olarak tiremis ACB kolonilerinden steril 6ze
yardimiyla almip 5 ml’lik Mueller Hinton broth (Becton Dickinson Co,
ABD) i¢ine aktarildi ve vortekslendi, 0,5 MacFarland bulaniklig1 elde

edilecek sekilde siispanse edildi.

c) Pamuk uglu steril ekiivyon, hazirlanan silispansiyon igine batirildi ve

karistirild; sonra ekiivyon tiipiin i¢ duvarina bastirilarak fazla sivi siiziildii.

d) Ekiivyon, Mueller Hinton agar plagmnin bir tarafindan baglanarak, bos yer
kalmayacak sekilde tiim yiizeye siirtiilerek ekim yapildu.

e) Petri 60 derece dondiiriilerek agar yilizeyine ekim islemi tekrarlandi. Bu

islem iki kez daha tekrar edildi.

f) Plaklarin oda 1sisinda kurumasini takiben, +4°C’den ¢ikarilip oda 1sisinda
bekletilmis olan 10 pg meropenem (MRP) (Becton Dickinson Co, ABD),
10 pg imipenem (IPM) (Becton Dickinson Co, ABD), 5 pg siprofloksasin
(CIP) (Becton Dickinson Co, ABD), 5 pg levofloksasin (LVX) (Becton
Dickinson Co, ABD), 30 ug amikasin (AN) (Becton Dickinson Co, ABD),
10 pg gentamisin (GM) (Becton Dickinson Co, ABD), 10 pg netilmisin
(NET) (Becton Dickinson Co, ABD), 10 pg tobramisin (NN) (Becton
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Dickinson Co, ABD), 1,25-23,75 pg trimethoprim- siilfametoksazol (SXT)
(Becton Dickinson Co, ABD) agar lizerine plak kenarindan 1,5 cm uzak
ve aralarinda 2-2,5 cm mesafe olacak sekilde, steril bir penset yardimiyla

yerlestirildi.
g) Besiyerleri 37°C’de 18+2 saat inkiibe edildi.

h) Siyah zemin tizerinde diskler de dahil olmak iizere inhibisyon zon gaplari

milimetrik cetvelle 6l¢tildii.

i) Elde edilen sonuglar EUCAST kriterlerine gore duyarli (S), orta duyarl
(IM) ve direngli (R) olarak degerlendirildi.

J) Kontrol susu olarak E. coli ATCC 25922 ve P. aeruginosa ATCC 27853

suslar1 kullanildi.

Tablo 7. Acinetobacter spp. icin EUCAST in 6nerdigi disk sinir degerleri

Antimikrobiyal ilag¢ Duyarh (S) > Direncli (R) <
Imipenem 23 17
Meropenem 21 15
Siprofloksasin 21 21
Levofloksasin 23 20
Amikasin 19 17
Gentamisin 17 17
Netilmisin 16 16
Tobramisin 17 17
Trimetoprim-Siilfametoksazol 14 11

3.6. Kombine Disk Testi (Sinerji Testi) ile MBL Varhgimin Arastirilmasi

Karbapenemaz iireten ACB suslarinin tespitinde fenotipik inhibisyon tabanl
testlerden olan kombine disk testi kullanildi. Meropenem-EDTA (MR+ED)
(Liofilchem, Italya), imipenem-EDTA (IMD 760) (Liofilchem, italya) ile birlikte 10
png meropenem (MRP) (Becton Dickinson Co, ABD) ve 10 pg imipenem (IPM)
(Becton Dickinson Co, ABD) diskleri MBL varliginin saptanmasi i¢in kullanildu.
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Metallo-beta-laktamaz enzim varligini arastirmak i¢in meropenem/EDTA ve

meropenem, imipenem/EDTA ve imipenem diskleri karsilikli yerlestirildi. Etilen

diamino tetra asetik asitin (EDTA) MBL’leri inhibe etme 6zelligi degerlendirildi.

Test basamaklari:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Koyun kanli agarda saf olarak iiremis ACB kolonilerinden steril 6ze
yardimiyla almip 5 ml’lik Mueller Hinton broth (Becton Dickinson Co,
ABD) i¢ine aktarildi ve vortekslendi, 0,5 MacFarland bulaniklig1 elde
edilecek sekilde siispanse edildi.

Pamuk uglu steril ekiivyon, hazirlanan siispansiyon i¢ine batirildi ve
karistirildi; sonra ekiivyon tiipiin i¢ duvarina bastirilarak fazla sivi

suzuldu.

Ekiivyon Mueller Hinton agar plaginin bir tarafindan baslanarak, bos yer

kalmayacak sekilde tiim yiizeye siirtiilerek ekim yapildi.

Petri 60 derece dondiiriilerek agar yiizeyine ekim islemi tekrarlandi. Bu

islem iki kez daha tekrar edildi.

Plaklarin oda 1s1sinda kurumasini takiben, +4°C’den ¢ikarilip oda 1sisinda
bekletilmis olan meropenem ve meropenem/EDTA, imipenem ve
imipenem/EDTA diskleri, inhibisyon boélgelerinin diizglin bir sekilde
Olclilmesine olanak saglayacak sekilde, aralarinda uygun mesafeler
birakilarak steril penset yardimiyla Mueller Hinton agar besiyeri iizerine

yerlestirildi.
Besiyerleri 37°C’de 18+2 saat inkiibe edildi.

Siyah zemin tizerinde diskler de dahil olmak {izere inhibisyon zon ¢aplari

milimetrik cetvelle 6l¢ildii.

Inhibitdrle birlikte meropenem ve inhibitérle birlikte imipenem diskleri
etrafindaki zon capindaki artig, tek basimna imipenem ve meropenem
disklerinin etrafindaki zon capindan 7 mm ve daha fazla olmussa test

pozitif olarak degerlendirildi (175, 176).
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9) Kontrol susu olarak E. coli ATCC 25922 ve P. aeruginosa ATCC 27853

suslar1 kullanildi.

Resim 4. Meropenem-EDTA pozitif, imipenem-EDTA negatif olan kombine disk testi

3.7. Gradient Strip Test Yontemiyle Kolistin Duyarliliginin Saptanmasi

Calismaya alinan ACB suslarinin kolistin MIK degerleri EUCAST onerisi
dogrultusunda, kolistin strip (Liofilchem, Italya) kullanilarak bakildi.

Test basamaklar::

1) Koyun kanli agarda saf olarak iiremig ACB kolonilerinden steril 6ze ile
almp 5 ml’lik steril serum fizyolojik igeren tiiplere aktarildi ve
vortekslendi, 0,5 MacFarland bulaniklig1 elde edilecek sekilde siispanse
edildi.

2) Pamuk uglu steril ekiivyon, hazirlanan siispansiyon igine batirildi ve

karistirildi; sonra ekiivyon tiiplin i¢ duvarina bastirilarak fazla sivi1 siiziildii.

3) Ekiivyon Mueller Hinton agar plaginin bir tarafindan baslanarak, bos yer

kalmayacak sekilde tiim yiizeye siirtiilerek ekim yapildi.
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4) Petri 60 derece dondiiriilerek agar yiizeyine ekim islemi tekrarlandi. Bu

islem iki kez daha tekrar edildi.

5) Muhafaza edildikleri -20°C’den ¢ikarilmig, gradient strip test igin
kullanilacak kolistin emdirilmis stripler, steril penset yardimiyla Mueller

Hinton agar besiyeri lizerine yerlestirildi.
6) Besiyerleri 37°C’de 1842 saat inkiibe edildi.

7) Kolistin MIK degerleri, iiremenin tam inhibe oldugu zonun gradient strip

test seridini kestigi nokta baz alinarak belirlendi.

8) Internal kontrol susu olarak P. aeruginosa ATCC 27853 susu kullanildi.

Tablo 8. Acinetobacter spp. igin EUCAST m 6nerdigi kolistin MIK sinir degeri
(mg/L)

Antimikrobiyal ilag Duyarh (S) < Direncli (R) >
Kolistin 2 2

Resim 5. Gradient strip test yontemiyle kolistin duyarl saptanan A. baumannii izolati
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3.8. Karbapenemaz Gen Bélgelerinin Molekiiler Yontemlerle Arastirilmasi

Calismamizda, konvansiyonel multipleks PCR yontemi kullanildi. Farkl
smiflara ait karbapenemaz enzimlerini kodlayan blaOXA-51, blaOXA-23, blaOXA-
24, blaOXA-58, blaGES, blaVIM, blaIMP, blaSIM, blaNDM genlerinin saptanmasi
amactyla tasarlanmig primerler kullanilarak, ii¢ farkli reaksiyon miksi hazirlandi ve
optimum sartlar altinda PCR gerceklestirildi. PCR sonucu, bakilan genlere ait farkli

bliytikliikteki amplikonlar jel elektroforez yontemiyle goriintiilenerek degerlendirildi.

Multipleks PCR yonteminin optimizasyonu ve pozitif kontrol olarak Dokuz
Eyliil Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan temin edilen
dort adet A. baumannii izolat1 ve Recep Tayyip Erdogan Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan temin edilen dort adet A. baumannii DNA
ekstrakti kullanildi. blaSIM geni i¢in pozitif kontrol temin edilemedi. Temin edilen

sus ve DNA eldelerinin 6zellikleri Tablo 9°da gosterilmistir.

Tablo 9. Kalite kontrol suslar1 ve kontrol DNA eldeleri

Direng¢ Geni Tiir Kaynak
blaOXA-51 A.baumannii DSK
blaOXA-23 A.baumannii DSK
blaOXA-24 A.baumannii DSK
blaOXA-58 A.baumannii DSK
blaGES A.baumannii RSK
blaVIM A.baumannii RSK
blaIMP A.baumannii RSK
blaNDM A.baumannii RSK

DSK: Dokuz Eyliil Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Sus Koleksiyonu

RSK: Recep Tayyip Erdogan Universitesi Tip Fakiiltesi T1ibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 Sus Koleksiyonu
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M OXA OxA 2.1ZOLAT _ 3.1ZOLAT 4.1ZOLAT 5.1ZOLAT
51 -23 8

PK PK PK

Resim 6. Calismamizdaki PCR pozitif izolatlarin, pozitif kontrollerin ve negatif

kontroliin jel goriintiisii

PK: Pozitif kontrol NK: Negatif kontrol
1. Izolat: OXA-51 pozitif, 2. Izolat: OXA-51 ve OXA-23 pozitif, 3. Izolat: OXA-51, OXA-23 ve NDM
pozitif, 4. Izolat: OXA-51, NDM pozitif, 5. izolat: OXA-51 ve OXA-58 pozitif

3.8.1. Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter baumannii  kompleks
izolatlarimin Canlandirilmasi ve Plazmit DNA Ekstraksiyonu

Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter baumannii kompleks izolatlarini
iceren kriyotiipler (Or-Bak, Tirkiye) -80°C’li derin dondurucudan ¢ikartild.
Kriyotiiplerden birka¢ adet seramik boncuk Mueller Hinton broth (Becton Dickinson
Co, ABD) igeren tiiplere konarak bir gece 37°C’lik etiivde bekletildi. Daha sonra %5
KKA (Oxoid, Ingiltere), L-EMB agar (Oxoid, Ingiltere) besiyerlerine pasajlandi.
Aerobik ortamda, normal atmosferde, 37°C’de etiivde 18-24 saat inkiibasyon
sonrasinda taze kiiltiir pasajlarindan saf olarak elde edilen bakteri kolonileri plazmit

DNA ekstraksiyonu i¢in kullanildi.

Plazmit DNA ekstraksiyonu NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel,
Almanya) plazmit DNA piirifikasyon kiti kullanilarak gergeklestirildi. Ekstraksiyon,
diretici firma tarafindan hazirlanan el kitabindaki spin protokol yontemi izlenerek

gergeklestirildi.
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Yontem asamalari:

On hazirhk: Resuspension Buffer Al’den 1 ml alinarak, liyofilize haldeki
RNaz A tiipline eklendi ve vortekslenerek karigsmasi saglandi. Elde edilen soliisyon,
Buffer Al sisesine tekrar bosaltildi ve karistirildi. RNazin eklendigi tarih sise lizerine
not edildi. Buffer A1 kullanim sonunda +4°C’de saklandi. Konsantre haldeki 12 mI’lik
Wash Buffer A4 i¢ine 48 ml etanol eklendi ve karigsmasi saglandi.

1) Hiicre lizisi: Pellet halindeki bakterilerin 6nce Buffer Al ile
resiispansiyonu gerceklestirildi. Sonra SDS (sodium dodesil siilfat)/alkaline lizisle
(Buffer A2) plazmit DNA’sinin bakteri hiicresinden serbestlesmesi saglandi. Meydana
gelen lizatin nétralizasyonunu ve boylece plazmit DNA’sinin silika membrana daha

kolay yapismasini saglamak amaciyla Buffer A3 (Neutralization buffer) kullanildi.
Hiicre lizisi sirasiyla sdyle yapildi:

a) 250 pl Buffer A1 (resuspension buffer), kapakli 2 ml’lik eppendorf tiipiine
eklendi. Koyun kanli agardaki saf kolonilerden steril 6ze araciligiyla 5-10
adet alinarak Buffer Al i¢ine eklendi. Tamamen ¢o6ziinme gerceklesene

kadar vortekslendi.

b) 250 pl mavi renkli Buffer A2 (lysis buffer) eklendi. Tiip tam karigma olsun
diye 8-10 kez alt iist edildi (Genomik DNA’nin dagilmasini engellemek

amaciyla vorteksleme isleminden kacinildi).
c) Oda sisinda 5 dakika bekletildi.

d) 300 pl Buffer A3 (Neutralization buffer) eklendi. Mavi renk tamamen
kaybolana kadar tiip alt {ist edilerek karistirildi.

2) Lizatin berraklastirilmasi: Elde edilen lizatin berrakliginin saglanmasi
amaciyla tiip oda 1sisinda 11.000 x g’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi.

Siipernatantin berrak gériinmemesi durumunda bu basamak bir kez daha tekrarlandi.
3) DNA’min Baglanmasi
a) Kolon, kit iginden ¢ikan 2 ml’lik toplama tiipii i¢ine yerlestirildi.

b) Ikinci basamak sonrasinda elde edilen siipernatanttan otomatik pipet

aracilifiyla maksimum 750 pl olacak sekilde alinip kolon iizerine eklendi.
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9)
h)

11.000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi kolon filtresinden toplama tiipii icine gegen sivi1 atildi.
Kolon tekrar bos toplama tiipii i¢ine yerlestirildi.

Silika membranin yikanmasi

Daha 6nceden 50°C’ye 1sitilmis olan Buffer AW (wash buffer-1)’dan 500
ul eklendi.

11.000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi1 kolon filtresinden toplama tiipii i¢ine gegen siv1 atildi.
Kolon tekrar bos toplama tiipii i¢ine yerlestirildi.

600 ul Buffer A4 eklendi (wash buffer-2).

11.000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi kolon filtresinden toplama tiipii i¢ine gegen s1v1 atildu.

Kolon tekrar bos toplama tiipii i¢ine yerlestirildi.

5) Silika membranin kurutulmasi: Silika membran {izerinde kalan etanoliin

tamamen uzaklastirilmasi i¢in tiip 11.000 x g’de 2 dakika santrifiij edildi. Santrifiij

sonrasi toplama tiipii atildi.

6) DNA’nin eliisyonu

a)

Kolon daha 6nceden numaralandirilmis 2 ml’lik temiz eppendorf tiipii i¢ine

yerlestirildi.

50 pl Buffer AE (elution buffer) eklendi.
Oda 1s1sinda 1 dakika inkiibe edildi.
11.000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi kolon atilarak, eppendorf tiip i¢inde elde edilmis olan saf

plazmit DNA’s1 PCR reaksiyonunda kullanilmak iizere +4°C’de bekletildi.
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3.8.2. DNA Ekstraksiyonunun Kontrolii

Plazmit DNA ekstraksiyonunun kontrolii agaroz jel elektroforeziyle yapildi.

1)

2)

3)
4)
5)

6)

7)

8)

9)

2 g agaroz, 100 ml 1X TBE (tris-borik asit-EDTA) tamponu iginde

eritilerek %?2’lik agaroz jel hazirlandi.

Hazirlanan jel soguduktan sonra igine 0,2 pg/ml olacak sekilde 20 pl
etidyum bromid eklendi.

Jel, taraklar1 hazirlanmis kalibin i¢ine dokiildii.
Jel donduktan sonra tarak ¢ikarilarak, elektroforez tankina yerlestirildi.
Elektroforez tanki i¢ine 1X TBE tampon konuldu.

5 ul jel yiikleme boyasi [loading dye (New England BioLabs, Ingiltere)],
5 ul DNA ekstraktiyla karistirildi.

Elde edilen 10 pl’lik karisim jel tizerindeki kuyucuklara yiiklendi.

Jel 1X TBE tampon i¢inde 100 volt uygulanarak 40 dakika boyunca
yiiriitildi.

Ultraviyole aydinlaticida (Vilbert Lourment, Almanya) inceleme yapildi

ve kalin bant olusumu DNA ekstraksiyonunun dogru yapildig1 seklinde

yorumlandi.

3.8.3. PCR Mikslerinin Hazirlanmasi

Birbirine yakin biiyiikliikkte olan genleri saptayan primerler aym1 mikse

konmamaya ¢aligilarak, ti¢ farkli reaksiyon karisimi hazirlandi. Her bir reaksiyon

karigiminda ii¢ farkli gen bolgesinin forward ve reverse primerleri yer aldi. Buna gore

birinci reaksiyon karisimiyla blaOXA-51, blaSIM, blaGES genleri; ikinci reaksiyon
karisimiyla blaNDM, blaOXA-23, blaOXA-24 genleri; ii¢iincii reaksiyon karisgimiyla
ise blaVIM, blaIMP, blaOXA-58 gen bolgeleri arastirildi. PCR reaksiyon karigimlari

hazirlanirken ve PCR reaksiyon kosullar1 saglanirken Poirel ve arkadaslarinin

bildirdigi PCR tabanli teknik esas alindi (177). Optimizasyon ¢alismalar1 sirasinda

reaksiyon miksleri ve amplifikasyon kosullarinda bazi degisiklikler yapilarak ¢alisma
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gerceklestirildi. Calismamizda kullanilan primerlerin oligoniikleotit dizileri ve

reaksiyon karisimlarinin igerikleri Tablo 10-11-12-13de gosterilmistir.

Tablo 10. Calismada kullanilan primerlerin niikleotit dizileri

Primerler Sekans (5'—>3') Uriin
biyiikligi
(baz cifti)

(bg)

OXA-51F TAATGC TTT GAT CGG CCT TG 353

OXA-51R TGG ATT GCACTT CAT CTT GG

OXA-23 F GAT CGG ATT GGA GAA CCA GA 501

OXA-23R ATT TCT GAC CGC ATT TCC AT

OXA-24 F GGT TAGTTG GCC CCCTTA AA 246

OXA-24R AGT TGA GCG AAAAGG GGATT

OXA-58 F AAG TATTGG GGC TTG TGC TG 599

OXA-58 R CCCCTCTGC GCT CTACAT AC

NDM F GGTTTG GCGATCTGGTTTTC 621

NDM R CGG AAT GGC TCATCACGATC

VIM F GAT GGT GTT TGG TCG CAT A 390

VIM R CGA ATG CGC AGC ACC AG

IMP F GGA ATAGAGTGGCTT AATTCT C 232

IMP R GGT TTA ATAAAACAACCACC

SIMF TAC AAG GGATTC GGC ATCG 570

SIMR TAATGG CCTGTT CCCATG TG

GESF ATGCGCTTCATTCACGCAC 863

GESR CTATTT GTC CGT GCT CAG GA
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Tablo 11. Reaksiyon karigimi 1

] Son
Eklenen Hacim
Konsantrasyon
Distile Su 6,75 ul -
10X PCR Buffer (Mg-free)
. 5ul 1X
(New England BioLabs, Ingiltere)
25 mM MgCI2
) . 3pul 1,5mM
(New England BioLabs, Ingiltere)
dNTP Stok Soliisyon
) . 1l 200 uM
(New England BioLabs, Ingiltere)
Primer OXA-51-F
Sul 1 uM
(Alpha DNA, ABD)
Primer OXA-51-R
5ul 1 uM
(Alpha DNA, ABD)
Primer GES-F
5l 1 uM
(Alpha DNA, ABD)
Primer GES-R
5l 1 uM
(Alpha DNA, ABD)
Primer SIM-F
Sul 1 uM
(Alpha DNA, ABD)
Primer SIM-R
Sul 1 uM
(Alpha DNA, ABD)
Taq Polimeraz
. 0,25 pl 1,25U
(New England BioLabs, Ingiltere)
Ekstraksiyon Uriinii DNA 4 ul --
Toplam Hacim 50 nl --




Tablo 12. Reaksiyon karigimi 2

Eklenen Hacim Kons;r?tr;asyon
Distile Su 6,75 ul -
10X PCR Buffer (Mg-free) 5ul 1X
25 mM MgCI2 3ul 1,5 mM
dNTP Stok Soliisyon 1 ul 200 uM
Primer OXA-23-F 5pul 1 uM
Primer OXA-23-R S5ul 1 uM
Primer OXA-24-F S5ul 1 uM
Primer OXA-24-R S5ul 1uM
Primer NDM-F S5ul 1 uM
Primer NDM-R S5ul 1 uM
Taq Polimeraz 0,25 ul 1,25U
Ekstraksiyon Uriinii DNA 4 ul --
Toplam Hacim 50 pl --
Tablo 13. Reaksiyon karigimi 3
Eklenen Hacim Son
Konsantrasyon
Distile Su 6,75 ul -
10X PCR Buffer (Mg-free) S5ul 1X
25 mM MgCI2 3ul 1,5 mM
dNTP Stok Soliisyon 1 ul 200 uM
Primer OXA-58-F Sl 1 uM
Primer OXA-58-R S5ul 1 uM
Primer VIM-F Sl 1 uM
Primer VIM-R S5ul 1 uM
Primer IMP-F 5pul 1 uM
Primer IMP-R S5ul 1 uM
Taq Polimeraz 0,25 ul 1,25U
Ekstraksiyon Uriinii DNA 4 ul --
Toplam Hacim 50 nl -
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3.8.4. PCR Kosullarimin Saglanmasi ve PCR’1n Gerceklestirilmesi

Hazirlanan, 4 pl ekstrakte edilmis DNA ornegi igeren her bir reaksiyon

karigimiyla asagida belirtilen dongii kosullarinda PCR gergeklestirildi.

95°C—5 dakika On denatiirasyon
94°C—1 dakika denatiirasyon )
53°C—1 dakika baglanma — 35 dongii
72°C—1 dakika uzama _

72°C—10 dakika son uzama

Her bir PCR ¢alismasina 10 ACB izolati, her miks i¢in pozitif kontrollerden

biri ve bir negatif kontrol (reaksiyon mikslerine distile su eklenerek elde edildi) alindi.

3.8.5. PCR Uriinlerinin Goriintiilenmesi

PCR f{irtinlerinin goriintiilenmesi amaciyla agaroz jel elektroforezi yapildi.

1)

2)

3)
4)
5)
6)

7)

2 g agaroz, 100 ml 1X TBE (tris-borik asit-EDTA) tampon iginde

eritilerek %2’lik agaroz jel hazirlandu.

Hazirlanan jel soguduktan sonra igine 0,2 pg/ml olacak sekilde 20 ul
etidyum bromid eklendi.

Jel, taraklar1 hazirlanmig kalibin i¢ine dokiildii.

Jel donduktan sonra tarak cikarilarak, elektroforez tankina yerlestirildi.
Elektroforez tanki i¢ine 1X TBE tamponu konuldu.

5 ul jel yiikleme boyasi (loading dye), 15 pl PCR {iriinii ile karistirildi.

Agar tizerindeki ikinci kuyucuktan baglayarak, sirasiyla her bir kuyucuga
20 pl’lik amplifikasyon miksi eklendi. Her bir izolat i¢in {i¢ farklh
reaksiyon karisimi (bir=OXA-51, GES, SIM, iki=OXA-23, OXA-24,
NDM, UC=0XA-58, VIM, IMP) ile amplifikasyon yapildigindan, her bir
izolat i¢in {i¢ kuyucuga yiikleme yapildi.
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8) Bant biyiikliiklerinin dogru bir sekilde degerlendirilebilmesi igin ilk
kuyucuga marker [100 bg DNA ladder (New England BioLabs, ingiltere)]
yiiklendi.

9)  Ornekler yiiklendikten sonra jel 1X TBE tamponu i¢inde 100 volt ile 80
dakika boyunca yiiriitiildii.

10) Ultraviyole aydinlaticida inceleme yapildi ve bant olusumlari

degerlendirildi.

11) Elde edilen bantlarin fotografinin ¢ekilmesinde VersaDoc Imaging

System Model 1000 (Bio-Rad, Ingiltere) goriintiileme cihazi kullanilds.

12) Her bir elektroforez isleminde ii¢ pozitif kontrol (GES, OXA-51,
SIM’den biri; NDM, OXA-23, OXA-24’ten biri; OXA-58, IMP,
VIM’den biri), bir negatif kontrol ve bes izolat (bir izolat icin {i¢ farkl
kuyucuga yiikleme) degerlendirmeye alindi.

3.9. Istatistiksel Degerlendirme

PCR sonuglari altin standart kabul edilerek fenotipik MBL saptama testinin
duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif 6ngdrii degeri ve negatif 6ngorii degeri hesaplandi (178).
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4. BULGULAR

Calismamiza dahil edilen, EUCAST kriterlerine gére imipenem ve meropenem
direncli 142 ACB izolatinin 69 (%48,6)’u trakeal aspirat, 29 (%20,4)’u sonda idrar1,
16 (%]11,3)’s1 periferik venden alinan kan, 12 (%8,5)’si kateterden alinan kan, 11
(%7,7)’1 yara ve besi (%3,5) beyin omurilik sivist (BOS) 6rneklerinden izole edildi.

Calismamiza dahil edilen izolatlarin izole edildikleri klinik 6rnek ¢esidine gore

dagilimi1 Tablo 14’te gosterilmistir.

Tablo 14. ACB izolatlarinin klinik materyallere gore dagilimi

Klinik Trakeal | Sonda Kan Kateter | Yara | BOS | Toplam
Materyal Aspirat | jqran | (Periferik kam

ven)
Say1 (n) 69 29 16 12 11 5 142
Oran (%) 48,6 20,4 11,3 8,5 7,7 3,5 100

BOS: Beyin omurilik sivist

Klinik Ornek Tipi %

B Trakeal Aspirat

H Sonda idrari

M Kan (Periferik ven)

Kateter kani

Yara

m Beyin Omurilik Sivisi

Sekil 1. ACB izolatlarinin klinik materyallere gore dagilimi (%)

Calismamiza dahil edilen izolatlarin gonderildikleri klinik birimlere gore

dagilimlar1 Tablo 15°te gosterilmistir. Buna gore 142 izolattan 50 (%35,2)’si en ¢ok
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oranla Anestezi ve Reanimasyon YBU’den gonderilen &rneklerden izole edilmistir.
Toplamda 128 (%90,2) izolat yogun bakim iinitelerinden, 14 (%9,8) izolat servislerden

gonderilen 6rneklerden elde edilmistir.

Tablo 15. ACB izolatlarinin kliniklere gore dagilimi

Klinik Say1 (n) Oran (%)
Anestezi ve Reanimasyon YBU 50 %35,2
Acil Cerrahi YBU 21 %014,8
Néroloji YBU 17 %12
Acil Dahiliye YBU 14 %10
Genel Dahiliye YBU 12 %8,4
Norosiriirji YBU 9 96,3
Ortopedi Servisi 6 %4,2
Norosiriirji Servisi 5 %3,5
KVC YBU 3 %2,1
Genel Cerrahi Servisi 1 %0,7
KVC Servisi 1 %0,7
Yenidogan YBU 1 %0,7
Cocuk Hastahiklar1 YBU 1 %0,7
Noroloji Servisi 1 %0,7
Toplam 142 %100
YBU: Yogun bakim iinitesi KVC: Kardiyo vaskiiler cerrahi
Klinik Birimler %
KVC Servisi 00,7
Genel Cerrahi Servisi 00,7
Noroloji Servisi 0,7
Cocuk Hastaliklari YBU 10,7
Yenidogan YBU 10,7
KvCYBU 24
No&rosirirji Servisi 3,5
Ortopedi Servisi 42
Nérosiriirji YBU 6,3
Genel Dahiliye YBU 8,4
Acil Dahiliye YBU 10
Néroloji YBU 12
Acil Cerrahi YBU 14,8
Anestezi ve Reanimasyon YBU 35,2
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Sekil 2. ACB izolatlarinin kliniklere gore dagilimi (%)
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Calistigimiz 142 izolatin, EUCAST klinik sinir degerler baz alinarak yapilan
antimikrobiyal duyarlilik sonuglart Tablo 16°da gosterilmistir. Calismamiza dahil
edilen izolatlar, imipenem ve meropenem i¢in direngli veya orta duyarlilik kriterini
saglayanlardan olusturulmustur ve tliim izolatlar imipenem ve meropenem
antibiyotiklerine %100 direngli bulunmustur. Siprofloksasin ve levofloksasin
antibiyotiklerinin ikisine de 142 izolatin 133 (%93,7)’l direngli, dokuzu (%6,3)
duyarli bulunmustur. Aminoglikozitlerden en fazla diren¢ amikasinde goriilmiistiir.
Amikasin i¢in 142 izolatin 133 (%93,7)’i direngli, dokuzu (%6,3) duyarh
bulunmustur. Netilmisin, gentamisin ve tobramisin i¢in direnglilik sirastyla 107
(%75), 104 (%73), 100 (%70) izolat seklinde bulunmustur. Trimetoprim-
stilfametoksazola izolatlarin 87 (%61,3)’si direncli, 16 (%11,3)’s1 orta duyarli ve 39
(%27,4)’u duyarli bulunmustur. Kolistin direnci iki (%1,4) izolatta saptanmustir.

Tablo 16. ACB izolatlarmin Kirby-Bauer disk difiizyon yontemiyle saptanan
antimikrobiyal duyarlilik paterni [n (%)]

Antimikrobiyal Ila¢ Duyarh Orta duyarh Direncli
Imipenem 142 %100
Meropenem 142 %100
Siprofloksasin 9 %6,3 133 %93,7
Levofloksasin 9 %6,3 133 %93,7
Amikasin 9 %6,3 133 %93,7
Gentamisin 38 %27 104 %73
Netilmisin 35 %25 107 %75
Tobramisin 42 %30 100 %70
SXT 39 %27,4 16 %11,3 87 %61,3

SXT: Trimetoprim-siilfametoksazol
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Sekil 3. ACB izolatlarinin Kirby-Bauer disk difiizyon yontemiyle saptanan
antimikrobiyal duyarlilik paterni (%)

Tablo 17. ACB izolatlarinin kolistin i¢in gradient strip test sonuglari [n (%)]

Antimikrobiyal Ila¢ Duyarh Direncli
Kolistin 140 %98,6 2%1,4

Calismamiza dahil edilen 142 izolatin 14 (%9,9)’ti imipenem-EDTA kombine
disk testi, 35 (%24,7)’i meropenem-EDTA kombine disk testiyle pozitif sonug verdi.
Imipenem-EDTA, meropenem-EDTA kombine disk testlerinin ikisiyle birlikte pozitif
sonug veren izolat sayist ise 13 (%9,1)’tli. Kombine disk testlerinin sonuglar1 Tablo

18°de gosterilmistir.

Tablo 18. ACB izolatlarinin imipenem-EDTA, meropenem-EDTA kombine disk testi

sonuglari [n (%)]

Kombine Disk Testi Pozitif Negatif Toplam
Imipenem-EDTA 14 %9,9 128 %90,1 142 %100
Meropenem-EDTA 35 %24,7 107 %75,3 142 %100
Imipenem-EDTA ve Meropenem- 13 %9,1 129 %90,9 142 %100
EDTA ikisi beraber +
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Calismamiza dahil edilen 142 izolatin 137 (%96,5)’sinde OXA-51 pozitif
saptandi. OXA-51 saptanmayan bes izolattan {igiinde (%2,1) baska hi¢bir gen bolgesi
de pozitif saptanmazken, diger ikisinde (%1,4) yalnizca NDM geni pozitif saptandi.
OXA-51 ve OXA-58 birlikte pozitifligi bir (%0,7) izolatta saptandi. OXA-51 ve NDM
birlikte iki (%1,4) izolatta pozitifti. OXA-51, OXA-23 ve NDM birlikte yedi (%5)
izolatta pozitifti. Caligmaya dahil ettigimiz 142 izolatin 127 (9%89,4)’sinde OXA-51
ve OXA-23 birlikte pozitifligi mevcuttu. Calismamizda saptadigimiz gen bolgelerinin

dagilimi1 Tablo 19°da gosterilmistir.

Tablo 19. ACB izolatlarinda goriilen karbapenemaz genlerinin dagilimi [n (%)]

Hig¢ gen bolgesi | OXA-51 ve OXA-51ve | OXA-51ve | OXA-51, Sadece NDM
saptanmayan OXA-23 OXA-58 NDM OXA-23
birlikte birlikte birlikte ve NDM
birlikte
Pozitif 3%2,1 127 %89,4 1 %0,7 2 %1,4 7 %5 2%14
Negatif 139 %97,9 15 %10,6 141 %99,3 140 %98,6 135 %95 140 %98,6
Toplam | 142 %100 142 %100 142 %100 142 %100 142 %100 | 142 %100

Calismamiza dahil edilen 142 izolattan higbir gen bdlgesi saptanmayan ii¢
(%2,1) izolat, Anestezi ve Reanimasyon YBU, Genel Dahiliye YBU ve Nérosiriirji
Servis’lerinden gonderilen birer adet 6rnege aitti. Toplamda 127 (%89,5) ornekte
saptanan OXA-51 ve OXA-23 birlikteligi, toplamda en fazla izolatin ¢alisildig1 bolim
olan Anestezi ve Reanimasyon YBU’den gonderilen 45 (%31,7) drnekte pozitifti. Yine
OXA-51 ve OXA-58 birlikte pozitifligi olan bir (%0,7) Ornek Anestezi ve
Reanimasyon YBU’den génderilmisti. OXA-51 ve NDM birlikte pozitif olan iki
(%1,4) 6rnek Acil Cerrahi YBU ve Ortopedi Servis’lerinden gonderilmisti. OXA-51,
OXA-23 ve NDM birlikte pozitif olan yedi (%4,9) drnegin ti¢ii (%2,1) Anestezi ve
Reanimasyon YBU’den gonderilmisti. Bu yedi (%4,9) drnekten diger doérdii, Acil
Cerrahi YBU’den bir (%0,7), Néroloji YBU’den bir (%0,7), KVC YBU’den bir
(%0,7), Genel Cerrahi Servisi’nden bir (%0,7) ornek olmak iizere gonderilmisti.
Sadece NDM pozitifligi Cocuk Hastaliklar1 YBU ve Noéroloji Servis’lerinden
gonderilen birer (%0,7) drnekte pozitifti. Orneklerin gonderildigi klinikler ve gen

bolgesi pozitiflikleri Tablo 20’de gosterilmistir.
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Tablo 20. Tespit edilen genlerin kliniklere gore dagilimi [n (%)]

Klinik Hic gen OXA-51 OXA-51 OXA-51 OXA-51, Sadece Toplam
bolgesi ve OXA- ve OXA- ve NDM OXA-23 NDM +
saptanmayan 23 58 birlikte + | ve NDM
birlikte + | birlikte + birlikte +
Anestezi ve
Reanimasyon 1 %0,7 45 %31,7 1 %0,7 3%2,1 50 %35,2
YBU
Acil Cerrahi
.. 19 %13,4 1 %0,7 1 %0,7 21 %14,8
YBU
Acil Dahiliye
.. y 14 %10 14 %10
YBU
Genel
Dahiliye 1 %0,7 11 %7,7 12 %8,4
YBU
Néroloii
Y 16 %11,3 1%0,7 17 %12
YBU
Norosiriirji
.. 9 %6,3 9 %6,3
YBU
Ortopedi
PS 5%3,5 1%0,7 6 9%4,2
Servisi
Norosiriirji
o 1 %0,7 4 %2,8 5%3,5
Servisi
KVC YBU 2%1,4 1 %0,7 3%2,1
Genel
Cerrahi 1 %0,7 1 %0,7
Servisi
KVC Servisi 1 %0,7 1 %0,7
Yenidogan
.. 1 %0,7 19%0,7
YBU
Cocuk
Hastaliklar: 1 %0,7 1 %0,7
YBU
Noroloji
. 1 %0,7 19%0,7
Servisi
127 142
Toplam 3%2,1 1 %0,7 2%1,4 7 %4,9 2 %1,4
%389,5 %2100

Calismamizda OXA-51 ve OXA-23 birlikte pozitifligi gosteren izolatlarin
cogunlugu trakeal aspirat drneklerinden izole edildi. OXA-51 ve OXA-23 birlikte

pozitifligi, gonderilen trakeal aspirat Orneklerinin 64 (%45,1)’linden izole edildi.
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OXA-51 ve OXA-23 birlikte pozitifligi saptanan 25 (%17,6) izolat sonda idrarindan,
14 (%10) izolat periferik ven kanindan, 10 (%7) izolat kateter kanindan, dokuz (%6,3)
izolat yaradan, bes (%3.5) izolat BOS’tan izole edildi. OXA-51, OXA-23 ve NDM
birlikte pozitifligi olan ii¢ (%2,1) izolat trakeal aspirat 6rneginden, iki (%]1,4) izolat
kateter kanindan, birer (%0,7) izolatsa periferik ven kani ve sonda idrar1 6rneklerinden
izole edildi. OXA-51 ve NDM’nin birlikte pozitif oldugu iki izolattan biri (%0,7)
sonda idrari, biri (%0,7) yara 6rneginden izole edildi. OXA-51 ve OXA-58 birlikte
pozitifligi olan bir (%0,7) izolat trakeal aspirat Orneginden izole edildi. Sadece
NDM’nin pozitif saptandigi iki (%]1,4) izolattan biri (%0,7) sonda idrarindan, biri
(%0,7) ise periferik ven kanindan izole edildi. Tespit ettigimiz gen bolgelerinin klinik

ornek tiirlerine gore dagilimi1 Tablo 21°de gosterilmistir.

Tablo 21. Tespit edilen genlerin klinik 6rnek tiirlerine gore dagilimi [n (%)]

Klinik OXA- | OXA-51, | OXA-51 | OXA-51 Hig gen Sadece | Toplam

Ornek 51 ve OXA-23 | ve NDM | ve OXA- bolgesi NDM
Tiiri OXA- | ve NDM | birlikte + 58 saptanmayan +
23 birlikte + birlikte +
birlikte
+
Trakeal 64
. 3%2,1 1 %0,7 1 %0,7 69 %48,6
Aspirat %45,1
Sonda 25
. 1 %0,7 1 %0,7 1 %0,7 1%0,7 | 29 %20,4
Idran %17,6
Kan
(Priferik | 14 %10 1 %0,7 1%0,7 | 16 %114
ven)
Kateter
10 %7 2%1,4 12 %8,4
kam
Yara 9 %6,3 1 9%0,7 1 %0,7 11 %7,7
BOS 5 %3,5 5%3.5
127
Toplam 7 %4,9 2 %1,4 1 %0,7 3%2,1 2 %1,4 142 %
%389,5

BOS: Beyin omurilik sivist
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Calismamiza dahil ettigimiz 142 izolattan 64 (%45) tanesi 2014 yili, 55
(%38,8) tanesi 2015 yili, 23 (%16,2) tanesi ise 2016 yilina ait orneklerden izole
edilmistir. 2016 yil1 verileri ilk 8 aylik zaman dilimini kapsamaktadir. Toplamda 127
(%89,5) izolatta tespit edilen OXA-51 ve OXA-23 birlikte pozitifligi 2014 yilinda 60
(%42,2), 2015 yilinda 49 (%34,6), 2016 yilinda 18 (%12,7) izolatta tespit edilmistir.
OXA-51 ve OXA-58 birlikte pozitifligi 2015 yilindaki bir (%0,7) izolatta saptanmastir.
2014 ve 2016 yillarinda izole edilen birer (%0,7) izolatta sadece NDM pozitifligi
bulunmustur. OXA-51 ve NDM birlikte pozitif bulunan iki (%1,4) izolat 2015 yilinda
izole edilmistir. Karbapenemaz genlerinin yillara gore pozitiflik durumu Tablo 22’de

gosterilmigtir.

Tablo 22. Karbapenemaz genlerinin yillara gore pozitiflik durumu [n (%)]

Donem OXA-51 ve OXA-51, | OXA-51 OXA-51 Hic gen Sadece Toplam

OXA-23 OXA-23 ve NDM ve OXA- bolgesi NDM +

birlikte + ve NDM | birlikte + 58 saptanmayan

birlikte + birlikte +

2014 60 %42,2 2%14 1 %0,7 1 %0,7 64 %45
2015 49 %34,6 3%2,1 2%1,4 1 %0,7 55 %38,8
2016 18 %12,7 2%1,4 2%1,4 1 %0,7 23 %16,2
Toplam 127 %89,5 7 %4,9 2%1,4 1 %0,7 3 %2,1 2%14 142 %100

2016 yil1, ilk 8 aylik zaman dilimini kapsar

Metallo-beta-laktamaz (MBL) pozitif ve negatif saptanan izolatlarin
imipenem-EDTA kombine disk testi sonuglar1 Tablo 23’te gosterilmistir. Metallo-
beta-laktamaz (MBL) pozitif saptanan 11 susun dokuzunda (%82) imipenem-EDTA
ile sinerji saptanirken, iki susta (%18) sinerji saptanmamistir. Metallo-beta-laktamaz
(MBL) negatif olan 131 susun besinde (%4) sinerji testi ile pozitiflik saptanmustir.
Imipenem-EDTA kombine disk testinin MBL varligin1 saptamadaki duyarlilig %81,8
(9/11), 6zgiilligl %96,2 (126/131), pozitif ongorii degeri %64,3 (9/14), negatif dngorii
degeri %98,4 (126/128) olarak bulunmustur.
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Tablo 23. imipenem-EDTA kombine disk testi degerlendirmesi

Imipenem-EDTA + Imipenem-EDTA - Toplam
PCR + 9 2 11
PCR - 5 126 131
Toplam 14 128 142

Metallo-beta-laktamaz (MBL) pozitif ve negatif saptanan izolatlarin
meropenem-EDTA kombine disk testi sonuglar1 Tablo 24’te gdsterilmistir. Metallo-
beta-laktamaz (MBL) pozitif saptanan 11 susun 11’inde de (%100) meropenem-EDTA
ile sinerji saptanmistir. Metallo-beta-laktamaz (MBL), negatif olan 131 susun 24’{inde
(%18,3) sinerji testi ile pozitiflik saptanmistir. Meropenem-EDTA kombine disk
testinin MBL varligin1 saptamadaki duyarliligt %100 (11/11), ozgilligi %81,7
(107/131), pozitif ongorii degeri %3 1,4 (11/35), negatif dngori degeri %100 (107/107)

olarak bulunmustur.

Tablo 24. Meropenem-EDTA kombine disk testi degerlendirmesi

Meropenem-EDTA + Meropenem-EDTA - Toplam
PCR + 11 0 11
PCR - 24 107 131
Toplam 35 107 142

Tablo 25, 26, 27°de, MBL pozitif ve negatif saptanan izolatlarin; imipenem-
EDTA ve meropenem-EDTA’nin birlikte pozitifligi, birlikte negatifligi ve herhangi
birinin pozitif oldugu kombine disk testi degerlendirmesi gosterilmistir. PCR pozitif
11 izolatin dokuzunda, PCR negatif 131 izolatin dordiinde imipenem-EDTA ve
meropenem-EDTA birlikte pozitiflik gostermistir. PCR pozitif olan 11 izolatin
hepsinde, PCR negatif olan 131 izolatin 25’inde imipenem-EDTA veya meropenem-

EDTA testinden herhangi biri ile pozitif sinerji saptanmustir.
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Tablo 25. Imipenem-EDTA ve meropenem-EDTA’nin birlikte pozitifligi, birlikte

negatifligi ve herhangi birinin pozitif oldugu kombine disk testi

degerlendirmesi

Imipenem-EDTA | imipenem-EDTA | imipenem-EDTA | Toplam

ve Meropenem- ve Meropenem- ve Meropenem-

EDTA birlikte + EDTA birlikte - EDTA herhangi

biri +

PCR + 9 0 2 11
PCR - 4 106 21 131
Toplam 13 106 23 142

Tablo 26. Kombine disk testinde imipenem-EDTA ve meropenem-EDTA "nin birlikte

pozitifliginin degerlendirmesi

Imipenem-EDTA ve | imipenem-EDTA ve Meropenem- | Toplam
Meropenem-EDTA EDTA birlikte pozitif olmayan
birlikte +
PCR + 9 2 11
PCR - 4 127 131
Toplam 13 129 142

Tablo 27. Kombine disk testinde imipenem-EDTA ve meropenem-EDTA ’nin birlikte

veya herhangi birinin pozitifliginin degerlendirmesi

Imipenem-EDTA ve Imipenem-EDTA ve Toplam
Meropenem-EDTA Meropenem-EDTA -
birlikte veya herhangi
biri +
PCR + 11 0 11
PCR - 25 106 131
Toplam 36 106 142

Calismamizda kullandigimiz kombine disk testinin duyarlilik ve 6zgiilliikleri
Tablo 28te gosterilmistir. Imipenem-EDTA ve meropenem-EDTA birlikte

pozitifliginin degerlendirildigi kombine disk testinin duyarlilik ve 6zgiilliigli sirasiyla
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%81,8 (9/11) ve %96,9 (127/131) bulunmustur. Imipenem-EDTA ve meropenem-
EDTA birlikte veya herhangi birinin pozitifliginin degerlendirildigi kombine disk
testinin duyarlilig1 %100 (11/11), 6zgiilligii %80,9 (106/131) bulunmustur.

Tablo 28. Kombine disk testinin duyarlilik ve 6zgiillikkleri

Duyarhhk Ozgiilliik
imipenem-EDTA %81,8 (9/9+2) %96,2 (126/126+5)
Meropenem-EDTA %100 (11/11+0) %81,7 (107/107+24)
imi -EDTA ve

fpenem 9%81,8 (9/9+2) 9696,9 (127/127+4)

Meropenem-EDTA birlikte +

Imipenem-EDTA ve

Meropenem-EDTA birlikte %100 (11/11+0) %80,9 (106/106+25)
veya herhangi biri +
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5. TARTISMA

Yogun bakim imkanlarinin artmasi ve bunun neticesinde artik durumu daha
agir olan hastalarin takip edilebiliyor olmasi, hastalarin konak savunmasinin
bozulmasi, girisimsel islemler, yogun ve uygunsuz antibiyotik kullanimi, direngli
mikroorganizmalarla kolonizasyon gibi nedenler YBU’lerde hastane kdkenli
enfeksiyonlarin artmasina sebep olmustur (179). Birgok farkli alismaya gore YBU’ler
hastane enfeksiyonlarinin en sik goriildigi birimlerdir ve Acinetobacter
enfeksiyonlart da en stk YBU’lerde goriilmektedir (61-63, 163). Acinetobacter
baumannii, YBU’lerde gelisen iiriner sistem enfeksiyonlar1, endokarditler, cerrahi alan
enfeksiyonlar, menenjitler, sepsis ve VIP gibi birgok enfeksiyonda siklikla etken

olarak izole edilen oportiinistik bir patojendir (180-184).

Bizim ¢alismamizda ACB izolatlarinin en sik izole edildigi birim %35,2 orani
ile Anestezi ve Reanimasyon YBU diir. Tiim YBU’ler hesaplandiginda oran %90,2

olmaktadir.

Balci1 ve arkadaslar1 A. baumannii izolatlarini en sik solunum sistemi (%43) ve
yara (%24) 6rneklerinden izole etmislerdir (62). Protic ve arkadaslarinin yaptiklari bir
caligmada A. baumannii izolatlart en sik solunum yolu 6rneklerinden (%45,5) elde
edilmistir. Ayn1 calismada bakteriler daha az siklikla, cerrahi alan, kan, kateter kiiltiirii
orneklerinden izole edilmistir (185). Eroglu ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada
2006-2011 yillarina ait 3212 Acinetobacter spp. izolati en sik sirasiyla trakeal aspirat
(%23,3), kan (%18,6), balgam (%13,6), idrar (%13,3), yara (%10,6), kateter (%4,6) ve
BOS (%4,3) drneklerinden elde edilmistir (163). Mengeloglu ve arkadaslarinin yaptigi
bir c¢alismada ise, Orneklerin %49,4’iinii  balgam, %?20,8’ini yara Ornekleri
olusturmaktadir (186). Bizim c¢alismamizda da diger c¢alismalarla uyumlu olarak,
ACB’ler, 69 (%48,6) izolatla en c¢ok trakeal aspirat 6rneklerinden izole edilmistir.
Sondadan 29 (%20,4), periferik ven kanindan 16 (%11,3), kateter kanindan 12 (%8,5),
yaradan 11 (%7,7) ve BOS’tan bes (%3,5) ACB izolat1 elde edilmistir.

Acinetobacter baumannii, bir¢ok antibiyotige hizlica direng gelistirebilir.
Acinetobacter baumannii izolatlarinda gozlenen antibiyotik diren¢ oranlart zaman

icinde degismektedir. Bu bakterilerde antibiyotik direnci, antibiyotik kullanma
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alisgkanlig1 ve c¢evresel faktorlerin de etkisiyle ¢esitli hastaneler ve iilkeler arasinda

farklilik gosterebilmektedir (162).

Nozokomiyal klinik 6rneklerden izole edilen birgok A. baumannii izolat1 beta-
laktamlar, aminoglikozitler, florokinolonlar, kloramfenikol, tetrasiklinler ve rifampine
direng gostermektedir (187). European Antimicrobial Resistance Surveillance
Network (EARS-Net) verilerine gore Avrupa’da florokinolon, aminoglikozit ve
karbapenem ilag gruplarmin tgiine birden direng, bildirilen Acinetobacter spp.
izolatlariin neredeyse yarisinda mevcuttur. Karbapenemler, Acinetobacter tiirlerine
karst en etkili antibiyotikler olarak bilinmekle birlikte karbapenem direnci

yayginlagsmaktadir (188).

Mengeloglu ve arkadaslari, 2010-2012 yillarin1 kapsayan caligmalarinda,
piperasilin-tazobaktama %94,8, trimetoprim-siilfametoksazola %76,6, amikasine
%81,8, gentamisine %46,8, tobramisine %41,6, imipeneme %76,6, siprofloksasine
%93,5 oranlarinda direng saptamiglardir (186). Balci ve arkadaslar1 2005-2007
yillarin1 kapsayan c¢aligmalarinda, iiglincii kusak sefalosporinlere %95’in iizerinde,
tetrasikline %92, piperasilin-tazobaktama %84, siprofloksasine %82, ampisilin-
sulbaktama %81, levofloksasine %76, tobramisine %71, meropeneme %63 ve
imipeneme %49 oranlarinda direng saptamislardir (62). Aral ve arkadaslarinin, 2007-
2010 yillarin1 kapsayan ¢aligmasinda A. baumannii suslarmin %100’i seftriaksona,
%92’si1 seftazidime, %91°1 levofloksasine, %85°1 gentamisine ve %72’si imipeneme
direncli bulunmustur (189). Giir ve arkadaslarinin Tiirkiye’de ¢ok merkezli HITIiT
siirveyans ¢alismasina gore A. baumannii izolatlarinda, seftriaksona %95,5,
seftazidime %82,6, sefepime %77,5, imipeneme %52,2, sefoperazon-sulbaktama
%41,3, piperasilin-tazobaktama %78,7 oranlarinda direng bildirilmektedir. Onii¢
merkezin katildign HITIT-2 siirveyans calismasinda ise A. baumannii’nin,
sefoperazon-sulbaktama %52 ve imipeneme %55,5 oranlarinda direng gosterdigi
saptanmistir. Ayrica degisik merkezlere gore direng oranlarinin oldukga farklilik

gosterdigi bildirilmistir (190, 191).

Xia ve arkadaglari, 2006-2010 yillarin1 kapsayan c¢alismalarinda, yillar i¢inde
sefalosporinler ve karbapenemlere direncin istatistiksel olarak anlamli artisla %86-

99’a kadar ulastigini bildirmislerdir (164). Eroglu ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada
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imipenem icin 2006’da %27,2 olarak saptanan diren¢ orani 2011 yilinda %77,2
oraninda saptanmistir. Calismada meropenem i¢in direng orani, 2006’da %4,5 iken,
2011 yilinda %77’ye yiikselmistir (163). Balkhy ve arkadaslari, 2001-2007 yillart
arasinda ¢ocuk hastalardaki Acinetobacter kaynakli hastane enfeksiyonlarini
inceledikleri ¢alismalarinda, CID Acinetobacter izolatlarinda imipeneme %61,

meropeneme %77 oranlarinda direng bildirmislerdir (192).

Birgok ¢alismada, A. baumannii izolatlarinda tigesiklin diren¢ oranlar1 %5-66
arasinda bildirilmektedir (20, 165). Kurtoglu ve arkadaslarmin 2008-2010 yillarin
kapsayan ¢aligmasinda kolistin i¢in %5 oraninda direngten s6z edilmektedir (63).
Bogiel ve arkadaslar1 Polonya’da yaptiklari ¢alismada, A. baumannii suslarinda

kolistin direng oranini %1,5 olarak bildirmislerdir (171).

Calismamiza EUCAST kriterlerine gore imipenem ve meropenem icin
direnglilik veya orta duyarlilik sartin1 saglayan 142 ACB izolati1 dahil edilmistir ve
izolatlarin tamami imipenem ve meropeneme direncli bulunmustur. Karbapenem
direncli saptanan bu izolatlarda daha sonra, EUCAST’in duyarlilik calisilimasin
onerdigi diger antibiyotiklerin duyarliliklarina bakilmistir. Florokinolonlardan
siprofloksasin ve levofloksasinin her ikisinin de direng oran1 %93,7°dir. Aminoglikozit
grubundan en fazla diren¢ %93,7 orami ile amikasinde gorilmiistir. Diger
aminoglikozitlerden netilmisin, gentamisin ve tobramisine kars1 direng sirasiyla %75,
%73 ve %70 oranlarinda bulunmustur. Trimetoprim-siilfametoksazola izolatlarin
%61,3’1 direngli, %11,3’1 orta duyarli ve %27,4’1 duyarli bulunmustur. Calismamiza
dahil ettigimiz tamami karbapenem direncli olan izolatlarin kolistin disindaki diger

antibiyotiklere direng oranlar1 yiiksek bulunmustur.

Kolistin direnci 142 izolatin ikisinde (%1,4) saptanmistir. Kolistin 1949 yilinda
kesfedilen bir ajandir ancak nefrotoksisite ve norotoksisite gostermesinden dolay1
kisitl kullanim alan1 bulabilmistir. Coklu ilag¢ direncli, gram negatif bakterilerin etken
oldugu ventilator iliskili pndmonide etkin bir ilag olarak kullanilmaktadir (24). Coklu
ilag direngli gram negatif bakterilerde karbapenemlere gittikce artan direng, yeni
antimikrobiyal ilaglarin kesmedilmesine kadar kolistini tekrar glindeme getirmistir
(193). Ancak kolistine de direng diinyanin her tarafindan bildirilmektedir. SENTRY

Antimikrobiyal Siirveyans Programi’nin 2006-2009 yillarini kapsayan verilerine gore
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Acinetobacter izolatlarinda polimiksin B’ye Amerika Birlesik Devletleri’nde %1,1,
Latin Amerika’da %0,9, Avrupa’da %0,4 oranlarinda diren¢ mevcuttur. Doksanli

yillarda nadir bildirilen direng, sonraki yillarda tiim diinyada artmaya baslamistir (24).

Acinetobacter enfeksiyonlariin tedavisi gittikce giiclesmektedir. Halihazirda
en etkin ilag olan kolistine diren¢ gelisiminin artmasi endise vericidir. Gelecekte
Acinetobacter tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde yeni antibiyotiklere
ihtiya¢ duyulacaktir. Antimikrobiyal ajanlar gerektigi durumlarda, uygun doz ve

stirelerde kullanilarak, diren¢ gelisiminin 6niine gecilmelidir.

Metallo-beta-laktamazlar, tiim beta-laktamazlar gibi kromozomal kaynakli ya
da transfer edilebilir gen kaynakli olabilirler (194). Metallo-beta-laktamazlarla iliskili
direnc, karbapenemlerin yani sira bir¢ok baska antibiyotige karsi direng gelisimine de
sebep olmalari, integronlar lizerinde tasinarak bakteriler arasinda hizla yayilabilmeleri
nedeniyle giderek 6nem kazanmaktadir (194). Metallo-beta-laktamaz iireten suslarda
yapilan bir arastirmada aminoglikozit grubu antibiyotik direncine neden olan aacA4
geni ile MBL kodlayan gen kasetleri yan yana bulunmustur. Bu bakterilerde beta-
laktam antibiyotiklere ek olarak kanamisin, neomisin, amikasin ve streptomisin gibi

aminoglikozit grubu antibiyotiklerin tiimiine direng gelisimi gézlenmektedir (195).

Acinetobacter baumannii suslarinda MBL iiretiminin belirlenmesi, hastalara
dogru tedavinin uygulanabilmesi ve diren¢ genlerinin diger bakteri tiirlerine aktarilma
olasiliginin 6nlenmesi agisindan énemlidir (37). Acinetobacter baumannii suslarindaki
MBL {iretiminin gosterilmesi i¢in duyarlilifi ve 6zgiilliigii yliksek olan, uygulamasi
kolay fenotipik y&ntemlere ihtiyag vardir. Inhibisyon tabanli sinerji testlerinden
kombine disk testi, ¢ift disk sinerji testi ve Modifiye Hodge testinin, 6zgiillik ve
duyarliliklar1 bu amagcla siirekli arastirilmakta ve sonuglar PCR sonuglariyla
karsilastirilmaktadir. Bu arastirmalarin bir kisminda olumlu sonuglar alinirken,

bazilarinda ise yalanci pozitifligin yiiksek oldugu gosterilmistir (155, 175, 196).

Metallo-beta-laktamaz iiretimini saptamak i¢in inhibitér tabanli birgok test
gelistirilmistir. Bu testler, EDTA (175, 197), 2-merkaptopropionik asit (MPA), sodium
merkaptoasetik asit, dipikolinik asit (198, 199) gibi MBL inhibitorleriyle karbapenem
(imipenem ve/veya meropenem) ve/veya oksiimino-sefalosporinlerin (seftazidim)

sinerjisini saptamaya yonelik testlerdir.

70



Young ve arkadaslar1 0,5 M EDTA soliisyonundan 750 ve 1000 pg ekleyerek
imipenem diskiyle yaptiklart kombine disk difiizyon testinde, 750 pg eklenen diskin,
MBL iireten suslari belirlemede daha duyarli oldugunu, Pseudomonas spp. suslarinda
Ozgiilliigiin mitkemmel, Acinetobacter spp. suslarinda ise 6zgiilliigiin iyi oldugunu;
Acinetobacter spp.’de MBL pozitif olan 23 izolatin birinde yanlis negatiflik, MBL
negatif olan 11 izolatin birinde de yanlis pozitiflik oldugunu bildirmislerdir (175).
Pitout ve arkadaslart MBL iireten P. aeruginosa izolatlarini tespit etmek i¢in bir EDTA
disk tarama testi gelistirmislerdir. Imipenem ve meropenem diskleri igeren testin MBL
Etest (imipenem/EDTA) ile kiyaslanabilir oldugu bildirilmistir. Mevcut ¢alismada
imipenem-EDTA ile yapilan kombine disk testinde duyarlilik %96, 6zgillik %91,
meropenem-EDTA ile yapilan kombine disk testinde duyarlilik %100, 6zgiilliik %97
ve MBL Etestte ise duyarlilik %96, 6zgiillik %91 bulunmustur (176). Walsh ve
arkadaslari, gram negatif bakterilerdeki, imipenem/imipenem-EDTA,
imipenem/imipenem-MPA ve seftazidim/seftazidim-EDTA Etest ile yaptiklari
calismada substrat olarak imipenemin seftazidimden daha duyarli oldugunu
saptamislardir (%100 ve %54) (200). Ayni ¢alismada imipenem-EDTA ve imipenem-
MPA kiyaslandiginda, impenem-EDTA nin %97 duyarlilik, imipenem-MPA nin %52
duyarlhilik gosterdigi vurgulanmistir. Calismada incelenen 3 Acinetobacter izolatinin
icli de impenem-EDTA ve imipenem-MPA ile %100 pozitif sonug¢ vermistir.
Ikonomidis ve arkadaslar1, 87 A. baumannii susunu test ettikleri bir calismada iki susun
VIM-1 tagidigint ancak MBL Etest, imipenem/imipenem-EDTA kombine disk testi,
imipenem/EDTA ¢ift disk sinerji testi ile negatif sonug verdigini bildirmislerdir (201).

Kore’de yapilan 2004 yilina ait bir ¢calismada toplam 199 IMP-1 ve VIM-2
pozitif Acinetobacter spp., Pseudomonas spp. ve Enterobacteriaceae izolati
degerlendirmeye alinmigtir (202). MBL Etest, IMP-1 pozitif 57 susun tamamini, VIM-
2 pozitif 142 susun ise 140°n1 %98,6 duyarlilikla tespit edebilmistir. Testin 199 susun
tamaminda MBL varligin1 saptamadaki duyarlilii ise %99 bulunmustur. Testle iki
izolat yanlis negatif sonug¢ vermistir. Toplamda 73 MBL negatif oldugu bilinen izolatin
iki tanesinde MBL Etest ile yanlis pozitif sonu¢ alinmistir (%97,3 ozgillik).
Acinetobacter tiirleri tek basina degrelendirildiginde MBL Etestin IMP-1 pozitif
suslardaki duyarliigt %100, VIM-2 pozitif suslardaki duyarliligt ise %095,2

bulunmugtur. Testin MBL geni tasimadigi bilinen Acinetobacter tiirlerindeki
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ozgiilliigii ise %97,7 bulunmustur. Rossolini ve arkadaslarmin Italya’da yaptiklari bir
calismada, 21 imipenem direngli A. baumannii izolatinda referans yontemlerle MBL
pozitifligi saptanamazken Etest (imipenem/EDTA) ile dort izolatta yanhs pozitiflik
saptanmistir (203). Iran’da yapilan bir ¢alismada 96 karbapenem direngli A. baumannii
izolatinin 43 tanesinde (%44,8) MBL Etest ile pozitif sonu¢ alinmistir; pozitif sonug
alinan bu suslardan %86’sinda ise calisilan VIM ve IMP genlerinden biri pozitif
bulunmustur (204). Bu ¢alismadaki fenotipik ve genotipik sonuglarin uyumsuzlugu,

var olabilecek baska MBL genlerinin var olabilecegi seklinde yorumlanmastir.

Aksoy ve arkadasglarmin 52 A. baumannii izolatin1 degerlendirdikleri bir
calismada MBL genlerinden IMP, VIM, SIM, SPM’ye PCR ile bakilmis ve tiim
izolatlarda negatif bulunmustur. Bu izolatlarda, imipenem-EDTA kombine disk testi,
imipenem-EDTA cift disk sinerji testi, MBL Etest (imipenem/EDTA) yontemleriyle
fenotipik olarak MBL varligi arastirilmistir. Caligmaya aldiklar1 52 izolatin 51’inde
(%98) kombine disk testiyle, 11’inde (%21,1) ¢ift disk sinerji testiyle, MBL Etest
baktiklar1 28 susun 24’itinde (%85,7) pozitif sonug almislardir. PCR ve fenotipik testler
arasindaki bu uyumusuzlugun yorumu, EDTA’nin membran permeabilize edici
ozelliginden kaynaklanabilecegi seklinde yapilmistir (205). Aktas ve arkadaslarinin
yaptig1 bir bagka ¢alismada, imipenem ve/veya meropenem duyarli olmayan, IMP ve
VIM saptanmayan 11 A. baumannii ve 28 P. aeruginosa izolatinda imipenem-EDTA
kombine disk testi ve Etestle tiim suslar pozitif sonu¢ verirken, imipenem-EDTA ¢ift
disk sinerji testiyle A. baumannii %63,6, P. aeruginosa %78,5 pozitif sonug¢ vermistir
(155). Calismalarindaki genotipik ve fenotipik sonuglar arasindaki uyumsuzlugun
sebebinin, suslarin EDTA’ya duyarli olmalar1 ya da aydinlatilamayan baska bir
mekanizmaya bagli olabilecegi soylenmistir. Yong ve arkadaslar1 Acinetobacter spp.
ve Pseudomonas spp. izolatlariyla yaptiklari ¢aligmada inhibitor olarak dipikolinik
asiti (DPA) kullandiklarinda duyarliligin ve 6zgiilliiglin sirasiyla %97,7 ve %100
oldugunu; EDTA kullanildiginda 6zgilliigiin oldukga diistiigiinii bildirmislerdir (206).

Calismamiza dahil edilen 142 ACB izolatindan, PCR yodntemiyle MBL
genlerinden yalnizca NDM geni 11 izolatta (%7,7) pozitif saptanmistir. Bu 142
izolatin 14 (%9,9)’1 imipenem-EDTA kombine disk testi, 35 (%24,7)’1 meropenem-
EDTA kombine disk testiyle pozitif sonug vermistir. Imipenem-EDTA, meropenem-

EDTA kombine disk testlerinin ikisiyle birlikte pozitif sonug¢ veren izolat sayisi ise 13
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(%9,1)’tiir. NDM pozitifligi saptadigimiz 11 izolat i¢in degerlendirme yaptigimizda,
imipenem-EDTA kombine disk testiyle, 11 pozitif susun dokuzunda (%82) sinerji
saptanmigtir. NDM negatif saptanan 131 susun besinde (%4) imipenem-EDTA sinerji
testi ile pozitiflik saptanmistir. Imipenem-EDTA kombine disk testinin MBL varligini
saptamadaki duyarliligi %81,8 (9/11), ozgilligli %96,2 (126/131), pozitif ongdrii
degeri %64,3 (9/14), negatif 6ngorii degeri %98,4 (126/128) olarak bulunmustur.

NDM pozitif saptanan 11 susun 11’inde de (%100) meropenem-EDTA ile
sinerji saptanmistir. NDM saptanmayan 131 susun 24’iinde (%18,3) sinerji testi ile
pozitiflik saptanmistir. Meropenem-EDTA kombine disk testinin MBL varligimi
saptamadaki duyarliligt %100 (11/11), 6zgilligi %81,7 (107/131), pozitif ongdrii
degeri %31,4 (11/35), negatif ongorii degeri %100 (107/107) olarak bulunmustur.
Metallo-beta-laktamazlar1 saptamada meropenem-EDTA kombine disk testinin
duyarliligt imipenem-EDTA kombine disk testinden daha yiiksek bulunmustur
(sirastyla %100 ve %81,8). Imipenem-EDTA kombine disk testi ise meropenem-
EDTA kombine disk testine gére MBL tiretmeyen suslar1 saptamada %96,2 6zgiilliikle
daha iyi bulunmustur. Pitout ve arkadaslart MBL iireten P. aeruginosa izolatlarinda
meropenem-EDTA kombine disk testini imipenem-EDTA kombine disk testine gore

hem daha duyarli ve hem de daha 6zgiil bulmuslardir (176).

Calismamizda imipenem-EDTA, meropenem-EDTA kombine disk testinin
birlikte pozitifligi degerlendirildiginde; duyarlilik ve 06zgiillik imipenem-EDTA
kombine disk testinin pozitifligi ile benzer bulunmustur. Imipenem-EDTA ve
meropenem-EDTA kombine disk testinin herhangi birinin pozitifligini esas alip
degerlendirme yaptigimizda ise duyarlilik ve 6zgilliik sirasiyla %100 ve %80,9
bulunmustur. Bu sonuglar ise meropenem-EDTA kombine disk testinin duyarlilik ve
Ozgiilliigiine yakin bulunmustur. Meropenem-EDTA kombine disk testi MBL
saptamada %100 duyarlilikla tek basina kullanilabilir gibi durmaktadir. Meropenem-
EDTA kombine disk testinin MBL geni saptamadigimiz suslarda pozitif olmasi, PCR

ile saptayamadigimiz baska gen bolgelerinin varligi sebebiyle olabilir.

Metallo-beta-laktamazlar1 saptamada kullanilan kombine disk testi, ¢ift disk
sinerji testi, MBL Etest gibi inhibit6r tabanli fenotipik testler bircok ¢alismada farkl

duyarlilik ve 6zgiilliikte sonuglar vermistir. PCR testleri ile bu fenotipik MBL saptama
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testleri  arasindaki  uyumsuzlugun farkli  sebeplerden kaynaklanabilecegi
sOylenmektedir. Etilen diamino tetra asetik asidin (EDTA) membran permeabilize
edici etkisiyle, bakterinin antibiyotiklere duyarlilik gdstermesine sebep olabilecegi
bildirilmistir (207, 208). Etilen diamino tetra asetik aside (EDTA) duyarli suslarin
varliginin, kombine disk testindeki EDTA konsantrasyonunun ve disklere eklenen

miktarin yanlis pozitiflige neden olabilecegi de bildirilmistir (155, 209).

Karbapenem direng genlerinin tespiti i¢in altin standart yontem PCR’d1r, ancak
maliyetinin yliksek olmasi, deneyimli personele ihtiya¢ gerektirmesi gibi
dezavantajlart nedeniyle fenotipik yontemlere ihtiya¢ dogmustur. Uygulamasi kolay
ve ucuz olan fenotipik inhibitor tabanli MBL saptama testleri Acinetobacter tiirlerinde
kullanilmaktadir. Birbirlerine istiinliigii kesin olarak belirlenememis bu testlerin
gelistirilmeye ihtiyaci vardir. Rutinde MBL varligini arastirmak i¢in kullanilabilirler
fakat dezavantajlar1 sebebiyle bu testlerle elde edilen sonuglarin molekiiler

yontemlerle dogrulanmasi gerekmektedir.

Metallo-beta-laktamaz pozitif suslarin, karbapenem disinda aminoglikozit gibi
baska antibiyotiklere de direng gosterebilmesi, MBL genlerinin bagka bakteri tiirlerine
transfer edilebilir olmasi ve MBL’lerin diger beta-laktamlardan daha giiglii
karbapenemaz aktivitesi gostermeleri sebebiyle hizlica tanimlanmasi ve enfeksiyon

kontrol 6nlemlerinin alinmas1 gerekmektedir.

Karbapenemler CID gram negatif bakteri enfeksiyonlarinda son gare olarak
kullanilan beta-laktam grubu antibiyotiklerdir. Ancak son yillarda karbepenemlere
bliyiik oranda direng artis1 s6z konusudur. Karbapenemazlar, diger sinif antibiyotiklere
kars1 direncin de birlikte var olmasindan dolay1 tedavide glicliiklere sebep olmaktadir

ve hizli bir sekilde yayilmasi1 6nemli bir sorun haline gelmistir (90).

Calismamizda toplam 142 ACB izolatinda, OXA-51, OXA-23, OXA-24,
OXA-58, GES, NDM, VIM, IMP, SIM genlerinin varligi in house multipleks PCR
yontemiyle incelenmistir. Calismamiza dahil ettigimiz 142 izolatin 137 (%96,5)’sinde
OXA-51 pozitif bulunmustur. izolatlarin ii¢ (%2,1) tanesinde higbir gen bélgesi
saptanmamistir. OXA-23 toplam 134 (%94,4) izolatta, OXA-58 bir (%0,7) izolatta,
NDM 11 (%7,7) izolatta pozitif bulunmustur. OXA-23 saptanan 134 izolatin 127
(%89,4) tanesi OXA-51 ile, yedi (%5) tanesi OXA-51 ve NDM ile birlikte pozitif
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bulunmugtur. NDM pozitif saptanan 11 izolatin iki (%1,4) tanesi OXA-51 ile birlikte
pozitif saptanirken, iki (%1,4) tanesi tek basina pozitiflik gostermistir. Saptanan bir
OXA-58 izolati OXA-51 ile birlikte pozitif bulunmustur. Calismamizda OXA-24,
GES, VIM, IMP, SIM genleri higbir izolatta saptanmamustir.

Acinetobacter baumannii’deki karbapenem direncinin, en Onemli sebebi
Ambler Sinif D beta-laktamaz iiretimidir. Bu karbapenemazlar OXA-23, OXA-24,
OXA-58, OXA-143 ve OXA-235 gibi kazanilmis karbapenemazlar ve ISAbal
elementinin varligiyla sentezinin arttigt OXA-51"den olugmaktadir. OXA-51 birgok
izolatta ¢ok =zayif sekilde iretilmektedir. Eger yiiksek diizeyde {retilirse
karbapenemlere azalmis duyarliliga sebep olmaktadir (30, 134, 153).

Acinetobacter tiirlerine 6zgii gibi goriinen bu genler baska bakteri izolatlarinda
da tespit edilmistir. Baz1 ¢alismalarda OXA-23 iireten Proteus mirabilis izolatlar
saptanmistir (210, 211). Acinetobacter baumannii’de saptanan OXA-40, imipenem
direncli iki P. aeruginosa izolatinda ilk kez 2008 yilinda pozitif bulunmustur (212).
Ulkemizde 2015 yilma ait calismada Esenkaya ve arkadaslari, karbapenem direncli
Pseudomonas tiirlerinde OXA-23, OXA-40 ve OXA-58 genlerini arastirmislar ve 184
susun 12’sinde OXA-23, birinde OXA-40, birinde OXA-58 genini pozitif
saptamiglardir (213). OXA-51’in plazmit araciligiyla A. baumannii disinda baska
Acinetobacter tiirlerindeki varlig1 da gosterilmistir (135, 136). Bir baska ¢alismada
Leski ve arkadaslart OXA-51 ve OXA-58 genlerini K. pneumoniae, E. coli ve

Enterobacter cloacae izolatlarinda pozitif bulmuslardir (137).

OXA-23, tiim diinyada A. baumannii’de en sik rastlanan kazanilmig Sinmif D
beta-laktamazdir. OXA-23 ireten A. baumannii tiirleri, karbapenem direngli hastane
enfeksiyonu salginlarindan en sik sorumlu olan etkenlerdir (30). OXA-23 ilk olarak
1985 yilinda Iskogya’da bildirilmistir. ARI-1 (Acinetobacter resistant imipenem)
olarak adlandirilmis (129) ve daha sonra sekans analizi yapilarak isim OXA-23 olarak
degistirilmistir (130).

OXA-24 grubunda OXA-25, OXA-26, OXA-40, OXA-72 de yer almaktadir
(30). OXA-24 ilk kez Ispanya’daki bir hastadan izole edilen A. baumannii izolatinda
gosterilmistir (214). OXA-25 de yine Ispanya’da A. baumannii izolatlarinda, OXA-26
Belgika’da A. baumannii izolatlarinda gosterilmistir (141). OXA-40, ilk olarak
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Fransa’da Portekiz’li bir hastadan izole edilen karbapenem direngli A. baumannii
sugsunda tanimlanmistir (142). Daha sonra diinyanin bir¢ok yerinden yaygin sekilde
bildirimi yapilmistir (127, 143, 144). OXA-72, diinyanin bir¢ok yerinde (Brezilya,
Litvanya, Hirvatistan) saptanmis olmasina ragmen en sik Asya’dan (Cin, Giiney Kore,

Tayvan, Japonya) bildirimler yapilmistir (127, 145-148).

OXA-96 ve OXA-97’nin birlikte yer aldigi grubun iiyesi OXA-58, ilk kez
Fransa’da karbapenem direngli bir A. baumannii susunda tespit edilmistir (149). Daha
sonra tiim diinyadan bildirimler yapilmistir (127). OXA-58 her zaman plazmit
kaynakli sentezlenmektedir (95). OXA-96 ve OXA-97, OXA-58’in nokta
mutasyonuyla olusan varyantlaridir; Singapur ve Tunus’tan bildirimi yapilmistir (150,
151).

Sinif A beta-laktamazlar i¢inde de smiflandirilan GES genlerinin bazilar
karbapenemaz aktivitesi gosterebilmektedir (30). GES-1 ilk kez 2000 yilinda
Fransa’da bir K. pneumoniae izolatinda saptanmustir (215). GES-1’den iki amino asit
farkliligiyla ayrilan GES-11 ilk kez 2009 yillinda yine Fransa’da bir A. baumannii
izolatinda gosterilmistir (216).

Metallo-beta-laktamazlar, karbapenemleri ve aztreonam disindaki tiim beta-
laktamlar1 etkin bir sekilde hidrolize ederler. Bu enzimler A. baumannii izolatlarinda
¢ok sik saptanmazlar. Acinetobacter baumannii tiirlerinde daha ¢ok VIM, IMP, SIM,
NDM genleri gosterilmistir. Acinetobacter baumannii’de dokuz c¢esit IMP geni
saptanmugtir. Enterobacteriaceae’da dikkat ¢ekici sekilde sik rastlanan VIM geni A.
baumannii’de nadir goriilmektedir (30). SIM geni ilk kez Giiney Kore’de bir A.
baumannii susunda gosterilmis ve daha sonra Hindistan’da, Cin’de A. baumannii
suslarinda tespit edilmistir (106, 217, 218). Metallo-beta-laktamaz {ireten A.
baumannii suslarinda gosterilen IMP, VIM, SIM genlerinin hepsi klas 1 integron
yapisinda bulunmaktadir ve birbirlerine benzer 6zelliktedirler (30). NDM geni ilk
olarak 2008 yilinda Isveg’te, daha énce Hindistan Yeni Delhi’de hastanede yatmis bir
hastadan izole edilen K. pneumoniae susunda gosterilmistir. Daha sonra Hindistan’da

bir A. baumannii susunda tespit edilmistir (107, 108).

Ingiltere’de 2006 yilinda yapilan bir galismada, Turton ve arkadaslar A.

baumannii olarak tanimladiklar1 141 izolatin timiinde OXA-51 genini saptarken, diger
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Acinetobacter tiirleri olarak tanimlanan 22 izolatin hicbirinde OXA-51 genini
saptayamadiklarmi belirtmiglerdir (219). Hirvatistan’da 2009-2010 yillar1 arasinda
calisilan 185 CID A. baumannii izolatindan karbapenem direngli olanlarin hepsinde
ISAbal’in diizenleyici oldugu intrinsik OXA-51 geninin asir1 ekspresyonu
gozlenmistir. Calismada OXA-58, OXA-24/40, ve OXA-23 genlerinin orani sirasiyla
%33, %27 ve %9 olarak; IMP, VIM, SIM, NDM genlerinin ise saptanmadigi
bildirilmistir (220).

Pakistan’da Hasan ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢calismada 2010-2011 yillarina
ait 90 A. baumannii izolatinin tamaminda OXA-51 pozitif saptanmistir. Bu ¢alismada
14 izolatta OXA-23, bir izolatta NDM-1 geni pozitif bulunurken, OXA-24, OXA-58,
VIM, IMP, SIM genleri saptanmamustir (221). Nowak ve arkadaslar1 Polonya’da bir
hastanenin yogun bakim ve yanik tinitelerinde yatan hastalardan, 2005-2010 yillarinda
izole ettikleri 104 karbapenem direngli A. baumannii izolatindan 46’sinin OXA-51 ve
OXA-23 genlerini; 48’inin OXA-51 ve OXA-40 genlerini birlikte tasidigini ve
izolatlarin tamaminin OXA-51 genine sahip oldugunu bildirmislerdir. Calismada {i¢
izolatta OXA-51, OXA-23 ve OXA-40 genlerini birlikte saptamuslar, 7 izolatta OXA-
51 haricindeki genlere rastlamamislardir. OXA-58 higbir izolatta tespit edilmemistir
(222).

Sohrabi ve arkadaslarinin iran’da yaptiklar1 ¢alismada, 2008-2009 yillarinda,
hastanede yatan hastalardan izole edilen CID 100 A. baumannii izolatinin tamaminin
OXA-51 genini bulundurdugu, 62 imipenem direngli izolatin %88,7’sinin OXA-23,
%1,6’smin OXA-40 ve %3,2’sinin OXA-58 genlerini tagidig belirtilmistir (223).

Bocanegra-Ibarias ve arkadaslari, 2014 yilinda Meksika’da yaptiklar1 bir
calismada, 2007-2012 yillar1 arasinda, daha ¢ok yogun bakim iinitelerindeki hastalara
ait klinik orneklerden elde ettikleri 152 A. baumannii izolatinin tamaminda OXA-51
genini pozitif saptamislardir. Calismada yer alan izolatlarin %25,7’sinde OXA-24 geni
pozitif bulunmustur ve ardindan yapilan sekans analiziyle bu izolatlarin OXA-24
grubuna dahil olan OXA-72 geni igin pozitif olduklar1 dogrulanmistir. izolatlarin
%28,3’linin OXA-58 geni agisindan pozitif oldugu saptanmig ve yine sekans
analiziyle dogrulanmistir. izolatlarin higbirinde OXA-23, NDM, IMP ve VIM genleri

saptanmamistir. OXA-72 geninin varligi ile imipenem ve meropenem direnci arasinda,
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OXA-58 geninin varligiyla ise imipenem direnci arasinda anlamli iligki bulunmustur

(224).

Ulkemizde Vahapoglu ve arkadaslari 2006 yilinda, 6 farkli merkezden
gonderilen seftazidim direngli Acinetobacter tiirlerini dahil ettikleri galismalarinda, 72
izolatin 56’sinda (%77,8) OXA-51 genini saptamis ve bunlarin kromozomal yerlesimli
oldugunu belirtmislerdir. Calismada 10 A. baumannii izolatinda OXA-58 geni OXA-
51 geni ile birlikte pozitif bulunmustur (225). Cift¢i ve arkadaslarinin 2013 yilinda
yuriittigii, 2008-2011 tarihleri arasinda toplanan 834 A. baumannii izolatinin dahil
edildigi ¢ok merkezli ¢alismada izolatlarin tamaminin OXA-51 genini tasidigi
bildirilmistir. Calismada karbapenem direngli izolatlarda OXA-23 ve OXA-58 genleri
strastyla %74,4 ve %17,3 olarak bulunmustur. Calisilan 25 izolatin OXA-23 ve OXA-
58 genini birlikte tagidig: bildirilmistir. OXA-24 genine ise rastlanmamistir. Calisma
siirecinde OXA-58 gen pozitifliginde sinirli oranda azalma oldugu, OXA-23 gen
pozitifliginde ise yillar iginde Onemli bir artis oldugu vurgulanmistir (226).
Tiirkiye’deki verilere bakildiginda OXA-58 oranlarinin salginlar disinda gittikce
azalmakta ve yerini OXA-23’¢ birakmakta oldugu sdylenmektedir (226, 227). Bizim
calismamizda sadece bir adet OXA-58 pozitif izolat saptanmasi bu ifadeyi dogrular

niteliktedir.

Keskin ve arkadaglari, 2014 yilinda yayimlanan, 2010-2011 yillarina ait 201 A.
baumannii izolatin1 dahil ettikleri ¢alismalarinda, biitiin izolatlarin OXA-51 genini
tasidigini, 184 (%91,5)’tiniin OXA-23, yedisinin (%3,5) OXA-58 ve ikisinin (%1)
OXA-24 genine sahip oldugunu belirtmislerdir. Orneklerin higbirinde IMP, VIM, SIM
ve NDM genlerini saptamamislardir. Tek basina OXA-51 igeren 12 izolat saptamislar
ve bu izolatlarin higbirinin fenotipik olarak imipenem veya meropeneme direncli
olmadigini bildirmislerdir. Imipenem ve meropeneme direngli izolatlarda, OXA-51"in
yaninda mutlaka oksasilinazlar1 kodlayan diger genlerden bir veya birkaginin

oldugunu vurgulamislardir (76).

Ergin ve arkadaglarmin yaptigi 2013 yilina ait bir bagka ¢alismada, 100 A.
baumannii izolatinda OXA-51, OXA-23, OXA-24, OXA-58, VIM ve IMP genleri
arastirilmistir. OXA-51 geni tiim izolatlarda pozitif saptanirken, 31 izolatta OXA-23
geni, 23 izolatta OXA-58 geni pozitif bulunmustur. Calismada VIM ve IMP genleri
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saptanmamustir (228). Aksoy ve arkadaslari yaptiklari ¢alismada, 2013 yilina ait 52
imipenem direngli A. baumannii izolatinin tamaminin OXA-51 ve OXA-23 pozitif
oldugunu, izolatlarin higbirinde OXA-58, OXA-40 geninin bulunmadiginm
bildirmislerdir (205). Cakirlar ve arkadaslarinin gergeklestirdigi iilkemize ait bir baska
calismada, 2012-2014 yillar1 arasinda bakteriyemili hastalardan izole edilen, 72
karbapenem direngli A. baumannii izolatinin hepsinde OXA-51 pozitif bulunurken,
OXA-23 ve OXA-58 sirastyla 51 (%70,8) ve iki (%2,8) izolatta pozitif bulunmustur
(229).

Plazmit kaynakli olan OXA-58 geni diinyanin her yerinden bildirilse de daha
cok salgmlarla iliskilendirilmistir (127, 230). OXA-58 ayrica A. junii (231),
Acinetobacter genomospecies 3 (232) gibi diger Acinetobacter tiirlerinde de

saptanmistir.

Ulkemizde OXA-24 grubuna ait pozitifligin saptandigs az sayida calisma
vardir. Bunlardan ilki 2013 Mayis ayinda yayimlanmistir; Sar1 ve arkadaslarinin
yaptig1 bu ¢alismada, OXA-72 Tirkiye’den ilk kez bildirilmistir (233). Calismada
Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi'nde 2000-2013 yillarina ait, CID ve tamamu
imipenem direngli olan 450 A. baumannii izolati incelenmistir; izolatlarin biiyiik
cogunlugu kan kiiltiirlerinden elde edilmistir. 2012 Ekim ayma ait bir izolatta
Tirkiye’de ilk kez rastlanan OXA-24 geni pozitif bulununca, bir dnceki ve sonraki
aylarda izole edilen karbapenem direngli tiim A. baumannii suslari1 PCR ile incelenmis
ve dokuz izolatta daha OXA-24 geni pozitif bulunmustur. Caligilan suslarin, PFGE ile
yapilan analizinde benzer karakterde oldugu ve YBU’de o sirada devam eden kiigiik
bir salgina sebep oldugu farkedilmistir. Tiim izolatlarin benzer antibiyogram profili
sergiledigi goriiliince, daha dnce elde edilen ve 2013 yilina ait, bu profil i¢in benzerlik
gosteren izolatlar PCR ve PFGE ile incelemeye alinmistir. Boylece 2012-2013
yillarina ait, OXA-24 gen grubundan toplamda 23 o6rnek pozitifligi saptanmistir.
Sekans analizi bu OXA-24 grubu genlerin OXA-72 geni oldugunu dogrulamustir.
Izolatlarin hepsinde OXA-51 geni pozitif bulunurken, sekiz izolatta OXA-23

pozitifligi de ek olarak bulunmustur.

Ulkemize ait 2013 yil1 Agustos ayinda yayimlanan bir baska calismada Cicek
ve arkadaslari, OXA-40, GES-11 ve GES-22 genlerini Tirkiye’de ilk kez
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saptamiglardir (234). Calismada 2011-2012 yillarina ait 101 A. baumannii izolati
incelenmis, izolatlarin hepsinde OXA-51 geni pozitif bulunmus; 79 (%78) izolatta
OXA-23 geni, bir izolatta ise OXA-40 geni OXA-23 ve OXA-51 geniyle birlikte
pozitif bulunmustur. GES-11 geni 16 izolatta, GES-22 geni ise sekiz izolatta pozitif
saptanmistir. GES-11 pozitif olan 12 izolatta, GES-22 pozitif olan sekiz izolatta OXA-
51, OXA-23 genleri birlikte pozitif saptanmistir. Calismada OXA-58 geni

saptanmamuistir.

Ulkemizde OXA-24 grubuna ait gen pozitifliginin saptandig1 bir ¢alisma da,
Keskin ve arkadaglarinin, 2014 yilinda yayimlanan, 2010-2011 yillarina ait 201 A.
baumannii izolatin1 dahil ettikleri ¢alismadir. Bu ¢alismada izolatlarin ikisinin (%1)
OXA-24 genine sahip oldugu belirtilmistir (76).

Ahmed ve arkadaslarinin 2016 yilina ait ¢aligmasinda; Tirkiye ve
Azerbaycan’daki 11 hastaneden elde edilen 112 CID A. baumannii izolatinin hepsinde
OXA-51 pozitifken, 75 (%67) izolatta OXA-23, yedi (%6,2) izolatta OXA-58, bes
(%4,5) izolatta OXA-24 pozitif saptanmistir. Bu c¢alismayla OXA-24 geni
Azerbaycan’da ilk kez saptanmistir. OXA-24 pozitif olan bes izolatin ikisi
Tiirkiye’den izole edilmistir (227). Cetinkol ve arkadaslari, 2016 yilina ait
calismalarinda 50 A. baumannii izolatinin hepsinde OXA-51 ve OXA-23 genini pozitif
saptarken, li¢ (%6) izolatta OXA-24 gen pozitifligi bulmuslardir. Caligmada OXA-58

genine rastlanmamustir (235).

Smnif A beta-laktamazlar i¢indeki GES genlerinden GES-11 Isvigre, Belgika,
Kuveyt, Tiirkiye, Tunus ve Orta Dogu iilkelerinden bildirilmistir (30). GES-14 2011
yilinda Fransa’da bir A. baumannii izolatinda tespit edilmistir (236). Ulkemizde 2013
yilinda Cigek ve arkadaslarinin GES-11 ve GES-22 genlerini saptadiklar1 c¢alisma
disinda, s6z konusu g¢alismayla yakin zamanda yayimlanan Zeka ve arkadaglarinin
yaptiklar1 bir baska ¢alismada, karbapenem diregli 60 A. baumannii izolatinin hepsi
OXA-51 ve OXA-23 genleri i¢in pozitif bulunurken, bes izolatta GES-11 geni pozitif
saptanmustir (237).

Acinetobacter baumannii izolatlarinda ilk tespit edilen MBL IMP-2’dir ve

2000 yilinda Italya’dan bildirilmistir (103). Daha sonra diinyanim farkli yerlerinden
IMP, VIM, SIM genleri igin bildirimler yapilmistir (106, 204, 238-242). NDM-1
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Hindistanl1 hastada ilk tespitinden sonra Avrupa iilkeleri, Cin, Japonya, Kenya,
Brezilya, Suriye gibi bir¢ok iilkede bildirilmeye devam etmistir (109-112, 114, 116,
118). Yakin zamanda Fransa’dan NDM-1 pozitif A. baumannii salgini bildirilmistir
(180). Birgok A. baumannii izolatinin tanimlanmasi, aslinda NDM-1 kaynaginin
Hindistan degil de Kuzey Afrika oldugunu giiglii bir sekilde desteklemektedir (119).
NDM-2 Mistr, Israil, Birlesik Arap Emirlikleri gibi iilkelerden bildirilmistir (120-122).
NDM-2 iireten bu izolatlarin klonal iliskisi incelendiginde, Orta Dogu, Balkan bolgesi,
Hindistan ve Cin’in muhtemelen rezervuar oldugu diisiiniilmektedir (123). Calismalar,
Enterobacteriaceae ve P. aeruginosa’ya transferinden o6nce NDM-1’in A.
baumannii’den kaynaklandigim1 desteklemektedir. Bu da aslinda Acinetobacter
tiirlerinin Enterobacteriaceae i¢in 6nemli bir direng kaynagi oldugunun gostergesidir
(243). NDM ile birlikte diger bir¢ok antibiyotik sinifina kars1 direng genleri, NDM
tasiyan bakterilerce tiretilebilmektedir. Bu nedenle NDM iireten bakteriler genellikle

CiD dirler (97).

Ulkemizde Acinetobacter tiiriine ait ilk NDM bildirimi, Roca ve arkadaslarmin
2014 yilina ait calismasinda yapilmistir. Calismada 2006 yilinda metastatik
karsinomlu bir hastanin kan kiiltiiriinden izole edilen A. pittii susunun NDM-1 genini
tagidigl, OXA-51, OXA-23, OXA-24, OXA-58, VIM ve IMP genleri i¢in ise negatif
oldugu bildirilmistir (244). Espinal ve arkadaslarinin 2015 yilindaki ¢alismalarinda,
tilkemizde 2009 yilina ait iiriner sistem enfeksiyonlu, seyahat Gykiisii olmayan bir
hastadan elde edilen izolatta, NDM-1 saptanmustir. Izolatin daha sonra yapilan genetik
analizlerinde Acinetobacter tiirii olduguna dair giiglii verilerin oldugu ve A. pittii ile
yakin iligkili oldugu bildirilmistir (245).

Karaaslan ve arkadaslarinin 2015 yilina ait ¢aligmalarinda; 2013 yilinda 762
cocuk hastadan, karbapenem direngli gram negatif bakteri taramasi i¢in aldiklari rektal
siriintii orneklerinin 176 tanesinde karbapenem direngli gram negatif bakteri
saptanmustir. Bu karbapenem direngli bakterilerin 55 tanesi A. baumannii izolati olarak
tanimlanmis ve bunlarin 17 tanesinde NDM saptanmistir. NDM saptanan izolatlarin
hepsi yenidogan yogun bakim {initesinde yatan hastalardan izole edilmistir. Calismada

yedi izolatta IMP-1 pozitifligi de saptanmustir (246).
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Heydari ve arkadaslar1 Adana Cukurova Universitesi Hastanesi’nde, 2013
Aralik ve 2014 Aralik zaman dilimi arasindaki 68 imipenem ve meropenem duyarli
olmayan A. baumannii izolatin1t MBL {iretimi agisindan incelemisler ve iki hastada
NDM-1 pozitifligi saptamislardir (247). Izolatlardan biri Suriyeli bir miilteci hastadan
elde edilirken, diger izolat yurtdis1 sayahat oykiisii olmayan Tiirkiyeli bir hastaya ait
bulunmustur. ki ayr1 YBU’de tedavi géren hastalarin birbirleriyle temas dykiisiiniin
olmadig1, ancak ortak medikal bakim ve hemsirelik hizmeti aldiklar1 belirtilmistir. Her
iki izolat da solunum yolu 6rneklerinden elde edilmistir. izolatlarda diger beta-
laktamaz genleri saptanmamistir. Sekans analizi ve PFGE sonuglari izolatlarin
birbiriyle iliskili oldugunu gdstermistir. Bu ¢alisma, tilkemizde A. baumannii’nin

etken olarak saptandigi, NDM-1 pozitifligi agisindan ilk olma 6zelligi tasimaktadir.

SIM iilkemizde tespit edilmemistir. Ulkemizde yapilan birgok ¢aligmada A.
baumannii’de MBL iiretimi fenotipik olarak degisik oranlarda saptanmasina ragmen,
Karaaslan ve arkadaslarinin rektal siiriintii 6rneklerinde kolonizasyon seklinde tespit
ettikleri IMP-1 pozitifligi disinda (246), VIM ve IMP genleri tespit edilmemistir (155,
248, 249). Sarigiizel ve arkadaslar kan kiiltiirlerinden izole ettikleri 100 A. baumannii
susunun 15’inde IMP-1, tiglinde VIM-1 pozitifligini PCR yontemiyle saptadiklarini
bildirmislerdir ancak c¢alisma ileri genotipik degerlendirme ile dogrulanmamuistir
(250).

Calismamizda MBL genlerinden NDM, 11 izolatta pozitif saptanmistir. Bu
say1 Tirkiye verileri agisindan sasirticidir. Tirkiye’de A. baumannii’de NDM
pozitifligi, Adana’da yapilan ve iki izolatta pozitif bulunan NDM-1 pozitifligi (247)
ve Karaaslan ve arkadaslarinin rektal siirlintii 6rneklerinde kolonizasyon seklinde
tespit ettikleri NDM pozitifligi (246) disinda bildirilmemistir. Heydari ve arkadaslari,
calismalarinda elde edilen verilerin, Orta Dogu’da NDM-1 pozitif A. baumannii’nin
yiiksek prevalans gosterdigi hipotezini destekledigi ve Suriye’den Avrupa’ya bu

direng geninin taginiyor olabilecegi vurgusunu yapmislardir (247).
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6. SONUC

1. Calismamiza dahil edilen 142 karbapenem direngli ACB izolatinda amikasin
(%93,7), gentamisin (%73), netilmisin (%75), tobramisin (%70), siprofloksasin
(%93,7), levofloksasin ~ (%93,7),  trimetoprim-siilfametoksazol (%61,3)
antibiyotiklerine yiiksek oranda diren¢ bulunmustur. Kolistin direnci %1,4 oraninda
saptannmugtir. Acinetobacter tiirlerine bagl enfeksiyonlar, CID ve artik sik bildirilen
pan-drug rezistan suslar sebebiyle olduk¢a endise verici bir hal almistir.
Karbapenemaz firetimi, diger bircok antibiyotige de direngli olan bu bakterilerin
tedavisini smirlandirmig, yeni antibiyotik arayisi veya kombinasyon tedavilerini

giindeme getirmistir.

2. Calismamizda metallo-beta-laktamaz saptamaya yonelik fenotipik testlerden
meropenem-EDTA kombine disk testi ve imipenem-EDTA kombine disk testlerinin
duyarliliklart sirastyla %100 ve %81,8; ozgiilliikleri ise sirastyla %81,7 ve %96,2

olarak bulunmustur.

3. Calismamizda OXA-51, 142 izolattan 137 tanesinde pozitif, bes izolatta ise
negatif bulunmustur. Calismada DNA eldeleri plazmit ekstraksiyonu ile yapilmistir.
Bu bes izolatta kromozomal DNA ekstrakte edilmemis ve dolayisiyla siklikla
kromozomal olan OXA-51 geni PCR ile saptanamamis olabilir veya OXA-51 negatif
olan bu izolatlar A. baumannii disindaki ACB izolatlar1 olabilir.

4. Calismamizda OXA-23 toplam 134 (%94,4) izolatta pozitif bulunmustur.
Bir¢ok c¢alismada, salgin durumlart disinda, onceki yillara gore daha az saptanan
OXA-58 geni, bizim ¢calismamizda da sadece bir (%0,7) izolatta pozitif bulunmustur.
Saptadigimiz OXA-23 pozitif izolatlarin oraninin yiiksekligi bu diren¢ geninin

yayginlagtiginin gdstergesi olabilir.

5. Calismamizda iilkemizde A. baumannii’de bildirimi az sayida calisma
disinda yapilmayan OXA-24, GES, VIM, IMP, SIM genleri higbir izolatta
saptanmamistir. Bu gen bolgelerinin varligini arastirmaya yonelik daha fazla calisma

yapilmalidir.
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6. Calismamizda NDM, 11 (%7,7) izolatta pozitif saptanmistir. Tiirkiye’de
Acinetobacter’de NDM pozitifligi az sayida calismada bildirilmistir. Ulkemizde,
Acinetobacter tiirlerinde NDM ile birlikte diger MBL direng genlerinin varligini tespit

etmek i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.

7. Calismamizda 2014-2016 yillarina ait ACB suslart incelenmistir. Bu
donemlerde Suriye’den yogun olarak goc¢ eden miiltecilerin belki de NDM pozitif
suslar1 iilkemize tasidig1 hipotezi One siiriilebilir. Hastanelerde, 6zellikle yogun bakim
tinitelerinde NDM ve diger MBL direng genlerine sahip bakterilerin var olabilecegi

g0z onilinde bulundurulmalidir.

8. Onemli olan bir diger nokta PCR y&nteminin, o giine kadar tanimlanmis
karbapenem direng genlerini saptayabiliyor olmasidir. Yeni tanimlanacak direng

genlerinin tespiti i¢in ileri molekiiler tekniklere ihtiyac vardir.

9. Acinetobacter tiirlerinde, ayni tiir, baska tiir ve hatta bagka cinslere transferin
oldugu karbapenem direng genlerinin hizl bir sekilde tespiti; siirveyans calismalarinin
yapilabilmesi, enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin alinmasi ve boylece diren¢ genlerinin

aktariminin 6niine geg¢ilmesi agisindan 6nemlidir.
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