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SEMBOLLER ve KISALTMALAR LiSTESI

AFLP: “Amplified Fragment Length Polymorphism”
Ark. : Arkadaslar1
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DNA: Deoksiriboniikleik asit

EKK: Enfeksiyon* Kontrol Komitesi, infeksiyon Kontrol Komitesi (IKK)
3LST: “Trilocus Sequence-Based Typing”

MLST: “Multilocus Sequence Typing”
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MRSA: “Methicillin-resistant Staphylococcus aureus”
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NI: “Nosocomial Infection”
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Rep-PCR: “Repetitive-Polymerase Chain Reaction”
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PFGE: “Pulsed Field Gel Electrophoresis”
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“Infeksiyon” terimi ve tiirev terimleri olarak kullanilmaktadir.



OZET

Deniz, 1. (2018). Klinik Kaynakh Acinetobacter baumannii izolatlarinda Patotip-
Rezistotip-Genotip Kiimelenmesi Varhiginin Arastirilmasi. Yeditepe Universitesi,
Saghk Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip Anabilim Dal, Yiiksek Lisans Tezi,
Istanbul.

Acinetobacter baumannii, pnémoni, idrar yolu infeksiyonlari, septisemi ve menenjit gibi
ciddi hastalik tablolarindan sorumlu, ¢oklu ilag direnci gosteren, nonfermentatif, Gram-
negatif bakteridir. Bu c¢alismanin amaci, A. baumannii’nin, infeksiydzite (patotip),
antimikrobiyal direng¢ fenotipi (rezistotip) ve genotip bakimindan kiimelesme
ozelliklerini arastirmaktir. Istanbul biyocografyasini temsil eden, sekiz ayr1 hastaneden,
A. baumannii’nin, Temmuz — Kasim 2015 tarihleri arasinda toplanan izolatlari ¢alismaya
katild1. Yatan hastalardan izole edilen toplamda 36 A. baumannii bakteri izolatindan
olusan &rneklem kullanildi. Orneklemin, tiir diizeyinde bakteri tanimlamas1 ve antibiyotik
duyarlilik testleri, sirastyla MALDI-TOF-MS cihazi ve VITEK2 otomatize sistemlerinde,
molekiiler epidemiyolojik tiplendirme testleri ise otomatize DiversiLab rep-PCR
sisteminde yapildi. Sonuglarin kategorik degiskenler arasindaki dagilim farkinin analizi
icin, tek orneklem ki-kare testi ve yerine gore Fisher kesin olasilik testi kullanildi. Patotip
bakimindan, 10°’u (10/36, %?27.7) enfeksiyonu etkeni ve 26’st (26/36, %72.2)
kolonizasyon olarak saptandi. Toplam 25 rezistotip saptandi. Karbapenemlere direng,
%88.8 (32/36) olarak bulundu. Toplamda sekiz genotip kiimesi (GK01-GKO08) saptandi.
GKO1 i¢inde, 30 izolat (%83.3’l, 30/36) bulundu. GKO1 i¢inde, dort genotip (GO1-G04)
saptandi. Enfeksiyon izolatlarinin tamami (10/10, %100) GKO1 i¢inde bulundu. Toplam
11 genotip (G01-G11) saptandi. Genotipler arasinda, GO1’in (14/36, %38.8) baskin
oldugu bulundu. Sonug olarak, Istanbul ilinden elde edilen A. baumannii rneklemindeki
GKO1 genotip kiimesi izolatlarinin, enfeksiyon patotipi ile istatistik olarak anlamli
diizeyde iliskili (p=0.021) oldugu bulundu. Orneklemde, “Patotip-Genotip
Kimelenmesi” saptandi. “Rezistotip” g¢esitliliginin ise yliksek oldugu, kiimelenme
sergilemedigi gosterildi. “Patotip-Rezistotip-Genotip” incelemeleri sonucunda, GZT
hastanesinin ¢esitliligi artiric1 ve yayici “kaynak”, FSM ve HNH hastanelerinin “gider-

karsilikl1”, diger hastanelerin ise “gider-kara delik” niteliklerinde oldugu degerlendirildi.

Anahtar Kelimeler: Acinetobacter baumannii, rep-PCR tiplendirme, molekiiler

epidemiyolojik tiplendirme, kaynak-gider dinamigi

Xi



ABSTRACT

Deniz, 1. (2018). Investigation of Pathotype, Resistotype and Genotype Clustering in
Acinetobacter baumannii Isolates of Clinical Origin. Yeditepe University, Institute
of Health Sciences, Department of Molecular Medicine, M.Sc. Thesis, Istanbul.
Acinetobacter baumannii is a nonfermentative, Gram-negative bacterium that has been
shown to be a multidrug resistant pathogen responsible for severe infectious diseases such
as pneumonia, urinary tract infections, septicemia and meningitis. The aim of this study
was to investigate the aggregation properties of A. baumannii in terms of infectious
(pathotype), antimicrobial resistance phenotype (resistotype) and genotype. A total of 36
A. baumannii bacterial isolates collected between July to November 2015 from the
patients who were hospitalized in eight hospitals representing the biogeography of
Istanbul.Specimen-level bacterial identification and antibiotic susceptibility tests were
performed respectively in MALDI-TOF-MS and VITEK2 automated systems and
molecular epidemiological typing tests were performed in automated DiversiLab rep-
PCR system. The single sample chi-square test and Fisher’s exact test were used in
statistical analysis. In pathotype analysis, 10 (10/36, 27.7%) were identified as infectious
agents and 26 (26/36, 72.2%) were colonization. A total of 25 resistotypes were detected.
Resistance to carbapenem antibiotics was 88.8% (32/36). A total of eight genotypes
(GC01-GC08) were identified. GCO1 contained 30 isolates (83.3%, 30/36). In GCO1, four
genotypes (G01-G04) were detected. All of the infection isolates (10/10, 100%) were in
GCO01. A total of 11 genotypes (G01-G11) were detected. Among the genotypes, GO1
(14/36, 38.8%) was found to be dominant. In conclusion, the prevalent GC01 genotype
cluster of A. baumannii isolates collected from eight major hospitals in Istanbul were
significantly associated with infection pathotype (p=0.021). In the study isolates,
pathotype-genotype clustering (i.e. infectivity and GCO01) was detected, however,
resistotype diversity was found to be high and did not show any clustering. “Pathotype-
Resistotype-Genotype” data indicated that GZT hospital might be a “source” for spread,
whereas FSM and HNH might be of “sink-reciprocal type”, and other hospitals of “sink-
black hole type”.

Key Words: Acinetobacter baumannii, repetitive-PCR  typing, molecular

epidemiological typing, source-sink dynamic
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1. GIRIS ve AMAC

Diinya Saglik Orgiitii’niin 2016 yil1 verilerine gére, kiiresel olarak, 6liim nedenleri
arasinda, hastalik gruplar1 bakimindan, infeksiyon hastaliklar1 (agk. parazitik hastaliklar
dahil) dordiincii (agk. kardiyovaskiiler hastaliklar birinci, inme ikinci, malign neoplasmlar
ticiincii) siradadir (1a). Ayni verilere gore, hastaliklar diizeyinde ise, alt solunum yollar1
infeksiyonlari, mortalite nedeni olarak, dordiincii siradadir (agk. sirasiyla, iskemik kalp
hastaliklari, inme, kronik obstruktif pulmoner hastaliktan sonra) (1a); alt solunum yolu
infeksiyonlar1 arasinda, 6zellikle cerrahi, pediatrik ve diger yogun bakim birimlerinde
olusan hastane infeksiyonlari, 6nemli bir orandadir (1b). Bu infeksiyonlar arasinda, saglik
bakimiyla iligkili infeksiyonlar (“Healthcare Associated Infections” ya da hastane
infeksiyonlar1  (“Hospital Infections”, nozokomiyal infeksiyonlar, “Nosocomial
Infections”), glinimiizde alinmakta olan tiim dnlemlere karsin, 6nemli oranda morbidite,
mortalite ve sagaltim gideri nedenidir ve bu bakimdan 6nemli bir saglik sorunu olmaya
devam etmektedir (1b).

Glinlimiizde, kiiresel dlgekte, her yil yiiz milyonlarca kisinin, saglik bakimiyla
iligkili infeksiyonlara maruz kaldigi bildirilmektedir (1b). Saglik hizmeti alan her on
hastadan birisinde, saglik bakimiyla iligkili infeksiyon gelistigi saptanmistir (1b). Etkili
izlem ve dnlem programlarinin uygulandigi gelismis tilkelerde hastane infeksiyonlar1 %
5-10 oraninda goriiliirken, gelismekte olan iilkelerde bu oranin % 25°e¢ kadar
yiikselebildigi bildirilmektedir (1c). Saglik biitgesinin % 75’e¢ varan oranlarinin
hastanelerde harcanabildigi bildirilmektedir (2a). Hastane infeksiyonlarmin % 8-10
oraninda epidemik (epidemilerin % 10’u psddoepidemik), geri kalaninin hiperendemik
veya endemik oldugu bildirilmektedir (2b, 2c, 2d). “Endemik” infeksiyonlarin {igte
birinin ise, ylksek riskli servislerde, hastalar arasindaki capraz bulas ile olustugu
bildirilmistir (2b). Hastanelerde olusan “sessiz salgin” bi¢iminde de anilan hastane
infeksiyonlari, etkili izlem ve onlem programlarinin uygulanmaya calisildigi Amerika
Birlesik Devletleri’nde bile yilda 30,000- 88,000 kisinin Sliimiine, hastanede yatis
siiresinin 7-10 glin uzamasina, hasta basina maliyetin yaklasik olarak 20,000 dolar
artmasina (bir nozokomiyal MRSA olgusunun ek maliyeti 31,400 dolar, bir nozokomiyal
VRE olgusunun ek maliyeti 83,897 dolar ) ve yilda 5-10 milyar dolar ek maliyete neden
olmaktadir (1-3).



Hastane infeksiyonu oranlari, giiniimiizde hastane saglik hizmetlerinde bir kalite
indikatori olarak kullanilmaktadir (4, 5).

Hastane infeksiyonlarinin, direngli bakterilerin ortaya ¢ikmasi ve yayilmasi
nedeniyle yerel dnemine ek olarak kiiresel dnemi de vardir. Diinyanin herhangi bir
yerindeki bir hastanede ortaya g¢ikan hastane infeksiyonu etkeni direngli bir bakteri
klonunun, global yayilima yol agabildigi gosterilmistir (6). Bu tiirden global yayilimin
epidemiyolojik ve ekonomik etkisi, giiniimiizde halen tam olarak 6l¢iillememektedir (7).

Bu nedenlerle, hastanelerde, ulusal ve uluslararasi diizlemde, yapilandirilmis
infeksiyon kontrolii ve epidemiyolojisi programlarina gereksinim duyulmaktadir (8-11).

Hastane infeksiyonlarinin epidemik olanlariin % 70’nin, endemik olanlarinin %
20-32’sinin, yogun izlem ve infeksiyon kontrolii programlar1 ile onlenebilecegi
gosterilmistir (10).

Bu bakimdan, giiniimiizde, hastanelerde Infeksiyon Kontrol Komitesi ile
Mikrobiyoloji Laboratuvarlar1 tarafindan yiiriitiilen infeksiyon kontrolii ve izlemi
caligmalarinin yani sira, antibiyotik direncinin, toplumdan edinilmis infeksiyonlarin ve
hastane infeksiyonlariin izlemi igin, ulusal (6rn. Tiirkiye’de INFLINE, Almanya’da
NIDEP, Amerika Birlesik Devletleri’'nde NNIS, vd.) ve uluslararasi (6rn. EARSS,
HARMONY, ENARE, GENE, ENEMTI, vd.) standartlastirilmis izlem programlar1 da
olusturulmus ve olusturulmaktadir (8, 11, 12-22).

Standartlastirilmis  izlem c¢alismalariyla  ylriitiilen infeksiyon kontrol
stratejilerinin  6nemli bir pargasini, iniversitede yerlesik molekiiler epidemiyoloji
referans laboratuvarlari olusturmaktadir (10).

Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda uygulanan molekiiler tiplendirme teknikleri ile:
1) kolonize ve infekte hastalar arasindaki iliski,

2) kontaminasyon ile infeksiyonun ayirt edilmesi,

3) hospitalize hastalar arasindaki bulasin gosterilmesi,

4) reenfeksiyon ile relapsin ayirt edilmesi,

5) antimikrobiyal ilaglara direngli kdkenlerin ayni hastanede veya degisik hastaneler
arasinda zaman i¢indeki yayilimi,

6) kisa donemli olarak hastane epidemilerinin saptanmasi,

7) uzun donemli olarak nozokomiyal infeksiyonlarin izlenmesi ve

8) kisa ve uzun donemli olarak antibiyotik direncinin izlenmesi saglanabilmektedir (23,

24).



Molekiiler tiplendirme tekniklerinin rutin olarak dogru kullanimini da igeren
infeksiyon kontrol programlarinin tibbi ve ekonomik getirisi (ack. Hacek ve ark.’nin
calismasinda 2 yilda 4 milyon dolar) oldugu gosterilmistir (25a, 25b).

Gliniimiizde, izlem c¢aligmalarmin bir pargast olarak epidemiyolojik
tiplendirmede, bu amaglarla, mikrobiyoloji laboratuvarlar1 tarafindan yaygin olarak
kullanilan belirli yontem ve teknikler vardir (9).

Ozellikle, bakteriyel izolatlarin ve neden oldugu kolonizasyon veya
infeksiyonlara ait;
1) infeksiyon Kontrol Komitesi’nin degerlendirmelerine dayal1 klinik tan1 verilerinin,
2) yakin ve/veya uzun dénemli epidemiyolojik-evrimsel iligkililigi gosteren molekiiler
epidemiyolojik/evrimsel tiplendirme yontemlerinin uygulanmasiyla elde edilen genotipik
verilerinin,
3) tedavi segeneklerini olusturan antibiyotiklere direnglilik durumunu gosteren
antimikrobiyal diren¢ fenotipi verilerinin, birlikte kullanilmasiyla elde edilen: ‘cok
boyutlu enfeksiyozite-fenotip-genotip uzayi’nda, klinik-epidemiyolojik-evrimsel izlek
izlemlerinin yapilabilecegi ve bu izleklerin yorumlanmasiyla (agk. “patotip-genotip-
fenotip” iligkisine dayali kiimelenme o6zelliklerinin incelenmesi ve yorumlanmasiyla),
onemli klinik, epidemiyolojik ve evrimsel ¢ikarimlar yapilabilecegi gosterilmistir (9-11,
23-39, 40, 41).

Tiplendirme tekniklerinin;
1) kisa donemli hastane epidemileri igin “hizli sonug verebilir” 6zellikte olmasinin,
2) uzun donemli izlem bakimindan da “ulusal veya uluslararasi diizlemde
karsilastirilabilir”  6zellikte olmasinin, saglanmast mikrobiyoloji laboratuvarinin
gorevleri arasindadir (9-11, 23-29).

Acinetobacter baumannii, giiniimiizde, hastane infeksiyonlarina yol acan, siklikla
coklu-direngli ve hatta tiim-droglara direngli olabildigi i¢in, tedavisinde zorluklarla
karsilagilan ve “ESKAPE grubu” (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa ve
Enterobacter tiirleri) olarak tanimlanan en onemli bakteriyel infeksiyon etkenlerinin
iginde yer alan bir mikroorganizmadir (42).

Bu calismanin amaci, yatan hastalarin klinik 6rneklerinden kolonizasyon veya
infeksiyon etkeni olarak izole edilen, ¢oklu-direngli 6nemli hastane infeksiyonu

etkenlerinden Acinetobacter baumannii’nin, infeksiydzite, antimikrobiyal direng fenotipi
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ve klonal genotip (agk. patotip-rezistotip-genotip) bakimindan kiimelesme 6zelliklerini
arastirmak, yorumlamak ve bu temelde, 6dnemli klinik, epidemiyolojik ve evrimsel

cikarimlar yapilabilmesini saglamaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Acinetobacter baumannii’nin Genel Ozellikleri
2.1.1. Tarihge ve Siniflandirma

Acinetobacterler giiniimiize kadar pek ¢ok farkli sekilde isimlendirilmis, yapisal
ve biyokimyasal 6zellikleri ile siniflandirma acisindan degisiklige ugramislardir. Ik kez
Hollandali mikrobiyolog Beijerinck tarafindan, 1911 yilinda topraga kalsiyum asetat
katarak hazirlanan zenginlestirilmis besiyerinde mikroorganizma izole edilmis ve
Micrococcus calcoaceticus olarak tanmimlanmustir.  Sonraki yillarda, benzer
mikroorganizma, Diplococcus mucosus, Micrococcus calcoaceticus, Alcaligenes
haemolysans, Mima polymorpha, Moraxella Iwoffi, Herellea vaginicola, Bacterium
anitratum, Moraxella Iwoffi glucidolytica, Neisseria winogradskyi, Achromobacter
anitratus ve Achromobacter mucosus gibi adlarla 15°ten fazla farkli cins ve tiir olarak
tanimlanmustir. 1954 yilinda, Brisou ve Prevot birbirine morfolojik agidan benzeyen bu
mikroorganizmalardan bazilarinin hareketsiz olduklarmi farketmigler ve Yunanca
hareketsiz anlamina gelen °‘Akinetos’ sozciigiinden yola c¢ikarak, bu bakterilere
‘Acinetobacter’ adin1 vermislerdir (43).

Acinetobacter cinsi, giiniimiizde, taksonomik olarak, Proteobacteria
“phylum”unda, Gammaproteobacteria “class”inda, Pseudomonadales “order’inda,
Moraxellaceae familyasi iginde, Moraxella, Oligella, ve Psychrobacter cinsleri ile
birlikte siniflandirtlmis durumdadir (44). Acinetobacter cinsi bakterilerin ilk tanimlanan
tiirii, Acinetobacter calcoaceticus olmustur. Tiirii karakterize eden “Type species”
Acinetobacter calcoaceticus olarak kabul edilmis ve uluslararasi bakteriyel taksonomi
nomeklatiirinde ve siiflandirmasinda yerini almistir (45-48). Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology’de, Acinetobacter cinsi’nde yer alan tam olarak karakterize
edilmis valide tiirlerin sayisi1 sekiz olarak belirtilmis olmakla birlikte, “International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology” (IISEM) dergisinde yayinlanarak
tanmimlanan tiirlere gore, “List of Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature”
veritabaninda, sinonimlerle birlikte 62 tiir ad1 yer almistir (48). Bouvet ve Grimont
tarafindan, 1986’da, Acinetobacter cinsi bakteriler, DNA-DNA hibridizasyon yontemi
kullanilarak farkli genomik tiirlere ayrilmistir (49). Devam eden calismalarla, Bouvet ve

Jeanjean, Tjernberg ve Ursing, ve Nishimura ve ark. tarafindan yeni genomic tiirler de
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eklenmis ve Acinetobacter cinsi bakteriler, farkli 12 genomik tiirde (“Genomospecies’)

smiflandirilmistir. Daha sonra, yeni genomic tiirler de tanimlanmis ve valide tiir sayisi

31’e¢ yiikselmistir; bunlarin 17’sine valide tiir isimleri verilmistir (50). Heniiz

tanimlanmamis olan, ¢evresel ortamlarda yasayan, birgok tiirler oldugu diistiniilmektedir.

Onemli Acinetobacter tiirleri ve genomik karsiliklar1 Tablo 2.1. 'de gdsterilmistir (50, 51).

Tablo 2.1. Acinetobacter Tiirleri ve Genomik Karsiliklart (50, 51)

isimlendirilen Tiirler

Genomik Tiir

Kaynak

Acinetobacter calcoaceticus 1 Toprak ve insanlar (klinik 6rnekler dahil)
Acinetobacter baumannii 2 Insanlar (klinik 6rnekler dahil), toprak, et, sebzeler
Acinetobacter haemolyticus 4 Insanlar (klinik 6rnekler dahil)
Acinetobacter junii 5 Insanlar (klinik 6rnekler dahil)
Acinetobacter johnsonii 7 Insanlar (klinik 6rnekler dahil) ve hayvanlar
Acinetobacter Iwoffii 8/9 Insanlar (klinik érnekler dahil) ve hayvanlar
Acinetobacter radioresistens 12 Insanlar (klinik 6rnekler dahil), toprak ve pamuk
Acinetobacter baylyi Tanimlanmamig Aktif camur (atik su sistemleri) ve toprak
Acinetobacter bouvetii Tanimlanmamig Aktif gamur (atik su sistemleri)
Acinetobacter gerneri Tammlanmamisg Aktif camur (atik su sistemleri)
Acinetobacter grimontii Tanimlanmamisg Aktif camur (atik su sistemleri)
Acinetobacter parvus Tanimlanmamisg Insanlar (klinik rnekler dahil) ve hayvanlar
Acinetobacter schindleri Tanimlanmamig Insanlar (klinik &rnekler dahil)
Acinetobacter tandoii Tanimlanmamig Aktif ¢amur (atik su sistemleri)
Acinetobacter tjernbergiae Tanimlanmamisg Aktif gamur (atik su sistemleri)
Acinetobacter towneri Tanimlanmamig Aktif ¢amur (atik su sistemleri)
Acinetobacter ursingii Tanimlanmamig Insanlar (klinik &rnekler dahil)
Acinetobacter venetianus Tanimlanmamig Deniz suyu

Isimlendirilmemis 3 Insanlar (klinik 6rnekler dahil), toprak ve sebzeler
Isimlendirilmemis 6 Insanlar (klinik &rnekler dahil)
Isimlendirilmemis 10 Insanlar (klinik 6rnekler dahil), toprak ve sebzeler
Isimlendirilmemis 11 Insanlar (klinik 6rnekler dahil) ve hayvanlar
Isimlendirilmemis 13TU Insanlar (klinik rnekler dahil)
Isimlendirilmemis 13BJ, 14TU Insanlar (klinik &rnekler dahil)
Isimlendirilmemis 14BJ Insanlar (klinik &rnekler dahil)
Isimlendirilmemis 15BJ Insanlar (klinik érnekler dahil)
Isimlendirilmemis 15TU Insanlar (klinik érnekler dahil)
Isimlendirilmemis 16 Insanlar (klinik 6rnekler dahil) ve sebzeler
Isimlendirilmemis 17 Insanlar (klinik 6rnekler dahil) ve toprak
Isimlendirilmemis 1-3 arasinda Insanlar (klinik &rnekler)
Isimlendirilmemis 13TU’ya yakin Insanlar (klinik &rnekler)

Genomik tirlerin birincisi A. calcoaceticus, ikincisi ise A. baumannii'dir.

Acinetobacter cinsinin 1., 2., 3. ve 13. genomik tiirleri sakkarolitik 6zellikte olup

oksidasyon fermentasyon besiyerlerinde karbohidratlardan asit olusturmaktadirlar.

Fenotipik ozellikleri benzer oldugundan, bu dort tiir, daha sonra "A. calcoaceticus - A.

baumannii kompleks" ya da diger bir adiyla "Sakkarolitik Acinetobacter" adi altinda




toplanmistir. Diger tiirler ise, "Non-sakkarolitik Acinetobacter" olarak tanimlanmistir
(43, 44).
2.1.2. Mikrobiyolojik Ozellikler ve Identifikasyon

Acinetobacter cinsi, non-fermentatif, hareketsiz, zorunlu aeroptur ve bu cinsin
DNA G+C igerigi %39-%47’dir. Flajellalar1 yoktur, fimbrialar1 vardir. Oksidaz negatif,
katalaz pozitif ve indol negatiftirler. Bir giinliik taze kiiltiirlerinde, Gram negatif
kokobasil olan bakteriler, sub-kiiltiirlerde ya da penisilinli ortamda Gram negatif basil
goriiniirken, viicut sivilarinda ve kati besiyerlerinde Gram negatif diplokok veya
kokobasil olarak goriilebilmektedirler. Bu nedenle, Haemophilus ve Neisseriaceae
ailesinde yer alan bakteriler (Neisseria, Kingella, Eikenella) ve Moraxella ile
karisabilmektedirler (43, 44). Menenjit ve sepsis klinik durumlarinda izole edilen
Acinetobacter spp., Neisseria meningitidis ile karisabilirken, kadin genital sisteminden
izole edilen Acinetobacter spp., Neisseria gonorrhoeae ile karisabilmektedir (43, 44, 52).

Genellikle Gram negatif diplokok olarak gézlenmekle birlikte, klinik 6rneklerin
direkt preparatlarinda ve pozitif kan kiiltiir siselerinden hazirlanan preparatlarda,
basglangicta Gram pozitif kok olarak degerlendirildigi belirtilmektedir. Genellikle
kapsiillii olan bakteriler, Gram boyama esnasinda kristal viyoleyi tutma kapasiteleri
oldugundan, yanlislikla Gram pozitif olarak tanimlanabilmektedir. Uremenin logaritmik
fazinda, 1-1,5 x 1,5-2,5 um boyutlarinda basil seklinde, stasyoner fazinda kok seklinde,
daha ¢ok kokobasil, ikiserli, kiime halinde veya kisa zincir olarak goriilebilmektedir (43,
44, 52). Zor iireyen mikroorganizma degildirler ve besinsel olarak fakir ortamlarda, hatta
antiseptiklerin varliginda bile yasayabilmektedirler. Genel iiretim besiyerlerinde, 35-
37°C’de kolay iireyebilirler. Kanli agarda olusan koloniler, enterobakterilerden daha
kiigtik, opak, gri, pigmentsiz ve S tipindedir. Acinetobacter haemolyticus haricindeki
tiirler, kanli agarda hemoliz yapmazlar. Mac Conkey Agar besiyerinde, renksiz ya da hafif
pembe koloniler olustururlar. Eosin Methylene Blue (EMB) Agar besiyerinde, mavi
kantaron ¢igegi renginde koloniler olusturmaktadirlar (43, 44, 52). Baz1 Acinetobacter
tiirlerinin ise, tirozinli kalp infiizyon agar ve D-glikoz eklenmis kanli agar besiyerlerinde,
kahverengi renk degisimine neden olduklar1 bilinmektedir. Ug sekerli demirli besiyeri
(TSI; Triple Sugar Iron Agar) ve oksidatif fermantatif besiyerinde, asit olusturmazlar (43,
44, 52).

Acinetobacter cinsi bakterilerin identifikasyonlar1; sitokrom oksidaz aktivitesinin

olmamasi, hareketsizlik ve penisiline direng temeline dayanilarak, mikrobiyoloji
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laboratuvarlarinda, konvansiyonel yontemlerle yapilabilmektedir. A. baumannii’nin,
hemoliz yapmamasi, glukoza oksidatif etkisi ve 44 °C’de iireyebilmesi ile kolayca diger
tiirlerden ayirt edilebilmektedir.

Acinetobacter identifikasyonunda, rutin mikrobiyolojik yontemler disinda,
otomotize sistemler ve molekiiler yontemler de yer almaktadir. Acinetobacter’leri diger
Gram negatif nonfermentatiflerden ayirabilen belirli bir tek metabolik test yoktur; ancak,
Acinetobacter cinsi iiyelerinden bazilari, ¢ok sayida metabolik testin bir arada
yapilabildigi API 20 NE gibi ticari sistemlerin de i¢inde bulundugu fenotipik yontemlerle
tanimlanabilir.

Acinetobacter’lerin tiir diizeyinde siniflandiriimasinda DNA-DNA hibridizasyon
yontemi, referans standart yontem olarak kabul edilmekle birlikte, emek isteyen yontem
oldugundan, rutin mikrobiyolojik laboratuvar i¢in uygun degildir. Bu nedenle,
Acinetobacter’lerin identifikasyonu i¢in; DNA-DNA hibridizasyonu, restriksiyon enzim
analizi, genom parmak izi analizi, ribotiplendirme, “tRNA spacer fingerprinting”,
restriksiyon enzim analizi, sekans analizi, bazi gen kompozisyonlarinin amplikon analizi,
“multilocus PCR electrospray ionization mass spectrometry” (PCR/ESIMS) gibi farkli
molekiiler yontemler vardir (43, 44, 50-52).

2.1.3. Patogenesite ve Virulans

Acinetobacter’ler, ozellikle gegmiste, patojenitesi diisiik bakteriler olarak kabul
edilmislerdir; konak savunmasi gii¢lii olan kisilerde infeksiyon olusturma potansiyelleri
diigiiktiir; ancak, dis ortamlarda canli kalabilme, asidik pH ve diisiik 1sida ireyebilme
yetenekleri ve 6zellikle son yillarda artan oranda antimikrobiyal ¢ogul diren¢ kazanma
kapasiteleri nedeniyle, firsat¢r hastane infeksiyonu veya saglik bakimi ile iliskili
infeksiyon (HI, SBI; HI, HAI) etkeni olarak karsimiza ¢ikmaktadirlar (52). SBI,
hastaneye kabulden sonraki iigiincii giin veya sonrasinda, tanimli SBI tiirlerinden birisi
ile ilgili bir (veya birden fazla) tani testinin (belirti veya bulgu; klinik, laboratuvar ve/veya
goriintiileme) pozitif olarak saptandigi durumda ya da taburcu olunduktan sonraki 30 giin
(agk. baz1 SBI tiileri i¢in 90-180 giin, hatta bir sistematik derlemeye gére bir yil)
icerisinde tani testi pozitif bulundugunda, gelistigi kabul edilen infeksiyondur (53-55).
Kolonizasyon ve enfeksiyon ayrimi zor olmakla birlikte, risk faktorleri benzerdir. Uzun
stire hospitalizasyon, yogun bakim finitesinde kalma, cerrahi operasyon, yaniklar,
mekanik ventilasyon, idrar sondasi, endotrakeal tiip veya trakeostomi varligi, kateter

kullanimi, uzun siireli antibiyotik tedavisi, immiin sisteminin baskilandig1 hastaliklar ve
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konagin yas1 gibi risk faktorleri bulunmaktadir (52). Saglikli bireylerde hastalik
olusturma potansiyeli kisitli olsa da, virulanslarini artiran gesitli 6zellikler mevcuttur. L-
ramnoz, D-glikoz, D-glukuronik asit ve D-mannozdan olusan polisakkarid kapsiiliin
bakterinin ylizeyini daha hidrofilik yapmasi ve bakteriyi fagositozdan korumasi,
fimbrialarinin epitel hiicrelere yapisabilmesi, doku lipidlerini pargalayabilen enzimler
iiretmeleri, hiicre duvarinda bulunan lipid A ve lipopolisakkaritlerin potansiyel toksik
etkileri, ¢ogul antimikrobiyal direng Ozellikleri ve daha bir¢cok faktorler bunlar
arasindadir (43, 52, 56-59).

Acinetobacter’lerin %14 kadari, slime faktor olusturabilme yeteneginde olduklari
icin, canli ve cansiz yiizeylere niifuz edebilmekte, 6zellikle hastane ortaminda ve
cihazlarin yiizeyinde uzun siire canli kalarak infeksiyon etkeni olmaktadirlar. Antibiyotik
direncinden sorumlu bir enzim olan PER-1 f-laktamaz’in bakterinin viriilansini ve
mortalitesini arttirdigi bilinmektedir. Uremeleri igin gereken demiri, insan viicudundan
saglayabilmeleri de baska virulans Ozelliklerindendir. Bazi asinetobakterlerin ise
aerobaktin gibi sideroforlar ve demirle baskilanabilen dis membran reseptor proteinleri
tirettikleri gosterilmistir (43, 52, 56-59).

2.1.4. Virulans Faktorleri
2.1.4.1. Hiicre Yiizey Ozellikleri

Bakterilerde, hiicre ylizey Ozellikleri konak dokulara zarar verdiginden,
enfeksiyon  patogenezi  konusunda rolii  Onemlidir. Acinetobacter cinsindeki
lipopolisakkarid O antijeni, yapisinda bulunan deoksiamino sekerler ve yapilarinda
bulunan dallanmalar sebebiyle hidrofobik 6zellik gosterir. Acinetobacter ile ilgili
calismalarda, RAG-1 susunun, epitel hiicrelerine hidrofobik o6zelligi ile tutundugu
gosterilmistir. Fimbria ve polisakkarid yap1 6zelliginden oldugu belirtilmistir. Sonraki
calismalarda ise, yiizey hidrofobisitesi ile kollajen, fibronektin gibi matriks proteinlerine

baglanma 6zelligi goriilmiistiir (43, 52, 56-61).

Acinetobacter cinsinin, insan asit s1visi i¢inde tiremesine sebep olan gen firiinleri,
AB307-0294 susunun olusturdugu transpozon mutantlar1 ile arastirilmistir. Kapsiil
polimerizasyonu olusmasi ile ilgili iki genin (ptk ve EpsA) 6nemi gosterilmistir. Kapsiil
pozitif insan asit sivisi iginde treyebilirken kapsiil negatif mutantlarin yok oldugu
gosterilmis ve kapsiil yapisinin viriilans faktorleri arasindaki 6nemi vurgulanmistir (43,

52, 56-61).



2.1.4.2. Litik/Toksik Bilesik Uretimi

Bir ¢ok A. baumannii izolati, lipopolisakkarid (LPS) iiretmektedir ve Serum

direnci, immiin yanit ile ilgili virtilans faktorleri oldugu diistiniilmektedir (43, 52, 56-61).

Lipid yikimi, farelerde letal aktivite olusturma ve nétrofillere olumsuz etki gibi
Ozellikleri bilinen ekstraseliiler enzimler iiretebilmek de, Acinetobacter’in baska
viriilanslar 6zellikleridir. A.baumannii kiiltiiriiniin, apoptoza neden oldugu, ancak
formalin ile Oldiiriilmiis bakteriler tarafindan boyle bir etkinin olusturulmadigi
gozlenmistir ve bu bulgu, A.baumannii’nin apoptozu harekete gegiren enzimatik etkinlige

sahip oldugu yoniinde yorumlanmugtir (43, 52, 56-61).
2.1.4.3. Dokulara Yapisma ve Hasar Olusturma

Konak ile patojen iliskisinin birinci basamagi, patojenin konaga tutunmasidir. Bu
tutunmada daha c¢ok fimbria ve membran bilesenleri rol oynar. Bakteriler ile insan
hiicreleri arasindaki tutunmanin ilk calismalarindan biri; Acinetobacter RAG-1 susu
ve A.calcoaceticus’un epitel hiicrelerine ve lenfositlere tutunusunun izlenmesidir (43, 52,
56-61).

A.baumannii, 38 kDa molekiiler agirligina sahip, hiicre yapismasi ve madde
gecisinde gorev alan OmpA (AbOmpA) yiizey proteinine sahiptir. Bu protein, dkaryotik
hiicrelere baglanarak, epitel hiicrelerde apoptoza yol agmaktadir. Epitel hiicre ile

AbOmMpA etkilesimi, immiin yanit agisindan 6nem arz etmektedir (43, 52, 56-61).
2.2. Hastane Infeksiyonlarinda A. baumannii’nin Onemi

Acinetobacter tiirleri, 6zellikle hastane infeksiyonlarinin énemli etkenleri olarak

ortaya ¢ikan, yiiksek oranda morbidite ve mortalite nedeni olan firsat¢1 patojenlerdir.

“ESKAPE” grubu bakteriyel patojenler olarak adlandirilan, Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter tiirleri iginde yer alir. ESKAPE patojenleri,
hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde, hastane infeksiyonlarinin en sik ve
onemli nedenleri olmakla birlikte, antibiyotiklere karsi da ¢oklu-direngli (“multidrug
resistant”; MDR) veya bazi kokenleriyle tiim droglara direngli (“pandrug resistant”’; PDR)
olduklarindan, artmis mortaliteye (A. baumannii igin %?28-68 artis; ortalama %35
mortalite) ve morbiditeye, uzamis yatig siiresine ve yiikselmis maliyete yol acan

infeksiyoz etkenlerdir (42, 62-64). 2010°da, A.B.D.’de, tiim SBI’lerin %1.8’inin,
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Acinetobacter spp.’ye bagl oldugu bildirilmistir. SBI bakimindan, Avrupa’da, benzer
oranlar bildirilmisken, Asya diilkelerinde ve Giiney Amerika’da, baskin patojen
durumundadir. Asya’da ve bazi Latin Amerika {iilkerinde, bakteremi ve nozokomiyal
pnémonide, en sik ii¢ etkenden birisidir. A.B.D.’de, yilda, ortalama 45000 olgu
Acinetobacter infeksiyonuna maruz kalirken, global olarak, olgu sayisi, yilda, bir milyon
diizeyindedir (56).

Giliniimiizde, bu gruptaki bakterilerle olusan hastane infeksiyonlarinin tedavisinde
kullanilabilecek duyarli antibiyotik sayisi, son derece smrhdir. Ozellikle MDR
Acinetobacter baumannii kokenlerine bagli infeksiyonlarin tedavisi i¢in, giintimiizdeki
smirl segenekler arasinda; polimiksin (kiimiilatif doza bagli nefrotoksik ve nadiren
norotoksik olabilmektedir), tigesiklin (duyarlilik testinde sorunlar, tedavi basarisinda
tartismali  durum, tedavi sirasinda diren¢ gelisimi, serumda ortalama tepe
konsantrasyonunda diistikliik sorunlar), sulbaktam (etkili gériinmekle birlikte literatiirde
yeterli kanit giicii heniiz yoktur), rifampisin (¢abuk diren¢ gelisimi ve kombine kullanim
gereksinimi, kombine kullanimda etkili gortinmekle birlikte literatiirde yeterli kanit giicti
heniiz yoktur), minosiklin (umut vericidir, ancak, literatiirde yeterli kanit giicli heniiz
yoktur), siirekli iv antibiyotik infiizyonu (umut vericidir, ancak, literatiirde yeterli kanit
giicii heniiz yoktur), antibakteriyel peptidler (umut vericidir, ancak, literatiirde yeterli
kanit giicii heniliz yoktur), kombine antibiyotik kullanimi (literatiirde en basarili gériinen
Kolistin ile birlikte kullanimdir) yer almakla birlikte, bu segeneklerin ya kullanimi
engelleyen diger sorunlar1 vardir veya literatiirde yeterli kanit giicii heniiz yoktur. Yeni
gelistirilmekte olan antibiyotikler veya alternatif tedavi yontemleri olmakla birlikte,

heniiz klinik kullanim evresine gelmis yeni bir drog veya yontem yoktur (65-73).

Antibiyotiklere direncli etkenlerle gelisen infeksiyonlarin, yillik maliyetinin,

Avrupa’da 1.5 milyar Euro, A.B.D.’de 16 milyar USD oldugu tahmin edilmektedir (74).
2.3. Acinetobacter baumannii’nin Epidemiyolojisi

Acinetobacter baumannii’nin antibiyotik direngli kokenlerinin Avrupa’daki
epidemiyolojisi incelendiginde, kuzeyden giineye dogru artan siklikta direngle
karsilagildig1 (“north-south gradient”; karbapenem direngli kokenlerin % orani; %4 -
%85) saptanmistir (66-69, 75-80). Acinetobacter baumannii’nin tedavisinde en etkili
droglar olan karbapenemlere ve kolistine karsi, sirasiyla, en az, 11 ve 5 direng
mekanizmasi saptanmustir (66-69, 75-80). Literatiirde, 2003 yilindan bu yana, Avrupa’da,
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karbapenem-direngli Acinetobacter baumannii’nin neden oldugu, en az 13 epidemi
bildirilmistir; bunlardan birisi Tiirkiye’dendir (66-69, 75-80). Literatirde, PDR
Acinetobacter baumannii’nin neden oldugu epidemiler de bildirilmistir (79, 80).
Acinetobacter baumannii’nin molekiiler epidemiyolojisine yonelik olarak, 2001 yilindan
bu yana bildirilmis olan, Tiirkiye kaynakli veya Tiirkiye kokenleriyle yapilmis birgok
aragtirma vardir (81-111).

Acinetobacter baumannii’nin molekiiler epidemiyolojik tiplendirmesinde
kullanilabilen birden ¢ok yontem vardir: AFLP (uluslararasi klonlar I-III’iin
tanimlanmasi icin altin standart), PFGE (klonalite arastirmasi i¢in altin standart), MLVA
(VNTR analizi) (lokal epidemiyoloji), rep-PCR (DiversiLab™) (lokal ve global
epidemiyoloji; global klon 1-8’in saptanmasinda kullanilabilir), SLST, 3LST, (lokal ve
global epidemiyoloji), PubMLST (popiilasyon yapist arastirmasi; klonal kompleksler,
klonlar, sekans tipleri; global epidemiyoloji ve uzun donemli evrimsel dinamikler),
Pasteur’s MLST (popiilasyon yapisi aragtirmasinda altin standart), PCR/ESI-MS (lokal
epidemiyoloji), plazmid tiplendirmesi (rezistom analizi), diren¢ adacigi tiplendirmesi
(rezistom analizi), NG-WGS (filogenetik analiz; uzun doénemli evrimsel dinamikler,
cekirdek ve aksesuar genom analizi, lokal epidemiyoloji icin SNP analizi, rezistom
analizi, global ve lokal epidemiyoloji) (77, 112-114).

Acinetobacter  baumannii’nin, molekiiler  epidemiyolojik tiplendirme
yontemleriyle saptanmis olan ve uluslararasi yayilim sergileyen klonlar1 (ve farkh

tiplendirme yontemlerindeki karsiliklar1) Tablo 2.2.’de gosterilmistir (77).

Tablo 2.2. Acinetobacter baumannii ‘nin Uluslararas1 Yayilim Sergileyen Klonlari (77)

AFLP Pasteur’s MLST®  PubMLST? 3LST Diversilab™

(EV)

I CC1(14) CC109(18) SG2 Ww1

I CC2(13) CC92(45) SG1 Ww?2

" CC3(4) CC110(8) SG3 WW3
ST25 SG4 WW7

Kime A CCI15(5) CC103(6) SG5 WW4
ST78 SG6 WW6

Kime B CC10(3) Alel Profil 3/2/8° Ww8

Kime 6  CC32(4)
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Kime C ST52
CC79(11) CC113(18)

AFLP: amplified fragment length polymorphism; MLST: Multilocus sequence typing; 3LST:
trilocus sequence-based typing; EU: European clone (based on AFLP typing) (“International
Clone”), CC: clonal complex; ST: sequence type; SG: sequence group; WW: worldwide clone.
2CC'ler en yaygin klona gore numaralandirilmistir. ST'ler, tekil oldugunda belirtilmigtir. MLST
veri tabanlarinin eBURST analizi ile her bir CC i¢in tanimlanan ST'lerin sayis1, parantez i¢inde

belirtilmistir.

bMikroepidemik suslar olduklari igin, allelic profili 3/2/8 olan suslara, SG atanmamustir.

Bilgimize gore, literatiirde, Tirkiye’de yaygin olan Acinetobacter baumannii
uluslararasi klonlarini, uluslararasi global epidemiyolojik karsilastirmay: saglayabilecek
olan molekiiler epidemiyolojik tiplendirme yontemleriyle (kiitliphane tiplendirme
sistemleri) belirlemis yalnizca ii¢ calisma vardir, ancak bu caligmalarin ikisi tek
merkezlidir (98, 109, 115). Metan ve ark. (98), yaptiklar1 arastirmada, bir {iniversite
hastanesinde (Kayseri), MLST ve AFLP yontemleriyle (CC2:ST2/AFLP-Clone
Unclassified, CC2:ST2/AFLP-Clone 1l, CC2:ST2/AFLP-Clone 1, ST109/AFLP-Clone
Unclassified, CC15:ST84/AFLP-Novel clone, CCl:new ST/AFLP-Clone 1) ve
antibiyotik direng 6zellikleriyle (MDR, XDR, karbapenem direnci, OXA-51, OXA-58) 6
ayr1 klonal grup saptamislar ve “CC15:ST84/AFLP-Novel clone”un baskin oldugunu
(41/100) belirlemislerdir. Giilbudak ve ark. (109), yaptiklar1 arastirmada, bir tiniversite
hastanesinde (Mersin), rep-PCR (DiversiLab™) teknigi ile, sekiz (A-H) farkli klon
saptamis ve A klonunun baskin tip oldugunu (%72, 54/75) belirlemislerdir. Literatiirde,
Tirkiye izolatlarinda, karbapenem direncine neden olan mekanizmalar arasinda, OXA-
23, OXA-58 ve OXA-51 bildirilmistir (77, 98). Ayrica, Karah ve ark.’nin derlemesinde,
uluslararasi koleksiyonlarda bulunan en az iki Tiirkiye kokeninin (MSLT-Pasteur-C54/99
ve MLST-Pasteur-C83/109) Avrupa klonlar1 arasinda yer aldigi goriilmektedir (76). Son
olarak, Tiirkiye ve Azerbeycan biyocografyalarinda, dolasimdaki klonlar1 (invazif
izolatlar; n=112, kan kiiltiirii 6rnekleri) pan-European endemik klonlar1 (“International
Clones”) (EU Clone I, I, III) ile karsilastirmal1 olarak inceleyen ¢ok merkezli (toplamda
11 hastane) bir arastirmada, EU klonu II, yalnizca Kayseri ve Diyarbakir bolgelerinde
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yaygin olarak (15 izolat) bulunurken, EU klonu I, Antalya, istanbul ve Erzurum’da birer

izolat olarak saptanmistir. Ayni ¢alismada, EU III klonu, saptanmamustir (115).

Acinetobacter baumannii uluslararasi klonlari, uluslararasi global epidemiyolojik
karsilastirmay1 saglayabilecek olan molekiiler epidemiyolojik tiplendirme yontemleriyle
(kiitiphane  tiplendirme sistemleri) incelendiginde, global olarak, PubMLST
veritabaninin eBURST analizine gore, 7 farkli ST ile 21 klonal kompleks (CC), Pasteur’s
MLST veritabaninin eBURST analizine gore ise, 176 farkli ST ile 20 klonal kompleks
(CC) saptanmustir (77). Bunlarin, global biyocografyaya gore ayrintili dagilimi Tablo
2.3.”de gosterilmistir (76).

MLST  Pasteur  prosediirine  gore  (https://pubmlist.org/abaumannii/),
Acinetobacter baumannii sekans tiplerinin (1267 tipten ilk 1000 tip i¢in) veritabanindan
alinan gilincel verinin, eBURST v3 yazilim1 (http://eburst.mlst.net/v3) ile (maksimum
1000 sekans tipi analiz edilebilmektedir) yaptigimiz “population snapshot”
incelemesinde, ST2’nin, “Founder ST oldugu (62 SLV, 21 DLV) ve popiilasyonun
timiinde 86 grup (CC) oldugu saptanmustir (Sekil 2.1.).
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Tablo 2.3. MLST Yontemiyle Saptanmis Acinetobacter baumannii Uluslararasi

Klonlarin Global Biyocografyaya Goére Dagilimi (76)

A. baumannii Klonu Biyocografya Dagilimi

CC928/CC2P Uluslararasi Klon Avrupa, Asya, Afrika, Avustralya, ABD, Giiney Amerika
CC1098/CC1? Uluslararasi Klon Avrupa, Asya, Afrika, Avustralya, Orta Dogu, ABD, Giiney Amerika
CCl1318 Kuzey ve Giiney Amerika Klonu Arjantina, Brazilya, ABD
CC1878/CC3P Uluslararasi Klon ABD, Liibnan

CC1045/CC15? Uluslararas1 Klon Avrupa, Giiney Amerika ve 1 izolat Pakistan
CcC208 Uluslararas1 Klon Avrupa, Asya ve Afrika

ST25°P Uluslararast Klon Avrupa, Asya ve ABD

CC10? Uluslararas1 Klon Avrupa, Avustralya

CC1108B Uluslararas1 Klon Kore, Arjantina, ABD

CC32r Avrupa Klonu Isvec, Danimarka, Ispanya, Portekiz

CC1198 Uluslararast Klon Kore, Arjantina, Tayland

CCo698 Uluslararast Klon Kore, Avustralya

CC222/228/2298 Uluslararas1 Klon Brazilya, Japonya

ST17® Uluslararasi Klon Almanya, Cin, Kore

CC105° Uluslararast Klon Cek Cumbhuriyeti, Cin

CC34/120/1307 Uluslararast Klon Japonya, Tayvan, Isveg

CC54/997 Avrupa Klonu Yunanistan, Tiirkiye

ST198 Avrupa Klonu Almanya, Birlesik Krallik

ST738 Uluslararast Klon Avustralya, Kore

ST1848 Asya Klonu Cin, Kore

CC80/3608 Asya Klonu Japonya, Kore

CC87/2538 Uluslararast Klon Japonya, Birlesik Arap Emirlikleri

ST5P Avrupa Klonu Polonya, Isveg

CC6/85° Avrupa Klonu Birlesik Krallik, Yunanistan

CC83/109° Avrupa Klonu Tiirkiye, Isvec

ST49° Uluslararas1 Klon ABD, Hollanda

B: Bartual semasina gore, P: Pasteur semasina gore.
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Sekil 2.1. MLST Pasteur prosediiriine gére Acinetobacter baumannii Sekans Tiplerinin
“Population Snapshot” Goriintiisii (eBURST v3)

Global (uluslararasi) biyocografyada yayilim gosteren (epidemisite) basarili
klonal genotiplerin, bu basarilarinin nedeninin, virulans ve antimikrobiyal direng
genlerini horizontal gen transferi yolu ile kazanmasini saglayan genom esnekligi oldugu

belirtilmistir (76).

Bu calismada ise, literatiirde yer alan ¢alismalardan farkli olarak, Istanbul ilinde,
sekiz hastanede yatan hastalarin klinik 6rneklerinden, kolonizasyon veya infeksiyon
etkeni olarak izole edilen Acinetobacter baumannii kokenlerinin; “infeksiyozite/
antimikrobiyal direng fenotipi/klonal genotip” (patotip-rezistotip-genotip) bakimindan
kiimelesme Ozellikleri arastirilmis ve bu temelde; “klinik, epidemiyolojik ve evrimsel

cikarimlar” yapilmustir (40, 41).
2.4. Molekiiler Tiplendirme Calismalarinda Kullanilan Onemli Terimler*

Epidemiyolojik Tiplendirme Sistemi; fenotipik veya genotipik 6zellikler temel
alinarak ayni mikroorganizma tiirii veya taksonuna dahil olup epidemiyolojik anlamda
iliskisiz izolatlar arasinda ayrim saglayan, ayni salgin veya bulas zincirinden elde edilen
ve tek bir ortak atadan gelen izolatlarin yakin iliskisini saptayan sistemdir.

Izolat; Bir izolasyon plagindaki tek koloniden iiremis, tiir seviyesinde

identifikasyonu yapilmis saf kiiltiir popiilasyonudur.
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Sus (Koken); Aymi tiiriin diger izolatlarindan farkli fenotipik veya genotipik
Ozellikler sergileyen izolat ya da izolatlar grubudur.

Salgin susu; Ayn tiiriin epidemiyolojik ve genetik olarak iligkili olan izolatlaridir.
Ortak fenotip ve genotipe sahip olmalart ve belirli zaman diliminde izole edilmeleri, bu
izolatlarin klonal olarak iligkili oldugunu diistindiiriir.

Referans sus; Ileride yapilacak olan calismalar icin saklanan, iyi tanimlanmis
sustur.

Tip; Belirli bir tiplendirme sistemine gore, bir susun sergiledigi spesifik bir
ozelliktir.

Klon; Ayn1 atadan gelen, genetik olarak ayni organizmadir.

Epidemiyolojik olarak iliskili izolatlar; Belli bir yer ya da belli zaman diliminde
hasta, kullanilan esya ya da ¢evreden toplanan 6rneklerin kiiltiiriinden elde edilmis, ayni
kaynaktan geldikleri diisiiniilen izolatlardur.

2.5. Sus Tiplendirme Teknolojisinde Degerlendirilen Kriterler*

Ayrim giicli; Ayirt edilemeyen veya yakin iligkili suslarin, klonal olup olmadigini
ve ayni bulas zincirinde yer alma olasiliklarini tanmimlar. Tiplendirme sistemlerinde
anahtar 6zelligindedir.

Tekrarlanabilirlik; Ayni1 sus tekrar test edildikten sonra, ayni sonuglarin elde
edilme kapasitesini tanimlar.

Stabilite; Klonal izolatlarin zamanla ayni tipi gosterebilme olasiligini tanimlar.

Tiplendirilebilirlik; Molekiiler tiplendirme sistemiyle genotipi belirlenmis
izolatlarin oranidir.

Epidemiyolojik Uyum; Tiplendirme sisteminin bir salgina ait epidemiyolojik

iligkili tiim izolatlar1 ayn1 klon i¢inde siniflandirma kapasitesidir.

*Daha detayl1 tanimlar ve ilgili diger tanimlar i¢in, 31 numarali kaynaga ve ilgili kongre sunumunun genis
versiyonuna (v5) bagvurulmasi onerilir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. A. baumannii izolatlarimin ve liskili Klinik VerilerinToplanmasi
Istanbul ilinin biyocografyasini (Asya yakasi; ancak, calismaya katilan hastanelere

yatan olgularin, en azindan konak faktorleri agisindan, ilin her iki yakasini da temsil
edebildigi varsayilmistir) temsil etmek amaciyla, sekiz ayr1 hastaneden (altis1 iiglincii
basamak saglik hizmeti kurumu, ikisi ikinci basamak saglik hizmeti kurumu),
Acinetobacter baumannii’nin, Temmuz — Kasim 2015 tarihleri arasinda toplanan
izolatlar1 calismaya katilmistir. Medeniyet Universitesi Goztepe Egitim ve Arastirma
Hastanesi’nde (n=23), Fatih Sultan Mehmet Egitim ve Arastirma Hastanesi’nde (n=8),
Yeditepe Universitesi Hastanesi’nde (n=5), Haydarpasa Numune Egitim ve Arastirma
Hastanesi’nde (n=4), Uskiidar Devlet Hastanesi’nde (n=3), Beykoz Devlet Hastanesi’nde
(n=2), Dr. Siyami Ersek Gogiis Kalp ve Damar Cerrahisi Egitim ve Arastirma
Hastanesi’nde (n=1), Saghk Bilimleri Universitesi Umraniye Egitim ve Arastirma
Hastanesi’nde (n=1) yatmis olan hastalardan, toplam dort aylik periyotta izole edilerek
tekrarlardan belirli bir yontemle arindirilmis (12, 13) (agk. tekrar izolatlarinda arindirma
olgiitlerine [30 giin iginde tekrar izole edilen ve antibiyotik duyarlilik fenotipinde iki ve
daha az degisiklik gosterenler] gore, 11 izolat ¢alisma dis1 birakilmistir), toplamda 36/47
bakteri izolatindan olusan 6rneklem kullanilmigstir. Calismaya alinan izolatlar, stok kiiltiir
besiyerinde (Brain-Heart Infusion Broth) -70°C’de saklanmistir. Calismada,
Acinetobacter baumannii referans (tip) kokeni de kullanilmigtir. (Bouvet and Grimont,
ATCC® 19606™, Strain Designation: 2208 [81, DSM 6974]/Type Strain/Biosafety
Level: 2, Quality control strain for bioMerieux Vitek and Sensititre products,
BioMerieux, Fransa).
3.2. Bakteri izolatlarinin Tanimlamalar1 ve Antibiyotik Duyarlihk Testleri

Klinik kaynakli bakteri izolatlarinin, cins ve tiir diizeyindeki identifikasyonlari,
dogrulamalarinin yapilmasi ve antibiyotik duyarliliklarinin saptanmasi igin, sirasiyla,
VITEK MALDI-TOF (BioMerieux, Fransa) cihaz sistemi ve VITEK2 Compact
Automated Microbiology System (BioMérieux, Fransa), VITEK® 2 GN ID kart1, AST-
N326 kartlar1 kullanilmistir (116, 117).

Biitiin klinik 6rnekler, %5 Koyun Kanli Agar besiyerlerine ekilmistir. 37 °C’de,
18-24 saatlik inkiibasyon sonunda, koloni morfolojileri ve Gram boyama ile mikroskobik

morfolojileri incelenmistir. Cins ve tiir diizeyindeki identifikasyonlar1 i¢in, VITEK
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MALDI-TOF MS (BioMerieux, Fransa) cihaz sistemi kullanilmistir. Izolatlar, antibiyotik
duyarlilik testleri ve molekiiler epidemiyolojik tiplendirme c¢alismalar1 yapilana dek, saklama
besiyerine (Brain-Heart Infusion Broth) alinarak -70°C’de dondurulmustur.

3.2.1. Cins ve Tiir Diizeyindeki Tanimlamalar

3.21.1. VITEK MALDI-TOF MS (Biomerieux, Fransa) Cihaz1 ile Yapilan
Tammlamalar

VITEK MALDI-TOF MS, matriks yardimli lazer desorpsiyon iyonizasyon, ucus
zamani yontemini kullanan bir kiitle spektrometresidir (matrix assisted laser desorption
ionization time of flight mass spectrometry). Matriks igerisinde, alfa siyano 4 hidroksi
sinnamic acid (HCCA) ve solvent olarak trifluoroasetik asit (TFA) ve asetonitril (ACN)
bulunmaktadir. Bu matriks ve izolat, hedef slayt {izerinde karistirildiktan sonra lazer
1sinlart atis1 uygulanir. Her bir lazer atiminda iyonlarin patlamasi saglanmis olur. Cihaz,
VITEK MS veri alim istasyonuna, seri veya kamera portlu USB ile baglanir (116).
3.2.1.2. Kullamlan Materyaller

Kalibrasyon susu: Escherichia coli ATCC® 8739 (Bkz “Ek C: Saklama ve

Kullanma Protokolii Giinliik kalibrasyon i¢in E.coli ATCC® 8739”).

* VITEK MS-CHCA matriksi (Ref. 411071).

» VITEK MS-FA formik asit (Ref. 411072).

* VITEK MS-DS hedef slaytlar1 (Ref. 410893).

* Kalibre 6zeler (1 pL).

* Hassas mikropipet (0.5-2 pL).

* Filtresiz steril renksiz pipetler.

-70°C’de dondurulmus biitiin klinik 6rnekler oda sicakligina gelene kadar
bekletilip ¢oziindiikten sonra %5 Koyun Kanli Agar besiyerlerine ekilmistir. 37 °C’de,
18-24 saatlik inkiibasyon sonunda, 1 pL'lik 6ze yardimiyla, uygun bir koloni parcasi
aliarak, ince bir tabaka seklinde, hedef slaytlarda bulunan kuyucugun merkezine

uygulanmustir (Sekil 3.1.). Kullanilan 6ze atilmistir.
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Sekil 3.1. VITEK MS-DS Hedef Slaytlar1 (116)

VITEK MS-CHCA matriksini igeren mikrotiip agilip, tam olarak 1.0 pL matriks,
kuyucugun merkezine eklenmistir. Pipet ucu atilmistir. Matriks/mikroorganizma
siispansiyonu tamamen kurumaya birakilmistir. Bes dakika kadar sonra, kuyucuklar
tizerinde kristallesme olup olmadigi kontrol edilmistir. Hedef slaytlar adaptore
yerlestirilip, adaptér VITEK MS cihazina yiiklenmistir ve test baslatilmistir (Sekil 3.2.)
(116).

Sekil 3.2. VITEK MS Cihazina Yiikleme Islemi (116)

Cihaz igerisinde, lazer 1s1nlar1 ile vuruslar yapildiktan sonra matriks 15181 emdigi
icin cihaz igerisine yerlestirilen izolatlar, iyonize molekiiller (proteinler) haline
doniismiistiir. Ugusan molekiiller bir detektor yardimi ile toplanmistir. Genellikle, tek
yiikii olan yalnizca tek bir iyonize tiir olusmus ve “Biotyper” ile mikroorganizma
tiplendirmeleri yapilmustir. Islem yaklasik olarak 13-15 dk igerisinde gerceklesmistir.
3.2.2. Bakteri Tiir Tanimlamalarimin Dogrulanmasi1 ve Antibiyotik Duyarhhk
Testleri (Rezistotip, R ve Antimikrobiyal Diren¢ Skoru, RS)

VITEK2 Compact Automated Microbiology System (BioMérieux, Fransa)
cihazinda, antibiyotik duyarlilik testleri ¢alisilmistir.

Tiir tanimlamalarinin dogrulanmast igin, -70°C’de dondurulmus klinik érnekler
oda sicakligina gelene kadar bekletilip ¢oziindiikten sonra %5 Koyun Kanli Agar
besiyerlerine ekilmistir. 37 °C’de, 18-24 saatlik inkiibasyon sonunda, 3-4 koloni

secilerek, 3.0 mL steril tuzlu su dolu steril cam tiipe inokiile edilip vorteks yardimiyla
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homojen bir hale getirilmistir. DensiCHEK Plus (BioMerieux, Fransa) cihazi kullanilarak
0.50-0.63 McFarland bulaniklik standardi degerinde inokulum yogunlugu igeren bakteri
siispansiyonu hazirlanmistir. Siispansiyon tiipii ve VITEK®2 GN ID kart1 kasete
yerlestirilip VITEK2 Compact Automated Microbiology System (BioMérieux, Fransa)
cihazina kaydedilip yiiklenilmistir. Cihaz her 15 dakikada bir kolorimetrik okuma
yaparak calismaktadir. Yaklasik 8-12 saatlik inkubasyon siiresi iginde A. baumannii
tanimlamalar1 dogrulanmaistir.

A. baumannii olarak dogrulanan klinik 6rneklerin, antibiyotik duyarliliklari,
AST-N326 (bioM¢érieux, Fransa) antimikrobiyal duyarlilik karti ile ¢alisilmistir. Klinik
ornekler, %5 Koyun Kanli Agar besiyerlerine ekilip 37 °C’de, 18-24 saatlik inkiibasyon
sonunda, 3-4 koloni secilerek, 3.0 mL steril tuzlu su dolu steril cam tiipe inokiile
edildikten sonra, organizma siispansiyonu, Vorteks yardimiyla homojen bir hale
getirilmistir. DensiCHEK Plus (BioMerieux, Fransa) cihazi kullanilarak, 0.50-0.63
McFarland bulaniklik standardi degerinde inokulum yogunlugu igeren bakteri
stispansiyonu hazirlanip AST-N326 (bioMérieux, Fransa) antimikrobiyal duyarlilik testi
kartlarina ekilmistir. Okunmasi igin slispansiyon tiipii ve Kartlar, VITEK2 Compact
Automated Microbiology System (BioMérieux, Fransa) cihazina kaydedilip
yiklenilmistir (Sekil 3.3.) (117). Cihaz, her 15 dakikada bir tiirbidimetrik (bulaniklik
Olcerek logaritmik hesap) okuma yaparak caligmaktadir. Sekiz saatlik inkiibasyondan
sonra, A. baumannii antimikrobiyal duyarlilik testi sonuglari rapor olarak alinmustir.

Rezistotiplerin saptanmast i¢in, klinik kaynakli 36 adet Acinetobacter baumannii
izolatinda, toplamda, duyarliligi test edilen 17 antibiyotik (EUCAST Antibiyotik
Duyarlilik Testi 6nerilerine gore, Acinetobacter baumannii i¢in, MIK kesim degerine
dayali kategorik yorumla test edilmesi 6nerilen 10 antibiyotikten, 10’u da test edilmistir;
fazladan test edilen yedi antibiyotik yalnizca, epidemiyolojik amacl olarak ayristirma
giiciinii artirict duyarlilik patern profili elde edilmesi amaciyla ¢aligmaya katilmistir; bu
antibiyotiklerden tigii “IE” (“Insufficient Evidence”; tedavide kullanim amaciyla kesim
degeri igin heniiz yetersiz kanit varlig1) grubundadir. Antibimikrobiyal Diren¢ Fenotipi,
“Resistotype”, R, “Resistance Phenotype”; her bir izolat i¢in, 17 antibiyotigin duyarlilik
testi sonuglarinin (kategorik yorum olgiitlerine gore; Direngli=2, Arada=1, Duyarli=0)
biitlinlinden olusan patern profilinde, diger izolatlarin paternlerine kiyasla, en az bir
antibiyotikte bir yorum kategorisi farki saptanmasi durumunda, farkli rezistotip kabul

edilmistir. Rezistotiplerin saptanmasi igin test edilen 17 antibiyotik sunlardir
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(“EUCAST+ Paneli” veya “Global Panel”): AN*: Amikasin, ATM**. Aztreonam,
CAZ**: Seftazidim, CIP*: Siprofloksasin, CS*: Kolistin, FEP**: Sefepim, GM*:
Gentamisin, IPM*: Imipenem, LEV*: Levofloksasin, MEM*: Meropenem, NET*:
Netilmisin, PIP***: Piperasilin, SXT*: Trimetoprim/Siilfametaksazol, TE**: Tetrasiklin,
TGC***: Tigesiklin, TM*: Tobramisin, TZP***: Piperasilin/Tazobaktam. (*EUCAST v8.1.

kilavuzunda test edilmesi oOnerilen antibiyotiklerdir. **EUCAST v8.1. kilavuzunda test edilmesi
Onerilmemis antibiyotiklerdir. Epidemiyolojik amacli olarak ayrigtirma giiclinii artiric1 duyarlilik patern
profili elde edilmesi amaciyla ¢alismaya katilmistir. Kullanilan kesim degerleri, VITEK2 Expert System
“Global Olgiitler” secenegine gore belirlenmistir. ***EUCAST v8.1. kilavuzunda, heniiz yetersiz kanit
nedeniyle kesim degeri belirtilmemis antibiyotiklerdir. Kullanilan kesim degerleri, VITEK2 Expert System

“Global Panel” segenegindekine gore belirlenmistir.)

Antimikrobiyal diren¢ skorunun (“Resistance Score”, Rs) saptanmasi igin,
antimikrobiyal duyarlilik testi sonucunda, her bir antibiyoitk i¢in elde edilen yorum
kategorilerindeki sonuclar, “Resistant=2", “Intermediate=1", “Susceptible=0" biciminde
sayisallastirilmig ve sonra toplanmigtir; buna gore, bir izolatin olas1 Rs degeri, minimum

“0” ile maksimum ¢34” arasinda olabilir.

Sekil 3.3. Antibiyotik Duyarlilik Testleri Kart islemleri (117)
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3.3. Bakteri izolatlarimin Tiplendirilmesi
Cins ve tiir diizeyindeki identifikasyonlar1 ve antibiyotik duyarliliklar1 saptanmis
olan bakteri izolatlarinin klonal iliskisinin belirlenmesinde rep-PCR tabanli DiversiLab
sistemi (bioMeriéux, Fransa) kullanilmistir. DNA ekstraksiyonu, "UltraClean™
Microbial DNA Isolation Kit" (MoBio Laboratories, ABD) ile yapilmistir. Izolasyon
sonrasl, izolatlara ait DNA’larin varligi, kantitatif 6l¢iim saglayan spektrometri cihazi ile
Ol¢iilmiis ve optimum konsantrasyonlar1 ayarlanmistir (Thermo-Nanodrop, A.B.D.).
Bakteri DNA'lar1, rep-PCR yontemi ile amplifiye edilmistir. Sonuglar, internet tabanl
DiversiLab analiz programi (bioMerieux, Fransa) ile analiz edilmistir.
3.3.1. A. baumannii Bakteri Hiicrelerinden DNA Ekstraksiyonu
A. baumannii bakteri hiicrelerinden DNA eldesi i¢in the UltraClean™ Microbial

DNA izolasyon Kiti (BioMerieux, Fransa) ve Spin Kolon Yéntemi kullanilmustir (118).
-70°C’de dondurulan bakteriler koyun kanli agara pasajlanmustir. Tek koloni ekim
yontemiyle ekilen plaklar 37°C°de bir gece inkiibe edilmistir. DNA Ekstraksiyonu icin;

1. 300 pL MicroBead ¢ozeltisi, her bir MicroBead tiipiine dagitilmustr.

2. Besiyerinden numune 2 defa 1-uL 6ze olacak sekilde alinmustir.

3. MicroBead tiiptine hiicreler yayilmistir. (1. adimdan). Sigramalar1 6nlemek igin
s1v1 i¢inde 6ze hafifce dondiiriilmiistiir.
50 uL MDI1 ¢ozeltisi eklenmistir.
10 dakika boyunca maksimum hizda vortekslenmistir.
30 saniye 10,000 x g de ¢evirilmistir.
100 pLL. MD2 ¢ozeltisi temiz bir tiipe bosaltilmistir.

© N o g &

Tiim supernatant (6. adimdan) 100 pL. MD2 c¢d6zeltisine aktarilmistir. (7.

adimdan).

9. Kisa bir siire vortekslenmistir.

10. 15 dakika buzdolabinda sogutulmaya birakilmistir.

11. 1 dakika 10,000 x g de ¢evirilmistir.

12. 450 pl MD3 ¢ozeltisi temiz bir tiipe bosaltilmistir.

13.200 pl supernatant1 (11. adimdan) 450 pul MD3 c¢ozeltisine (12. adimdan)
aktarilmistir.

14. Kisa bir siire vortekslenmistir.

15. Kisa bir siire ¢evirilmistir.

16. Supernatant (15. adimdan, + 650 pl) temiz bir spin filtreye transfer edilmistir.
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17.

18.
19.

20.
21.
22.

23.
24,
25.
26.
217.
28.

30 saniye 10,000 x g de cevirildikten sonra agag1 akan s1vi, bos bir tlipe dokiiliip,
tiipiin kapagi kapatilip atilmastir.

300 pul MD4 ¢ozeltisi spin filtreye bosaltilmistir. (17. adimdan).

30 saniye 10,000 x g de cevirildikten sonra agsag1 akan sivi, bos bir tiipe dokiiliip,
tiipiin kapagi kapatilip atilmastir.

1 dakika 10,000 x g de kuru olarak ¢evirilmistir. Toplama tiipleri atilmistir.
Spin filtre yeni temiz bir tiipe yerlestirilmistir.

35 ul MD5 ¢ozeltisi spin filtreye bosaltilmistir. (21. Adimdan). Filtrenin
ortasindan bosaltildigi emin olunup filtreye dokunulmamastir.

2 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

30 saniye 10,000 x g de ¢evirilmistir.

Filtreyi ¢ikarip atilmistir.

DNA toplama tiipiinde tutulmustur.

Jel kullanilarak DNA 6l¢iimii yapilmaisir.

DNA —20°C de saklanmustir.

3.3.2. Jel — Boya Yontemi
3.3.2.1. Jel-Boya Matriks Hazirhg:

1.

4.
5.
6.

Diversilab DNA chip kiti ile birlikte kullanilan ve buzdolabinda
bulundurulan DNA Reagent & Supplies kiti, jel matriksi hazirlanmasi igin
buzdolabindan ¢ikarilip oda 1sisina gelmesi beklenilmistir (119).

Jel ve Boya vortekslenip kisaca spinlenmistir.

Jel yapiskan oldugundan dogru hacim i¢in yavasca pipetlenmistir. Isiktan
etkilenebilecegi i¢in boya 1siktan korunmustur. 1.5 ml’lik bir tiipe 200 ml jel
ve 10 ml boya konulmustur.

Homojen olana kadar vortekslenmistir.

Kit bilegeni spin filtreye transfer edilmistir.

1500 x g’de 10 dakika oda 1sisinda santrifiij edilmistir.

3.3.2.2. Cip Yiikleme

1

2
3

. DNA Reagent & Supplies kiti oda 1sisina gelinceye kadar bekletilip kit

icerisinde bulunan DNA marker ve ladder kisaca vortekslenmistir.

. Jel-Boya karigimi1 vortekslenmemistir.

. 9 ml jel-boya karisimini ¢ip yiikleme kuyusuna (siyah daire) sonuna kadar

pipetlenmistir.
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4. Cip yiikleme istasyonunda siringa 1 ml’de iken 30 saniye c¢ipe basing
uygulanmustir.
5. Kalan G kuyularina 9 ml jel-boya karisimini sonuna kadar pipetlenmistir.
6. Her bir numune kuyusuna 5 ml marker sonuna kadar pipetlenmistir.
7. 1lgili numune kuyularma 1 ml numune sonuna kadar pipetlenmistir.
8. Cip 1 dakika 2200 rpm hizda vortekslenmistir (119).
3.3.2.3. Cip Yiikleme Istasyonu Ayarlar
Taban C pozisyonunda ve klips en iist pozisyonda olacak sekilde uygulama

yapilmistir (Sekil 3.4.) (119).

Sekil 3.4. Cip Yiikleme Istasyonu Ayarlari (119)

3.3.3. DiversiLab Rep-PCR Tiplendirme

Bakteri izolatlarinin klonal iligkisinin belirlenmesinde rep-PCR tabanli
DiversiLab sistemi (bioMeriéux, Fransa) kullanilmistir.

Rep-PCR, cesitli prokaryotik ve dkaryotik mikroorganizmalarda, genom iginde
bircok bolgede yerlesen tekrarlayan elemanlari hedefleyen primerleri kullanan bir
tekniktir. Tiir 6zellikli tekrarlayan DNA elementleri yakin iligkili tiirlerin ayriminda
kullanilir. Versalovic ve arkadaslar tarafindan tanimlanan bakteriyel genom parmakizi
analizi yonteminde, bakteri genomundaki tekrarlayan DNA elementlerinin PCR ile
cogaltilmasi sonucu elde edilen susa 6zgii paternler incelenir. Tiplendirme igin iki set
tekrarlayan element (repetitive element) kiimesi kullanilir. Bunlardan birincisi REP
(repetitive extragenic palindromic elements), 38 bp diziye sahiptir ve korunmus

palindromik kokler arasinda 6 dejenere pozisyondan ve 5 bp degisken loptan olusur.
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Tiplendirmede kullanilan diger DNA sekans1 ERIC (enterobacterial repetitive intergenic
consensus sequences)’tir. ERIC sekanst 126 bp elementten olusur ve yiiksek oranda
korunmus ekstragenik ters tekrar dizileri igerir (93).

Rep-PCR yontemi diversilab sistemi olarak otomatik sistem haline getirilmistir.
Genom iizerindeki kodlanmayan ve tekrarlayan sekanslari hedef alan primerler
kullanilarak ¢ogaltma yapilmistir (94).

DiversiLab sistemi bilesenleri; 1) Agilent 2100 bioanalyzer 2) rep-PCR reaktif
kitleri 3) web tabanli diversilab yazilimidir. incelenen biitiin rnekler arasinda pair-wise
(eslesme) benzerligi bulmak i¢in Pearson correlation’u kullanarak proximity matrix’ini
olusturmustur. Sonuglar, dendrogram (izolatlar arasinda hiyerarsik olarak iliskiyi
gostermektedir), scatter plot (grafiksel ¢izim, iliskinin spatial (boyutsal), non-hiyerarsik
goriintiisiinii saglamaktadir), jel-benzeri goriintii ve elektroferogramdir. izololatlar analiz
sonrast farksiz (aywrt edilemez sekilde benzer), benzer veya farkli olarak kategorize
edilmistir. Genel olarak “‘farkli’’ kategorisi i¢in baz alinan degerler; <%95 benzerlik,
homojen organizmalar i¢in >2 bant farkliligi, heterojen organizmalar i¢in >3 bant
farklilig1 olarak tanimlanmis. ‘‘Benzer’” kategorisi i¢in baz almman degerler; <%97
benzerlik, homojen organizmalar i¢in 1 bant farklilig1, heterojen organizmalar i¢in 2 bant
faklilig1 olarak tanimlanmis. ‘‘Farksiz’’ kategorisi i¢in baz alinan degerler; >%95
benzerlik, hi¢ farkli bant olmadig1 yani bireysel bantlarin yogunlugunda higbir varyasyon
olmadig1 durumlar olarak tanimlanmistir (95).

AGILENT 2100 analizér ve bilgisayar acilip Diversilab Upload Client
programinin bagladigi kontrol edilmistir. Diversilab Site ¢ift tiklanip kullanici ad1 ve sifre
girilmistir. Meniide 6nce Main sonra Extraction’a girilip Spreadsheet tiklandiktan sonra
sablona ilgili kolonlarin numune bilgileri girilmis ve Save & Continue tiklanmistir. Rep-
PCR meniisii, Upload, Submit Sample ve rep-PCR Worksheet tiklanmistir. Print
Complete tiklanmis, Chip worksheet yazdirilmis ve rep-PCR gerceklestirilmistir.

Chip ayarlar1 i¢in; Chip & Qc ve New ‘e gidilmistir. chip adi yazilmig Submit
ve rep-PCR tiklanmigtir. Print & Complete tiklanip chip worksheet yazdirilmis ve
Internet Explorer kapatilmigtir.

Chip calismast igin; 2100 Expert software ¢ift tiklanip kapagini agarak analizoriin
baglandig1 kontrol edilmistir. File prefix alanina chip numarasin1 doldurulmus chip

yiiklenip vortekslenmis ve analizére konulup kapagi kapatilip Start tiklanmustr.
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Calisma bitince, chip c¢ikarilmis analizére 400 pl Nuclease icermeyen su
doldurulmus ve temizleme Chip’i yerlestirilip kapak kapatilmis ve 15 saniye beklenip
Chip ¢ikarilmig ve 2100 Expert software kapatilmistir (Sekil 3.5.).

Chip Qc i¢in; Chip & Qc ve Waiting for Qc tiklanmig QC’ ye chip se¢ilmis ve her
kuyuya QC (Approve, Rerun Well, Rerun rep-PCR veya Inactivate.) eklenip QC
Complete tiklanmustir.

Rapor ayarlama igin; Sirasiyla, Report, New, rapor adi yazilip submit, rep-PCR,

Run ve Report tiklanmigtir. Rapor bitince, ham dendrogrami gérmek i¢in rapor adi

tiklanmustir. Bu veriler, ¢ikti olarak, aygit sisteminden alinarak, incelenmistir (Sekil 3.6.)

(119).
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Sekil 3.6. 2100 Expert Software (119)
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Diversilab rep-PCR tiplendirme verileri, ulusulararas: literatiirde benimsenen
molekiiler epidemiyolojik iliskilik analizi ilkelerine, 6l¢iitlerine uygun olarak, Diversilab
biyoinformatik yaziliminin analiz olanaklari kullanilarak (https://kartal.diversilab.com)
incelenmistir. Buna gore, rep-PCR yontemi ile her bir izolat i¢in elde edilen, amplifiye
edilerek, kapiler elektroforez ile ayristirllan DNA bantlarindan olusan DNA profillerinin
her birisi diger profillerinin her birisi ile; bant sayisinin, bandin elektrofrezdeki gog
uzakliginin yerinin, bant yogunlugunun dikkate alindigi, Pearson korelasyon indeksi ile
benzerlikleri yoniinden Kkarsilagtirilarak, karsisikli benzerlik degerlerinden olusan
benzerlik matrisi elde edilmistir. Benzerlik degerleri matrisinden, UPGMA
(“Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean”) algoritmasi ve %95 esik
kesim degeri (“threshold”) kullanilarak, benzerlige dayali iliskililigi gdsteren dendrogram
elde edilmistir. Bu dendrogramda, <%95 benzerlige sahip izolatlarin, “epidemiyolojik
bakimdan iliskisiz” oldugunu gostermektedir. Dendrogramda, >%95 benzerlige sahip
olan ve ayni benzerlik kiimesinde yer alan izolatlar, epidemiyolojik iliskisizlik hipotezi
red edilmedigi i¢in, “epidemiyolojik bakimdan iligkili olabilir” (genotip kiimesi, GK)
yorumuyla degerlendirilmektedir. Elde edilen dendrogram iizerinde, >%98 benzerlik
degerine sahip izolatlar ise, “6zdes” (“ayirt edilemez”) (klonal genotip, G) olarak kabul
edilmektedir (122).

3.4. Bakteri izolatlari, Hasta ve Hastane Verilerinin Derlenmesi

Calismanin birinci ve ikinci asamalariyla es zamanli olarak, laboratuvar ve
Enfeksiyon Kontrol Komitesi (EKK) verileri de istatiksel analizde kullanilmak tizere
derlenmistir.

3.4.1. Laboratuvar Verilerinin Derlenmesi

Hasta (Acinetobacter sp. izolati olan) ile ilgili olan bilgiler, bir form ile
derlenerek, verilerin istatiksel olarak islenmesine hazirlik igin bir excel (Microsft,

Windows, A.B.D.) dosyasina aktarilmustir.

Acinetobacter baumannii izolat1 ile ilgili olarak; izolatlarin cins ve tiir
diizeyindeki identifikasyonlar1 ve antibiyotik duyarliliklari, 6rnek tiirleri, servis tiirleri,
tarithler, numunelere verilen ikincil kodlar (ack. hasta gizliligi), hastalara verilen ikincil
kodlar (agk. hasta gizliligi), DiversiLab rep-PCR tiplendirme verileri, bir form ile
derlenerek, verilerin istatiksel olarak islenmesine hazirlik i¢in bir excel dosyasina
(Microsft, Windows, A.B.D.) aktarilmustir.
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3.4.2. EKK (Enfeksiyon Kontrol Komitesi) Verilerinin Derlenmesi

Hasta (Acinetobacter spp. izolat1 olan) ile ilgili olarak nozokomiyal infeksiyon
veya kolonizasyon tanisi, Nozokomiyal infeksiyon tiirii (Bakanlik veya CDC siniflamasi),
yatig-¢ikis tarihi, Servis tiirti, NUmune tiirii, altta yatan hastalik gibi bilgiler, bir form ile
derlenerek, verilerin istatiksel olarak islenmesine hazirlik i¢in bir excel dosyasina
(Microsft, Windows, A.B.D.) aktarilmistir.

3.5. Istatistiksel Analiz

Formlarla derlenen ve excel dosyalarina aktarilan veriler birlestirilmis ve klinik
orneklerinde Acinetobacter baumannii izolatlarinin {iredigi hastalarin demografik
bilgileri, 6rnek alimi ve test ¢alisma tarihleri, hastaneleri, servisleri, 6rnek tiirleri, patotip
(enfeksiyozite; kolonizasyon veya nozokomiyal enfeksiyon), fenotip (rezistotip ve direng
skoru) ve genotip (genotip kiimesi ve Klonal genotip; molekiiler epidemiyolojik tipi)
ozellikleri temelinde olusan veriler, bir “olast salgin analizi” listesine (“line listing”)
dontistiiriilmiistiir. Veriler, olas1 patern gruplarindaki kiimelenmeleri arastirilmadan 6nce,
belirli icerme ve dislama Olgiitleri (30 giin iginde tekrar izole edilen ve antibiyotik
duyarhilik fenotipinde iki ve daha az degisiklik gosterenler) bakimindan incelenmis ve
calismada toplanilan klinik kaynakli 47 bakteri izolat1 arasindan, 11 izolat, “tekrar izolat1”

olarak saptandigi i¢in ¢alismadan ¢ikarilmustir.

Calismaya katilan klinik kaynakli 36 izolat ve bir referans izolatinin (ATCC
19606) verileri, bilgisayarda, SPSS 25.0 (Statistical Packages of Social Sciences)
programi kullanilarak, analiz edilmistir. A¢iklayici istatistikler kategorik degiskenler igin,
veriler, frekans ve yiizde degerleri olarak gosterilmistir. Kategorik degiskenler arasindaki
dagilim farkinin analizi i¢in, tek 6rneklem ki-kare testi ve yerine gore Fisher kesin olasilik
testi kullanilmistir. Istatiksel analiz sonucunda, p<0.05 degerinin elde edilmesi

durumunda, aradaki fark, anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Bakteri izolatlarimin Genel Bilgileri ve Infeksiyozite (Patotip; Nozokomiyal
Enfeksiyon veya Kolonizasyon Etkeni Olma Durumu) Sonug¢lar:

Klinik kaynakli 36 adet Acinetobacter baumannii izolatinin, EKK verilerine gére
elde edilen genel bilgileri ve enfeksiyozite (patotip; nozokomiyal enfeksiyon veya

kolonizasyon etkeni olma durumu) sonuglari, Tablo 4.1.’de gosterilmistir.
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Tablo 4.1. Klinik kaynakli Acinetobacter baumannii

Enfeksiyozite (Patotip) Sonuglari

Izolatlarmin Genel Bilgileri ve

) Patotipi
Hasta I1zolat Sira Numune . Numune N (Enfeksiyozite
Sira Sayis1* Toplgn_wa Hastanesi** Tiirii Servisi Durymu)
Sayis1 | (Laboratuvar) Tarihi Kolonizasyon/
Enfeksiyon
1 2 2015/08/03 HNH Aspirat Reanimasyon Enfeksiyon
2 3(TALLL) | 2015/08/03 GZT Aspirat Cocuk Yogun Bakim | Kolonizasyon
3 4 2015/08/04 GZT Kan Reanimasyon Kolonizasyon
4 S 2015/08/04 FSM Kan Reanimasyon Enfeksiyon
> 6 2015/08/04 GZT Kan Reanimasyon Kolonizasyon
6 8 2015/08/05 SHH Idrar Kalp ve Damar Kolonizasyon
7 10 2015/08/05 GZT Aspirat Reanimasyon Enfeksiyon
8 11 2015/08/05 BYZ idrar Cocuk Yogun Bakim | Kolonizasyon
9 12 Periton )
2015/08/05 GZT Sivist Cocuk Yogun Bakim | Kolonizasyon
10 13 2015/08/05 USR Aspirat Yogun Bakim Kolonizasyon
11 14 2015/08/06 GZT Kan Kadin Dogum Kolonizasyon
12 15 2015/08/06 GZT Yara Ortopedi Kolonizasyon
13 16 2015/08/06 HNH Aspirat Reanimasyon Enfeksiyon
14 17 2015/08/06 GZT Balgam Dahiliye Kolonizasyon
15 18 2015/08/07 GZT Kan Yogun Bakim Enfeksiyon
16 | 20(TAL2.1) | 2015/08/10 FSM Kan Reanimasyon Enfeksiyon
17 22 2015/08/10 HNH idrar KBB Enfeksiyon
18 23 2015/08/11 USR Trakeal Yogun Bakim Kolonizasyon
19 24 2015/08/12 GZT Kan Gastroenteroloji Kolonizasyon
20 25 2015/08/12 BYZ Kan Yogun Bakim Kolonizasyon
21 26 2015/08/13 USR Aspirat Yogun Bakim Kolonizasyon
22 27 2015/08/13 HNH Balgam Dahiliye Enfeksiyon
23 28 2015/08/14 GZT idrar Gogiis Hastaliklari | Kolonizasyon
24 29 2015/08/14 UMR Balgam Reanimasyon Kolonizasyon
25 31 2015/08/15 FSM idrar i¢ hastaliklari Enfeksiyon
26 32 2015/08/06 GZT BOS Beyin Kolonizasyon
27 33 2015/08/10 FSM Balgam Reanimasyon Kolonizasyon
28 35 2015/08/05 FSM Kan Reanimasyon Kolonizasyon
29 36 (TAL2.2) | 2015/08/10 FSM Balgam Reanimasyon Enfeksiyon
30 | 37(TAL3.1) | 2015/08/09 GZT Kan Reanimasyon Kolonizasyon
31 | 38(TAL3.2) | 2015/08/11 GZT Aspirat Reanimasyon Kolonizasyon
32 | 41(TAL12) | 2015/08/05 GZT Kateter | Cocuk Yogun Bakim | Kolonizasyon
33 | 48(TAL4.1) | 2015/10/13 YTP idrar Karma Kolonizasyon
34 49 2015/08/06 YTP Balgam Yogun Bakim Kolonizasyon
35 | 51(TAL42) | 2015/07/16 YTP Balgam Yogun Bakim Kolonizasyon
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36 52 2015/11/04 YTP Aspirat Yogun Bakim Kolonizasyon
*TAIl:  Tekrardan arindirilmug  ikinci bir izolati olan olgu. (Toplam 4 olguda ikiser izolat)
**GZT=Medeniyet Universitesi Goztepe Egitim ve Arastirma Hastanesi (n=15, %41.6), FSM=Fatih Sultan Mehmet
Egitim ve Arastirma Hastanesi (n=6, %16.6), YTP=Yeditepe Universitesi Hastanesi (n=4, %11.1),
HNH=Haydarpasa Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi (n=4, %11.1), USR=Uskiidar Devlet Hastanesi (n=3,
%8.3), BYZ=Beykoz Devlet Hastanesi (n=2, %5.5), SHH=Dr. Siyami Ersek G6giis Kalp ve Damar Cerrahisi Egitim
ve Arastirma Hastanesi (n=1, %2.7), UMR=Saghk Bilimleri Universitesi Umraniye Egitim ve Arastirma Hastanesi
(n=1, %2.7).

Orneklemin Patotip (Enfeksiyozite; Enfeksiyon ve Kolonizasyon) Genel
Dagilimi; Istanbul ilininin biyocografyasin1 (Asya yakasi; ancak, calismaya katilan
hastanelere yatan olgularin, en azindan konak faktorleri agisindan, ilin her iki yakasini da
temsil edebildigi varsayilmistir) temsil etmek amaciyla galismaya katilan sekiz ayri
hastaneden (altis1 iiclincli basamak saglik hizmeti kurumu, ikisi ikinci basamak saglik
hizmeti kurumu) toplanan, Klinik kaynakli 36 adet Acinetobacter baumannii izolatinin,
10’u (10/36, %27.7) enfeksiyonu etkeni ve 26’s1 (26/36, %72.2) kolonizasyon olarak
saptanmistir.

Orneklemin Hastanelere Dagilimu:

Genel: izolatlarm, hastanelere gore dagilimi sdyledir: GZT (n=15, %41.6), FSM
(n=8, %16.6), YTP (n=4, %11.1), HNH (n=4, %11.1), USR (n=3, %8.3), BYZ (n=2,
%5.5), SHH (n=1, %2.7), UMR (n=1, %2.7).

Patotip-Enfeksiyon Kategorisi Dagilimi: Enfeksiyon etkeni olan 10 izolatin
hastanelere gore dagilimi sdyledir: HNHde; 4/10 (%40), FSM’de 4/10 (%40) ve GZT’de
2/10 (%20).

Patotip-Kolonizasyon Kategorisi Dagilimi: Kolonizasyon yapan 26 izolatin
hastanelere gore dagilimi ise soyledir: GZT 13/26 (%50), YTP 4 (%15.3), USR 3
(%11.5), BYZ 2 (%7.7), FSM 2 (%7.7), SHH 1 (%3.8).

Enfeksiyon izolati/Toplam izolat % Oran1 Dagilimi: Hastanelerdeki Enfeksiyon
izolati/Toplam izolat % orani sdyledir: HNH %100 (4/4), FSM %50 (4/8), GZT %20
(3/15), YTP %0 (0/4), USR %0 (0/3), BYZ %0 (0/2), (4/6), SHH %0 (0/1), UMR %0
(0/2).

Tekrardan Armdirilmis Ikinci izolati Olan Olgularm Dagilimi: Tekrardan
arindirilmis ikinci bir izolat1 olan olgu sayis1 toplamda dorttiir (4 olgu; 8 izolat, %22.2).
Bu olgularin  izolatlari, GZT  2/4  (%50) (Cocuk  Yogun  Bakim;
TAI.1.1.Kolonizasyon/Aspirat, TAI.1.2., Reanimasyon; Kolonizasyon/Kateter; TAL.3.1.
Kolonizasyon/Kan, TAI.3.2. Kolonizasyon/Aspirat), FSM 1/4 (%25) (Reanimasyon;

TAIL.2.1. Enfeksiyon/Kan, TAIL.2.2. Enfeksiyon/Balgam), YTP 1/4 (%25) (Karma;
32



TAIL.4.1. Kolonizasyon/Idrar, Yogun Bakim; TAIL.4.2. Kolonizasyon/Balgam) olarak
dagilim gostermistir. Tekrardan arindirilmis ikinci bir izolati olan olgularda,
kolonizasyon-enfeksiyon doniisiimii gozlenmemistir. Bu olgulardan birisinin ki
izolatindan her birisi enfeksiyon izolati, diger olgularin ikiser izolatlarindan her birisi
kolonizasyon izolat1 olarak saptanmistir. Tekrardan arindirilmis ikinci bir izolat1 olan
olgularin tamaminda, ikinci izolat, farkli bir 6rnek tiirtinden elde edilmistir.

Orneklemin Servislere Dagilimi:

Genel ve Enfeksiyon izolati/Toplam izolat % Orani Dagilimi; Klinik kaynakli 36
adet Acinetobacter baumannii izolatinin, servis tiirlerine gore dagilimi ve Enfeksiyon
izolati/Toplam izolat % oran1 gsoyledir: Yogun Bakim Birimleri’nde (“Reanimasyon” ve
“Cocuk Yogun Bakim” olarak adlandirilan birimler dahil) 25/36 (%69.4) ve %28 (7/25),
¢ Hastaliklar1 Servisleri’nde (“Dahiliye”, “Gastroenteroloji”, “Gogiis Hastaliklar1”
olarak adlandirilan servisler dahil) 5/36 (%13.8) ve %40 (2/5), Cerrahi Servisleri’nde
(“Beyin Cerrahisi”, “Kulak Burun ve Bogaz”, “Kadin Hastaliklart ve Dogum”,
“Ortopedi” ve “Kalp ve Damar Cerrahisi” servisleri) 5/36 (%13.8) ve %40 (1/5), Karma
Servis’te 1/36 (%2.7) ve %0 (0/1).

Patotip-Enfeksiyon Kategorisi Dagilimi; Toplam 10 enfeksiyon etkeni izolatin
servislere gore % oran dagilim soyledir: Yogun Bakim Birimleri’nde %70 (7/10), I¢
Hastaliklar1 Servisleri’nde %20 (2/10) ve Cerrahi Servisleri’nde %10 (1/10).

Orneklemin Klinik Ornek Tiirlerine Dagilim:

Genel ve Enfeksiyon izolati/Toplam izolat % Oran1 Dagilim1; Klinik kaynakli 36
adet Acinetobacter baumannii izolatinin, drnek tiirlerine gére dagilimi ve Enfeksiyon
izolati/Toplam izolat % orani sOyledir: alt solunum yolu sekresyonlari 6rneklerinde
(ASY, “Aspirat”, “Balgam”, “Trakeal” olarak adlandirilan 6rnekler) 16/36 (%44.4) ve
5/16 (%31.2), kan dolasim1 6rneklerinde (KAN, “Kan” ve “Kateter” olarak adlandirilan
ornekler) 11/36 (%30.5) ve 3/11 (%27.2), idrar rneklerinde 6/36 (%16.6) ve 2/6 (%33.3),
beyin-omurilik sivisi orneklerinde (BOS) 1/36 (%2.7) ve 0/1 (%0), periton sivisi
orneklerinde (PER) 1/36 (%2.7) ve 0/1 (%0), cerrahi yara orneklerinde 1/36 (%2.7) ve
0/1 (%0).

Olas1 Invaziv Enfeksiyon Riski Gostergesi Orneklere Dagilimi; Klinik kaynakl
36 adet Acinetobacter baumannii izolatinin, olasi invaziv enfeksiyon gelisimi riskini
temsil eden Ornek tiirlerine (ASY, KAN, BOS, PER ornekleri) gore dagilimi ve
Enfeksiyon izolati/Toplam izolat % orani soyledir: 29/36 (%80.5) ve 8/29 (%27.5).
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4.2. Bakteri lizolatlarimn Identifikasyon ve Antibiyotik Duyarhhk Testleri
(Rezistotip/Fenotip) Sonuclar:

Cins ve tiir diizeyindeki identifikasyonlar1 yapildiktan sonra, A. baumannii olarak
saptanan toplam 36 adet klinik kaynakli izolat ve bir adet referans kokeninin (ATCC
19606), antibiyotik duyarlilik (rezistotip/fenotip) test sonuglari, Tablo 4.2.’de

gosterilmistir.
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Tablo 4.2. Bakteri izolatlarinin Tanimlama (Identifikasyon) ve Antibiyotik Duyarlilik
Testleri (Rezistotip/Direng Fenotipi, Direng Skoru) Sonuglari

# Rs R BT AN ;f CAZ CIp cs FEP GM IPM LEV MEM NET PIP SXT TE TGC ™ TZP
2 25 11 AB 1 2 2 2 0 2 0 2 2 2 0 2 2 2 2 0 2
3 22 17 AB 2 2 2 2 0 2 0 2 2 2 0 2 0 2 0 0 2
4 23 16 AB 2 2 2 2 0 2 0 2 1 2 0 2 2 2 0 0 2
5 31 25 AB 2 2 2 2 0 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 2
6 19 4 AB 0 2 2 2 0 2 0 2 1 2 0 2 0 2 0 0 2
8 5 2 AB 0 2 0 0 0 1 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0
10 20 5 AB 1 2 2 2 0 2 0 2 1 2 0 2 0 2 0 0 2
11 2 1 AB 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
12 21 6 AB 0 2 2 2 0 2 0 2 1 2 0 2 2 2 0 0 2
13 22 10 AB 0 2 2 2 0 2 0 2 2 2 0 2 2 2 0 0 2
14 21 6 AB 0 2 2 2 0 2 0 2 1 2 0 2 2 2 0 0 2
15 9 3 AB 0 2 1 0 0 1 0 0 0 0 0 2 2 0 0 0 1
16 19 4 AB 0 2 2 2 0 2 0 2 1 2 0 2 0 2 0 0 2
17 26 18 AB 2 2 2 2 0 2 1 2 1 2 2 2 2 2 0 0 2
18 21 8 AB 0 2 2 2 0 2 0 2 2 2 0 2 0 2 1 0 2
20 30 14 AB 1 2 2 2 0 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 2
22 28 13 AB 0 2 2 2 0 2 2 2 2 2 2 2 2 2 0 2 2
23 30 23 AB 2 2 2 2 0 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 2 2
24 22 15 AB 2 2 2 2 0 2 0 2 2 2 0 2 0 1 1 0 2
25 29 22 AB 2 2 2 2 0 2 2 2 2 2 2 2 0 2 1 2 2
26 31 25 AB 2 2 2 2 0 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 2
27 28 22 AB 2 2 2 2 0 2 2 2 2 2 2 2 0 2 0 2 2
28 31 25 AB 2 2 2 2 0 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 2
29 25 11 AB 1 2 2 2 0 2 0 2 2 2 0 2 2 2 2 0 2
31 25 11 AB 0 2 2 2 0 2 0 2 2 2 1 2 2 2 2 0 2
32 25 12 AB 0 2 2 2 0 2 2 2 2 2 0 2 2 2 0 1 2
33 21 6 AB 0 2 2 2 0 2 0 2 1 2 0 2 2 2 0 0 2
35 22 7 AB 1 2 2 2 0 2 0 2 1 2 0 2 2 2 0 0 2
36 26 19 AB 2 2 2 2 0 2 0 2 2 2 1 2 2 2 1 0 2
37 30 24 AB 2 2 2 2 0 2 2 2 2 2 2 2 2 2 0 2 2
38 19 4 AB 0 2 2 2 0 2 0 2 1 2 0 2 0 2 0 0 2
41 25 9 AB 1 2 2 2 0 2 1 2 1 2 2 2 2 2 0 0 2
AT
47 26 18 c 2 2 2 2 0 2 1 2 1 2 2 2 2 2 0 0 2
48 25 9 AB 1 2 2 2 0 2 1 2 1 2 2 2 2 2 0 0 2
49 2 1 AB 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
51 27 21 AB 2 2 2 2 0 2 2 2 2 2 0 2 2 2 1 0 2
52 26 20 AB 2 2 2 2 0 2 1 2 2 2 2 2 0 2 1 0 2
#: Izolat Sira Sayis1 (Laboratuvar), 47 sira sayili izolat ATCC 19606 referans kokenidir (ATC).
Rs:  Antimikrobiyal Diren¢ Skoru (“Resistance Score” “Resistant”=2, “Intermediate”=1
b b
“Susceptible”=0; minimum=17x0=0; maksimum=17x2=34).
R: Rezistotip, Antibimikrobiyal Direng Fenotipi (“Resistotype”, “Resistance Phenotype”).
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BT: Bakteri Tanimlamasi Sonucu (tiir diizeyinde).

AN*: Amikasin, ATM**; Aztreonam, CAZ**: Seftazidim, CIP*: Siprofloksasin, CS*; Kolistin, FEP**:
Sefepim, GM*: Gentamisin, IPM*: Imipenem, LEV*: Levofloksasin, MEM*: Meropenem, NET*:
Netilmisin, PIP***: Piperasilin, SXT*: Trimetoprim/Siilfametaksazol, TE**: Tetrasiklin, TGC***:
Tigesiklin, TM*: Tobramisin, TZP***: Piperasilin/Tazobaktam.

*EUCAST v8.1. kilavuzunda test edilmesi 6nerilen antibiyotiklerdir.

**EUCAST v8.1. kilavuzunda test edilmesi dnerilmemis antibiyotiklerdir. Epidemiyolojik amagl olarak
ayristirma giiclinii artiric1 duyarlilik patern profili elde edilmesi amaciyla ¢alismaya katilmistir. Kullanilan
kesim degerleri, VITEK2 Expert System “Global Olgiitler” secenegine gore belirlenmistir.

***EUCAST v8.1. kilavuzunda, heniiz yetersiz kanit nedeniyle kesim degeri belirtilmemis
antibiyotiklerdir. Kullamlan kesim degerleri, VITEK2 Expert System “Global Olgiitler” secenegine gore
belirlenmistir.

Bakteri Tanimlamasi (Tiir Diizeyinde): Klinik kaynakli 36 adet izolatin tamamu,
Acinetobacter baumannii olarak tanimlanmustir.

Rezistotip Dagilimi: Orneklemde, “EUCAST+” grubu antibiyotiklerle, 25
rezistotip saptanmistir. Orneklemdeki rezistotip ¢esitliligi yiiksektir, baskin bir rezistotip
saptanmamistir. En sik gozlemlenen resiztotipler (4 [1 enfeksiyon, 2 kolonizasyon], 6 [3
kolonizasyon], 11 [2 enfeksiyon, 1 kolonizasyon], 25 [1 enfeksiyon, 2 kolonizasyon])
icer izolattan olusmaktadir, ancak toplamda, bu rezistotipler, drneklemin %33.3’{inii
olusturmaktadir. Rezistotip 25, ayn1 zamanda, en direncli (en yiiksek Rs degerine sahip
olan; Rs=31) izolat grubudur.

Antimikrobiyal Diren¢ Skoru (Rs, “Resistance Score”): Orneklemde, en diisiik
Rs=2 (2 izolat), en yiiksek Rs=31 (3 izolat) olarak saptanmistir. Orneklemin ortalama Rs
degeri, 22°dir. Toplamda orneklemin 1/3’{inii olusturan dort rezistotipin (4, 6, 11, 25),
ortalama Rs degeri, 24’tiir. Orneklemin geri kalanmn ortalama Rs degeri, 22°dir. En
direngli {i¢ izolatin birisi FSM (enfeksiyon), digerleri GZT (kolonizasyon)
hastanelerinden izole edilmistir. En duyarli izolatlardan birisi, BYZ (kolonizasyon),
digeri SHH (kolonizasyon) hastanelerinden izole edilmistir. Referans kokenin (ATCC
19606) Rs degeri, 26 olarak bulunmustur.

Karbapenem Direnci Dagilimi: A. baumannii enfeksiyonlarinin tedavisinde son
secenek antibiyotiklerden olan karbapenemlere (imipenem, meropenem) direng,
orneklemin tamaminda %88.8 (32/36) olarak saptanmustir. Enfeksiyon etkeni olan 10
izolatta, bu oran %100’diir. Kolonizasyon etkeni olan 26 izolatta, bu oran %84.6’dir.
Karbapenem direngli izolatlarda, Enfeksiyon izolati/Toplam izolat % orani, %100 (10/10)

olarak saptanmistir. Karbapenem duyarli izolatlarda, Enfeksiyon izolati/Toplam izolat %
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orani, %0 (0/4) olarak saptanmistir. Karbapenem duyarl izolatlar, GZT, BYZ, YTP ve
SHH hastanelerinden izole edilmistir.
4.3. Bakteri Izolatlarmin rep-PCR Yontemi ile Molekiiler Epidemiyolojik
Tiplendirme (Klonal Genotip) Sonugclar:

47 adet klinik kaynakli izolatin ve bir adet referans kokeninin (ATCC 19606) rep-
PCR yontemi ile elde edilen molekiiler epidemiyolojik tiplendirme (klonal genotip)

sonuglar1 ve Sekil 4.1. ve Tablo 4.3.”de gosterilmistir.
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Tablo 4.3. Bakteri Izolatlarmm rep-PCR Yéntemi ile Molekiiler Epidemiyolojik

Tiplendirme (Klonal Genotip) Sonuglar1 ve Iliskili Diger Verileri

# H P (E, K) GK G Rs R
38 | 6zT K 1 1 19 4
10 | GzT E 1 1 20 5
12 | ezT K 1 1 21 6
14 | GzT K 1 1 21 6
35 | FSM K 1 1 22 7
13 | USR K 1 1 22 10
22 | HNH E 1 1 28 13
20 | FsMm E 1 1 30 14
24 | GzT K 1 1 22 15
36 | FSM E 1 1 26 19
25 | BYZ K 1 1 29 22
23 | USR K 1 1 30 23
37 | ezT K 1 1 30 24
26 | USR K 1 1 31 25
6 | GzT K 1 2 19 4
16 | HNH E 1 2 19 4
33 | Fsm K 1 2 21 6
18 | GzT E 1 2 21 8
41 | GzT K 1 2 25 9
31 | Fsm E 1 2 25 11
2 | HNH E 1 2 25 11
4 | G6zT K 1 2 23 16
17 | ezT K 1 2 26 18
52 | YTP K 1 2 26 20
5 | FSM E 1 2 31 25
28 | &zT K 1 2 31 25
27 | HNH E 1 3 28 22
48 | YTP K 1 4 25 9
29 | UMR K 1 4 25 11
51 | YTP K 1 4 27 21
15 | GzT K 2 5 9 3
11 | BYZ K 3 6 2 1
47 | ATCC K 4 7 26 18
32 | ezT K 5 8 25 12
49 | YTP K 6 9 2 1
8 | SHH K 7 10 5 2
3 | oezT K 8 11 22 17
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#: Izolat sira sayisi, H: Hastane, P (E,K): Patotip (Enfeksiy&zite; Enfeksiyon veya Kolonizasyon), GK: Rep-PCR Genotip
Kiimesi (Benzerlik>%95), G: Rep-PCR Genotipi (Benzerlik>%98; Ozdes izolat), Rs: Antimikrobiyal Direng Skoru, R:
Antibimikrobiyal Direng¢ Fenotipi.

Genotip Kiimelerinin (GK) (>%95 Benzerlik, Kiime Olusturma Olgiitii; <%95
Benzerlik, Kiimeden Dislama Olgiitii) Dagilimi: Orneklemde, toplam 8 GK (GKO1-
GKO08) saptanmigtir. GKO1 iginde, 30 izolat (6rneklemin %83.31, 30/36) yer almistir.
GKO1 i¢inde, 4 genotip (G01-G04) saptanmistir. GK02-GKO08, birer izolat icermektedir.
GKOI i¢inde, genotip dagilimi siklig1 sirasiyla sdyledir; GO1 (14/30, %46.6), G02 (12/30,
%40), G04 (3/30, %10) ve G03 (1/30, %3.3). Enfeksiyon izolatlarinin tamami (10/10,
%100; 10/30, %33.3), kolonizasyon izolatlarinin ise 20’si (20/26, %76.9; 20/30, %66.6);
GKOI i¢inde yer almaktadir. GKO1 iginde en sik izolat i¢eren hastaneler, sirasiyla, GZT
(12/30, %40), FSM (6/30, %20), HNH (4/30, %13.3), USR (3/30, %10), YTP (3/30,
%10), UMR (1/30, %3.3) ve BYZ (1/30, %3.3) olarak saptanmistir. Orneklemde, Rs
degeri en yiiksek olan iki izolat (Rs=31), GKO1 i¢inde yer almaktadir. GKO1 icinde, 20
farkl1 direng fenotipi (R) saptanmistir. GKO1 i¢inde, en baskin olan R tipleri, tiger izolat
ile RO4, R06, R11 ve R25’tir (12/30, %40). GKO1 igindeki R25 direng fenotipindeki
izolatlar, ayn1 zamanda en yliksek Rs degerine (Rs=31) sahiptir. GKO1 iginde, Rs
degerleri, 19-31 araligindadir. Referans kokeninin genotip kiimesi (ATCC 19606) GK04
olarak saptanmistir. TAI izolatlarinin ¢ogunlugu (7/8, 87.5; 3 olgu ve bir olgunun bir
izolat1), GKOI icinde yer alirken, yalnizca birisi GKO8 (1/8, % 12.5) i¢inde yer almistir.
Yalnizca bir olgunun iki izolat1 arasinda GK ve G degisimi olmustur (GK01/G02’den
GKO08/G11’e).

Genotiplerin (G) (>%98 Benzerlik; Ozdes Izolatlar) Dagilimi: Orneklemde,
toplam 11 G (G01-G11) saptanmistir. Genotiplerin sikligi sirasiyla soyledir: GO1 (14/36,
%38.8), G02 (12/36, %33.3), G04 (3/36, %8.3) ve diger genotipler (GO3, G05-G11) (her
biri; 1/36, %2.7). G01-G04, GKO1 i¢inde yer almakta ve genotip kiimesinin tamamini
olusturmaktadir. Referans kdkeninin genotipi (ATCC 19606) GO7 olarak saptanmustir.
Orneklemde enfeksiyon patotipindeki toplam 10 izolatin, genotiplere dagilimi siklik
sirastyla soyledir: G02 (5/10, %50; FSM 2, HNH 2, GZT 1), GO1 (4/10, %40; FSM 2,
HNH 1, GZT 1), G03 (1/10, %10, HNH 1). GKO1 i¢indeki, G04 izolatlarinin (n=3),
tamami kolonizasyon patotipinde yer almaktadir. Rs degeri en yiiksek olan (Rs=31) ve
direng fenotipi R25 olan ii¢ izolatin, genotiplere dagilimi siklik sirasiyla, GO2 (2 izolat;
FSM 1, GZT 1), GO1°dir (1 izolat; USR 1). TAl izolatlarinin cogunlugu (7/8, 87.5; 3 olgu;
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G01 2 olgu, G04 1 olgu ve bir olgunun bir izolat1, G02), GKO01 i¢inde yer alirken, yalnizca
birisi GK08/G11 (1/8, % 12.5) iginde yer almigtir. Yalnizca bir olgunun iki izolati
arasinda GK ve G degisimi olmustur (GK01/G02’den GKO08/G11’¢).
4.4. Bakteri Izolatlarmin Patotip (infeksiybzite; Enfeksiyon/Kolonizasyon),
Rezistotip (Fenotip) ve Genotip Kiimelenmesi (istatistiksel Analiz) Sonuclar

Tekrarlardan arindirilmis klinik kaynakli 36 Acinetobacter baumannii izolatinin
elde edilen tiim verileri, olas1 Patotip-Rezistotip-Genotip kiimelenmesi varligi yoniinden
incelenmistir. Kategorik degiskenler arasindaki dagilim farkinin analizi igin, tek
orneklem ki-kare testi ve yerine gore Fisher kesin olasilik testi kullanilmustir. Istatiksel
analiz sonucunda, p<0.05 degerinin elde edilmesi durumunda, aradaki fark, anlamli kabul
edilmistir.

Bu analizin sonucuna gore, GKO1 genotip kiimesi izolatlari, enfeksiyon patotipi
ile istatistik olarak anlaml diizeyde iligkili (p=0.021) olarak saptanmustir. Sonug olarak,
orneklemde, “Patotip-Genotip Kiimelenmesi” saptanmis, “Rezistotip” cesitliliginin ise

yiiksek oldugu, kiimelenme sergilemedigi belirlenmistir.

41



5. TARTISMA ve SONUC

Giliniimtizde, kiiresel olgekte, her yil yiiz milyonlarca kisinin, saglik bakimiyla
iliskili infeksiyonlara maruz kaldig: bildirilmektedir. Saglik hizmeti alan her on hastadan
birisinde, saglik bakimiyla iligkili infeksiyon gelistigi saptanmustir (1b). Etkili izlem ve
onlem programlarinin uygulandigi gelismis iilkelerde hastane infeksiyonlart % 5-10
oraninda goriiliirken, gelismekte olan iilkelerde bu oranin % 25’e kadar yiikselebildigi
bildirilmektedir (1c). Saglik biitgesinin % 75’¢ varan oranlarin hastanelerde
harcanabildigi bildirilmektedir (2a). Hastane infeksiyonlarinin % 8-10 oraninda epidemik
(epidemilerin % 10’u psodoepidemik), geri kalaninin hiperendemik veya endemik oldugu
bildirilmektedir (2b, 2c, 2d).

Hastane infeksiyonlarinin, direngli bakterilerin ortaya ¢ikmasi ve yayilmasi
nedeniyle yerel 6nemine ek Olarak kiiresel 6nemi de vardir. Diinyanin herhangi bir
yerindeki bir hastanede ortaya ¢ikan hastane infeksiyonu etkeni direncgli bir bakteri
klonunun, global yayilima yol agabildigi gosterilmistir (6). Bu tiirden global yayilimin
epidemiyolojik ve ekonomik etkisi, giiniimiizde halen tam olarak 6l¢iillememektedir (7).

Bu nedenlerle, hastanelerde, ulusal ve uluslararas1 diizlemde, yapilandirilmis
infeksiyon kontrolii ve epidemiyolojisi programlarina gereksinim duyulmaktadir (8-11).

Hastane infeksiyonlarinin epidemik olanlarimin % 70’nin, endemik olanlarinin %
20-32’sinin, yogun izlem ve infeksiyon kontrolii programlari ile onlenebilecegi
gosterilmistir (10). Molekiiler tiplendirme tekniklerinin rutin olarak dogru kullanimini da
iceren infeksiyon kontrol programlarinin tibbi ve ekonomik getirisi (ack. Hacek ve
ark.’nin ¢alismasinda 2 yilda 4 milyon dolar) oldugu gosterilmistir (25a, 25b).

Glinlimiizde, izlem ¢alismalarmin bir parcast olarak epidemiyolojik
tiplendirmede, bu amaglarla, mikrobiyoloji laboratuvarlar1 tarafindan yaygin olarak
kullanilan belirli yontem ve teknikler vardir (9).

Acinetobacter baumannii, giiniimiizde, hastane infeksiyonlarina yol acan, siklikla
coklu-direngli ve hatta tiim-droglara direngli olabildigi i¢in, tedavisinde zorluklarla
karsilagilan ve “ESKAPE grubu” (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa ve
Enterobacter tiirleri) olarak tanimlanan en onemli bakteriyel infeksiyon etkenlerinin

iginde yer alan bir mikroorganizmadir (42).
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Bu calismanin amaci, yatan hastalarin klinik 6rneklerinden kolonizasyon veya
infeksiyon etkeni olarak izole edilen, ¢oklu-direngli 6nemli hastane infeksiyonu
etkenlerinden Acinetobacter baumannii’nin, infeksiyozite, antimikrobiyal direng fenotipi
ve klonal genotip (agk. patotip-rezistotip-genotip) bakimindan kiimelesme 6zelliklerini
arastirmak, yorumlamak ve bu temelde, 6nemli klinik, epidemiyolojik ve evrimsel
cikarimlar yapilabilmesini saglamaktir. Bu calismada, ozellikle, Istanbul ilininin
biyocografyasini (Asya yakasi) temsil eden sekiz hastaneden olusan bir 6rneklemde
yapilmistir. Bilgimize gore, literatiirde, Acinetobacter baumannii’nin, 6zellikle patotip-

rezistotip-genotip kiimelenmesini arastirmak tizere tasarimlanmis bir ¢aligma yoktur.

Acinetobacter baumannii’nin molekiiler epidemiyolojik tiplendirmesinde
kullanilabilen birden ¢ok yontem vardir: AFLP (uluslararasi klonlar I-III’iin
tanimlanmasi i¢in altin standart), PFGE (klonalite arastirmasi igin altin standart), MLVA
(VNTR analizi) (lokal epidemiyoloji), rep-PCR (DiversiLab™) (lokal ve global
epidemiyoloji; global klon 1-8’in saptanmasinda kullanilabilir), SLST, 3LST, (lokal ve
global epidemiyoloji), PubMLST (popiilasyon yapist arastirmasi; klonal kompleksler,
klonlar, sekans tipleri; global epidemiyoloji ve uzun dénemli evrimsel dinamikler),
Pasteur’s MLST (popiilasyon yapisi aragtirmasinda altin standart), PCR/ESI-MS (lokal
epidemiyoloji), plazmid tiplendirmesi (rezistom analizi), diren¢ adacigi tiplendirmesi
(rezistom analizi), NG-WGS (filogenetik analiz; uzun donemli evrimsel dinamikler,
cekirdek ve aksesuar genom analizi, lokal epidemiyoloji i¢in SNP analizi, rezistom

analizi, global ve lokal epidemiyoloji) (77, 112-114).

Acinetobacter baumannii’nin antibiyotik direncli kokenlerinin Avrupa’daki
epidemiyolojisi incelendiginde, kuzeyden giineye dogru artan siklikta direngle
karsilasildigi (“north-south gradient”; karbapenem direngli kokenlerin % orani; (%4 -
%85) saptanmistir (66-69, 75-80). Literatiirde, 2003 yilindan bu yana, Avrupa’da,
karbapenem-direngli Acinetobacter baumannii’nin neden oldugu, en az 13 epidemi
bildirilmistir; bunlardan birisi Tirkiye’dendir. (66-69, 75-80) Literatirde, PDR
Acinetobacter baumannii’nin neden oldugu epidemiler de bildirilmistir (79, 80).
Acinetobacter baumannii’nin molekiiler epidemiyolojisine yonelik olarak, 2001 yilindan
bu yana bildirilmis olan, Tiirkiye kaynakli veya Tiirkiye kokenleriyle yapilmis bircok
aragtirma vardir (81-111).
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Acinetobacter baumannii uluslararasi klonlar1, uluslararasi global epidemiyolojik
karsilastirmay1 saglayabilecek olan molekiiler epidemiyolojik tiplendirme yontemleriyle
(kiitiiphane tiplendirme sistemleri) incelendiginde, global olarak, PubMLST
veritabaninin e BURST analizine gore, 7 farkli ST ile 21 klonal kompleks (CC), Pasteur’s
MLST veritabaninin e BURST analizine gore ise, 176 farkli ST ile 20 klonal kompleks
(CO) saptanmistir 7). MLST Pasteur prosediiriine gore
(https://pubmist.org/abaumannii/), Acinetobacter baumannii sekans tiplerinin (1267
tipten ilk 1000 tip icin) veritabanindan alinan giincel verinin, eBURST v3 yazilimi
(http://eburst.mlst.net/v3) ile (maksimum 1000 sekans tipi analiz edilebilmektedir)
yaptigimiz “population snapshot” incelemesinde, ST2’nin, “Founder ST” oldugu (62

SLV, 21 DLV) ve popiilasyonun tiimiinde 86 grup (CC) oldugu saptanmustir.

AFLP yontemine gore, global olarak dolagimda bulunan, 7 klon (ve MLST-
Pasteur-CC ve ST karsiliklar) tanimlanmigtir. Bunlar, IC-1 (CC1), IC-1l (CC2), IC-1II
(CC3 ve ST25) (International Clones/European Clones; EU Clones), Cluster A (CC15 ve
ST78), B (CC10), C (CC79 ve ST52) ve 6 (CC32)’dir. Global olarak, en yaygin olan
klonlar, IC-I ve IC-IT’dir. IC-III ve diger kiimeler, baz1 Avrupa tilkelerinde, Asya’da ve
Giiney Amerika’da yaygindir (76).

Bilgimize gore, literatiirde, Tiirkiye’de yaygm olan Acinetobacter baumannii
uluslararasi klonlarini, uluslararasi global epidemiyolojik karsilastirmay1 saglayabilecek
olan molekiiler epidemiyolojik tiplendirme yontemleriyle (kiitliphane tiplendirme
sistemleri) belirlemis yalnizca ii¢ calisma vardir, ancak bu caligmalarin ikisi tek
merkezlidir (98, 109, 115). Metan ve ark. (98), yaptiklar1 arastirmada, bir {iniversite
hastanesinde (Kayseri), MLST ve AFLP yontemleriyle (CC2:ST2/AFLP-Clone
Unclassified, CC2:ST2/AFLP-Clone Il, CC2:ST2/AFLP-Clone 11, ST109/AFLP-Clone
Unclassified, CC15:ST84/AFLP-Novel clone, CCl:new ST/AFLP-Clone 1) ve
antibiyotik direng 6zellikleriyle (MDR, XDR, karbapenem direnci, OXA-51, OXA-58) 6
ayr1 klonal grup saptamislar ve “CC15:ST84/AFLP-Novel clone”un baskin oldugunu
(41/100) belirlemislerdir. Giilbudak ve ark. (109), yaptiklar1 arastirmada, bir tiniversite
hastanesinde (Mersin), rep-PCR (DiversiLab™) teknigi ile, sekiz (A-H) farkli klon
saptamis ve A klonunun baskin tip oldugunu (%72, 54/75) belirlemiglerdir. Literatiirde,
Tirkiye izolatlarinda, karbapenem direncine neden olan mekanizmalar arasinda, OXA-

23, OXA-58 ve OXA-51 bildirilmistir (77, 98). Ayrica, Karah ve ark.’nin derlemesinde,
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uluslararasi koleksiyonlarda bulunan en az iki Tiirkiye kokeninin (MSLT-Pasteur-C54/99
ve MLST-Pasteur-C83/109) Avrupa klonlar1 arasinda yer aldigi goriilmektedir (76). Son
olarak, Tiirkiye ve Azeryencan biyocografyalarinda, dolagimdaki klonlar1 (invazif
izolatlar; n=112, kan kiiltiirii 6rnekleri) pan-European endemik klonlart (“International
Clones”) (EU Clone I, I, III) ile karsilastirmali olarak inceleyen ¢ok merkezli (toplamda
11 hastane) bir arastirmada, EU klonu II, yalnizca Kayseri ve Diyarbakir bolgelerinde
yaygin olarak (15 izolat) bulunurken, EU klonu I, Antalya, Istanbul ve Erzurum’da birer

izolat olarak saptanmistir. Ayni ¢alismada, EU III klonu, saptanmamuistir (115).

Rep-PCR yontemi, son yillarda, Diversilab ticari sistemi ile yaygin olarak
kullanilmistir. Bakteriyel izolatlarin genomik benzerliklerinin tanimlanmasinda en sik
kullanilan yontemdir. Bu sayede veri hazirlama, raporlama ve arsivleme kolayligi
saglanmistir. Bu otomatize sistem ile salginlarin aydinlatilmasi i¢in ¢esitli ¢alismalar
yapilmustir (120). Italya’da yapilan bir calismada, 11 aylik donemde, yogun bakim
tinitesinde yatan 13 hastadan elde edilen 56 A.baumannii susu ve ¢evre 6rneklerinden
izole edilen 15 A.baumannii susu rep-PCR Diversilab sistemi ile %97 ve iizeri benzerlik
oraninda alt klon olarak tanimlanmistir. Klonal iliski elde edilen izolatlarin ilk izolasyonu
baska bir hastaneden yogun bakima transfer edilen bir hastadan oldugu ve ¢apraz bulasla
patojenin yayildigi belirtilmistir (121). Belgika’da yapilan bir ¢alismada, Yunanistan’dan
Belgika tiniversite hastanesine transfer edilen 2 hastanin MDR A. baumannii tasidigi
tespit edilmis ve sonraki 11 aylik periyotta MDR karbapenem direngli A.baumannii
suslariin 26 hastanin klinik 6rneginden izole edildigi ve 24 solunum yolu érneginin
pozitif bulundugu belirtilmistir (112). Cin’de ii¢ askeri hastaneden izole edilen 49 MDR
A.baumannii DiversiLab sistemi kullanilarak genotiplendirme yapilmistir. Calisma
sonunda her biri iigten fazla izolat iceren ve > % 95 benzerlige sahip 5 adet klon (A-E)
tamimlanmistir. Klon A 27 izolat, klon B 8, klon C 4, klon D 3 ve klon E 3 izolattan
olusurken, kalan 4 izolatin her birinin farkli bir paterne sahip oldugu saptanmis ve
toplamda 9 farkli patern olustugu gézlemlenmistir. DiversiLab sisteminin hizli sonug
vermesi bir avantajken, maliyetinin yiiksek olmasi dezavantaj olarak rapor edilmistir

(125).

Bu c¢alismada, Istanbul ilinin biyocografyasin1 (Asya yakasi; ancak, calismaya
katilan hastanelere yatan olgularin, en azindan konak faktorleri acgisindan, ilin her iki

yakasini da temsil edebildigi varsayilmistir) temsil etmek amaciyla caligmaya katilan
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sekiz ayr1 hastaneden (altisi li¢lincli basamak saglik hizmeti kurumu, ikisi ikinci basamak
saglik hizmeti kurumu) toplanan, klinik kaynakli 36 adet Acinetobacter baumannii
izolatinin, patotip bakimindan, 10’u (10/36, %27.7) enfeksiyonu etkeni ve 26’s1 (26/36,
%72.2) kolonizasyon olarak saptanmistir. izolatlarin, hastanelere gore dagiliminda, GZT
(n=15, %41.6) ve FSM (n=8, %16.6) baskindir. Enfeksiyon etkeni patotip dagiliminda,
HNH (4/10, %40), FSM (4/10, %40) ve GZT’nin (2/10, %20) baskin oldugu saptanmustir.
Hastanelerdeki Enfeksiyon izolati/Toplam izolat % oraninda, HNH (%2100, 4/4), FSM
(%50, 4/8)’nin baskin oldugu gorilmiistiir. Enfeksiyon etkeni patotipin, Yogun Bakim
Birimleri’nde (%70, 7/10) baskin oldugu saptanmistir. Ornek tiirlerinde, alt solunum yolu
sekresyonlarinin ve (16/36, %44.4) ve kan dolasimi 6rneklerinin (11/36, %30.5) baskin
oldugu bulunmustur.

Omeklemde 25 rezistotip saptanmistir. Orneklemdeki rezistotip cesitliligi
yiiksektir, baskin bir rezistotip saptanmamustir. Orneklemde, antimikrobiyal direng skoru
en diisiik Rs=2 (2 izolat), en yliksek Rs=31 (3 izolat) olarak saptanmistir. En direncli ii¢
izolatin birisi FSM (enfeksiyon), digerleri GZT (kolonizasyon) hastanelerinden izole
edilmistir. A. baumannii enfeksiyonlariin tedavisinde son segenek antibiyotiklerden olan
karbapenemlere (imipenem, meropenem) direng, drneklemin tamaminda %88.8 (32/36)
olarak saptanmistir. Enfeksiyon etkeni olan 10 izolatta, bu oran %100’diir.

Orneklemde, toplam sekiz genotip kiimesi (GK01-GKO08) saptanmistir. GK01
iginde, 30 izolat (6rneklemin %83.3°1, 30/36) yer almistir. GKO1 iginde, dort genotip
(G01-G04) saptanmistir. Enfeksiyon izolatlarinin tamami (10/10, %100) GKO1 iginde yer
almaktadir. GKOI icinde en sik izolat iceren hastaneler, sirasiyla, GZT (12/30, %40),
FSM (6/30, %20), HNH (4/30, %13.3) olarak bulunmustur. Orneklemde, Rs degeri en
yiiksek olan iki izolat (Rs=31), GKO1 i¢inde yer almaktadir. GKO1 i¢inde, 20 farkli direng
fenotipi (R) saptanmustir. Orneklemde, toplam 11 genotip (G01-G11) saptanmustir.
Genotipler arasinda, GO1 (14/36, %38.8) ve G02’nin (12/36, %33.3) baskin oldugu
bulunmustur.

Sonu¢ olarak, bu calismada, Istanbul ilinden elde edilen A. baumannii
orneklemindeki GKO1 genotip kiimesi izolatlarinin, enfeksiyon patotipi ile istatistik
olarak anlamli diizeyde iligkili (p=0.021) oldugu saptanmistir. Buna gore, 6rneklemde,
“Patotip-Genotip Kiimelenmesi” saptanmis, “Rezistotip” ¢esitliliginin ise yliksek oldugu,
kiimelenme sergilemedigi belirlenmistir. Ayrica, calisma o6rnekleminde, “Patotip-

Rezistotip-Genotip” incelemelerine iliskin bulgularin tamami dikkate alindiginda,
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patojen ve antibiyotik direncinin evrilmesindeki ekolojik etkilesimler bakimindan ve
Ozellikle bu ¢ercevede “kaynak-gider dinamigi” (“source-sink dynamics™) yoniinden,
GZT hastanesinin “kaynak-gesitliligi artirict ve yayici1” (“source-diversifier-spreader”)
(agk. ozellikle genotip ve direng gesitliligini artiric1 ve yayici nitelikte), FSM ve HNH
hastanelerinin “gider-gesitliligi azaltic1 ve yayict” (“sink-converger”) (agk. “import”
olgularda 6zellikle patotip ve direng cesitliligini enfeksiyon ve direng artis1 yoniinde
etkiledigi), diger hastanelerin ise “gider-etkisiz” (agk. “import” olgularda genotip-
patotip-rezistotip  bakimindan etkisinin nétral oldugu) niteliklerde oldugu
degerlendirilmistir (121-126). Bu nedenle, kanimizca, bu ¢alismanin sonuglari, Istanbul
ilinde, A. baumannii infeksiyonlarin kontrolii i¢in yapilabilecek intervensiyonlara yon

gosterici nitelikte dnemli veriler saglamaktadir.
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