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OZET

Hastane enfeksiyonlar1 morbidite ve mortalite oranlarini, hastanede kalig
stiresini ve tedavi maliyetini 6nemli 6l¢iide arttirdigi i¢in, 6nemli bir saglik problemi
olmaya devam etmektedir. Acinetobacter cinsi bakteriler hastane enfeksiyonlarina
yol acan etkenler icinde Onemli bir yer tutmaktadir. Bu etkenlerin hastane
enfeksiyonlarinda sik olarak saptanmalarinin nedenleri, dis ortam kosullarinda
kolaylikla yasayabilmeleri ve antibiyotiklere karsi cogul diren¢ kazanabilmeleridir.

Acinetobacter baumannii salginlarinin kaynaginin dogru ve hizli tespiti,
enfeksiyonun tedavisi ve salgimnin kontrolii ag¢isindan Onemlidir. Salgin
epidemiyolojisinde Pulsed-Field Gel Electrophoresis ile total genom polimorfizminin
analizi en giivenilir yontemdir ve genotiplendirmede altin standart olarak kabul
edilmektedir.

Calismamizda Firat Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuar1 ile
Enfeksiyon Hastaliklar1 Anabilim Dali Laboratuar’ mma 1 Aralik 2013 — 30 Haziran
2014 tarihleri arasinda gonderilen c¢esitli klinik materyallerden hastane enfeksiyon
etkeni olarak izole edilen 93 adet karbapenem direngli A. baumannii izolatinin PFGE
yontemiyle molekiiler benzerliklerinin arastirilmasi amaclandi. 93 adet A. baumannii
susunun disk diflizyon yontemi ile yapilan antibiyogramlarma gore, tiimiiniin
imipeneme karst direngli oldugu bulundu. Tiplendirilen 93 A. baumannii susu 30
farkli PFGE profili gosterdi. Klonal yonden iligkili suslar, 7 farkli kiime igerisinde
yer aldi. Toplam 93 4. baumannii susunun 80'1 herhangi bir kiime icerisinde yer ald1.
Suslarin kiimelesme oran1 %86 bulundu. Calismamizda en fazla izolat sayisina sahip
I kiimesinde yer alan 55 susun izolasyon tarihleri incelendiginde, bu klonun
hastanemizde yaklasik 7 ay varhigini siirdiirdiigii goriildii.

Sonug olarak; bu calisma hastanemizde A. baumannii izolatlarinin, aradan 7
ay gibi uzun bir siire gegmesine ragmen benzer oldugunu gosterdi. Ayrica PFGE ‘nin
diger caligmalarla benzer sekilde izolatlar arasi1 benzerlik ya da farkliliklarin
tespitinde mevcut en 6nemli ayirict yontem oldugu diisiiniildii.

Anahtar Kelimeler: Acinetobacter baumannii, karbapenem direnci, PFGE,

genotipleme

v



ABSTRACT

Hospital infections continue to be an important health problem since they
seriously increase the rate of mortality and morbidity as well as hospital care period
and treatment costs. Acinetobacter species of bacteria, factors of hospital infections
led to an important place. Reasons of these factros are, they can live easily in outdoor
conditions and their ability to acquire multiple resistance to antibiotics.

Fast and accurate detection of Acinetobacter baumannii outbreaks is
important in the treatment and control of epidemic infections. In the outbreak
epidemiology analyze of total genome polymorphism by Pulsed-Field Gel
Electrophoresis is the most confident method and gold standard method in
genotyping.

Purpose of our study, investigate the various clinical materials cause of
nosocomial infection was isolated as 93 pieces of carbapenem-resistant A. baumannii
isolates of PFGE with the molecular similarity between 1 December 2013 - 30 June
2014 in the Firat University Hospital Central Laboratory and Department of
Infectious Diseases Laboratory.

93 units of 4. baumannii strains by disc diffusion method according to the
antibiograms, imipenem resistant ratio was found 100%. Typing 93 A. baumannii
strains showed 30 different PFGE profiles. Strains to clonal correlates, located in the
seven different clusters. A total of 93 strains of 4. baumannii, 80 of them are located
within any cluster. Clustering of strain rate %86. In our study, the maximum number
of isolates with 1 cluster of the 55 strains set of dates in the isolation were examined,
this clone seen to persist for about 7 months in our hospital.

As a result; this study showed in our hospital A. baumannii isolates similar,
after 7 months is a long time to pass. In addition, PFGE is a manner similar to other
studies in the identification of similarities or differences between isolates available
was considered to be the most important insulting method.

Key Words: Acinetobacter baumannii, carbapenem resistance, PFGE, genotyping
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1. GIRIS

Hastane enfeksiyonlar1 (HE) , hasta hastaneye basvurdugunda inkiibasyon
doneminde olmayan, hastaneye yatistan itibaren 48 saatten uzun bir siirenin sonunda
veya bazen taburcu olduktan sonra ortaya c¢ikabilen ya da sik poliklinik
muayenelerine bagli olarak gelisen enfeksiyonlardir. Bu grup enfeksiyonlarin
morbidite ve mortalitesi yiiksektir. Bu agidan, sebep olduklar1 morbidite-mortalite ve
maliyet artis1 g6z Oniine alindiginda, giliniimiiziin en ciddi enfeksiyon tiirii olarak
goziikmektedir (1).

Son 20 yildir gelismis iilkelerde, coklu ila¢ direngli (CID) Gram negatif
basillerin neden oldugu hastane enfeksiyonlar1 6nemli bir problem olusturmaktadir
(2). Genis spektrumlu antibiyotiklerin 1970’11 yillardan itibaren yaygmn kullanimi
sonucunda, artan oranda direngli patojenler ile olusan hastane enfeksiyonlar1
karsimiza ¢ikmaktadir. Bunlardan en sik nonfermenter bakteriler Acinetobacter
baumannii ve Pseudomonas aeruginosa hastalik etkeni olarak izole edilmektedir (3).

Acinetobacter spp., Ozellikle de Acinetobacter baumannii, yogun bakim
iinitesinde (YBU) yatan, solunum destegi gerektiren, bagisiklik sistemi zayif, uzun
siireli antibiyotik tedavisi ya da kemoterapi alan, cerrahi miidahaleye maruz kalan
hastalarda firsatc1 HE etkeni olarak daha sik izole edilmeye baslanmistir (4).

Acinetobacter cinsi bakteriler; 35-37 °C’de iiremeyi seven, nonfermentatif,
oksidaz negatif, indol negatif, katalaz pozitif, hareketsiz, nitratlar1 rediikte edemeyen,
zorunlu aerop iireyen Gram negatif mikroorganizmalardir. Ug sekerli demirli (TSI)
besiyeri ve oksidatif fermentatif besiyerinde asit olusturmazlar. Flajellalar1 yoktur,
fimbrialar1 vardir (5). Hastane enfeksiyonlarinda onemli bir yer teskil eden ve
mortalitesi %70’lere ulasan Acinetobacter tiirleri 6nemli bir enfeksiyon kaynagidir.
Son yillarda yogun bakim yatak sayisinin da artmasiyla dogru orantili olarak 6nemi
artan nozokomiyal bir patojendir. Diger 6nemli bir neden de hizli bir sekilde
Acinetobacter spp.’nin antibiyotik direnci kazanmasidir (6).

Acinetobacter tirleri, yatan hastalarda kolonizasyon, bakteriyemi, sekonder
menenjit, {iriner sistem enfeksiyonlar1 ve 6zellikle YBU’lerde ventilatdr kaynakli
olmak iizere pnomonilerde dnemli bir rol oynamaktadir. Etkin antibiyotiklere karsi
gelisen direng bu patojenlerin neden oldugu enfeksiyonlarm tedavisinde klinisyenler

icin bliyiikk sorun olusturur ve etkin tedavide genelde antibiyotiklerin kombine
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kullanimina gerek duyulur. Acinetobacter tiirlerinin hastane ortaminda uzun siire
canliligin1 korumasi ve insandan insana gecisinin ¢ok kolay olmasi, sorunu bir kat
daha artirmaktadir (2).

Acinetobacter spp.’ye bagli olusan enfeksiyonlarmn tedavisinde kullanilan
antimikrobiyal ajanlara kars1 giderek artan diren¢ hem iilkemizde hem de diger
iilkelerde dnemli bir saglik problemi haline gelmistir (7). Tasidiklar1 CID nedeniyle
de artan oranda mortalite ve morbiditeye neden olmaktadirlar. Karbapenemler,
Acinetobacter enfeksiyonlarinin tedavisinde tercih edilen beta laktam tiirii seckin
ilaglardir ancak son zamanlarda bu antimikrobiyal ilaglara karsi da direng artmustir
(8). Bunlarn etkilerini azaltan en yaygin mekanizma, 6zellikle karbapenem hidrolize
eden sinif-D beta-laktamazlardir (9).

Acinetobacter enfeksiyonlar1 hastane iginde, hastaneler arasinda, hatta tlkeler
arasinda salginlara neden olmalar1 acisindan oOnemlidir. Ayni tiirden izolatlar
arasinda klonal iliskiyi ortaya koymak amaciyla yapilan molekiiler tiplendirme
yontemleri epidemiyolojik bilgiler esliginde degerlendirilmekte ve izolatlarin iki ayn1
veya farkli kaynaktan koken aldiklar1 kabul edilmektedir (10). Direngli suslar
arasindaki klonal iliskinin belirlenmesiyle epidemik izolatlar, sporadik veya endemik
olanlardan ayrilmakta, salginla iliskili suslar belirlenmekte, salginin kapsami, kaynak
ve rezervuar1 hakkinda bilgi saglanabilmektedir. Ayrica salginlara ait veri bankalar1
olusturulabilmekte, herhangi bir yer ve zaman i¢indeki enfeksiyonun ozellikleri
tanimlanabilmektedir (11). Bu yontemler enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin etkinligini
artirmaktadirlar.

Bir salgin durumunda 4. baumannii izolatlar1 arasindaki ayrimm uygun bir
sekilde tanimlanmasi, salginin bu teknikle daha iyi anlagilmasini saglamaktadir.
Molekiiler tekniklere ilgi her gecen giin artmakta ve enfeksiyonlarin epidemiyolojik
arastirmalarma artan bir oranda dahil edilmektedirler. Cesitli molekiiler yontemler
gelistirilmis olmasima karsin bakteriyel tiirlerin ¢ogunda kullanilabilecek en uygun
metod Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) olarak goriilmektedir (12).

Bu calismadaki amacimiz; mortalite orani her gegen giin artan, kontrolii zor
olan ve artan yogun bakim yatak sayilariyla beraber iilkemiz saglik sisteminde daha
onemli bir yere sahip olan HE’ ye yol acan Acinetobacter izolatlar1 arasindaki klonal

iliskinin PFGE ydntemiyle belirlenmesidir.



1.1. Hastane Enfeksiyonlan

Hastaneye basvuru esnasinda inkiibasyon periyodunda olmayan bir hastada
hastaneye yattiktan sonraki siirecte ortaya c¢ikan enfeksiyon, hastane enfeksiyonu
olarak kabul edilir. Hastane enfeksiyonlari, genellikle hasta hastaneye yattiktan 48—
72 saat sonra gelisir. Hasta taburcu olduktan sonra 10 giin i¢inde gelisen enfeksiyon
da hastane enfeksiyonu olarak degerlendirilir. Cerrahi girisim sonras1 30 giin i¢inde
ortaya c¢ikan cerrahi alan enfeksiyonlar1 ve bir yil i¢cinde ortaya cikan protez
enfeksiyonlar1 da hastane enfeksiyonu kapsaminda degerlendirilir (13-15).

Tip alanindaki teknolojik gelismelere bagh olarak tan1 ve tedavi amacl
yapilan invaziv girisimlerdeki artig, kateter ve sonda uygulamalari, uygunsuz
antibiyotik kullanimi ve bagisiklik sisteminin zayifladigi durumlar HE riskini
artirmaktadir (16, 17). Hastane enfeksiyonlari morbidite ve mortalite oranlarini,
hastanede kalis siiresini ve tedavi maliyetini onemli 6l¢iide arttirdigi i¢in, 6nemli bir
saglik problemi olmaya devam etmektedir (18, 19).

Ulkemizde farkli hastanelerden bildirilen hastane enfeksiyonlar1 insidansi
%3-7.8 arasindadir. Bu oranlar hastaneden hastaneye degisiklik gdsterebildigi gibi,
ayn1 hastanenin degisik servisleri arasinda da birbirinden farkl olabilir (20).

Hastane enfeksiyonlarinda siklikla izole edilen mikroorganizmalar antibiyotik
ve tibbi uygulamalardaki degisikliklere bagli olarak zaman i¢inde farkliliklar
gostermektedir. Giinlimiizde uygunsuz ve genis spektrumlu antibiyotik kullanimai ile
invazif girisimlerin artmasi1 sonucu Acinetobacter tiirleri, Pseudomonas aeruginosa,
koagulaz negatif stafilokoklar, metisiline direngli  Staphylococcus aureus,
Enterobacter tirleri, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Proteus tirleri,
enterokoklar ve Candida tiirlerinde anlamli artis gorilmektedir. Acinetobacter
enfeksiyonlar1 hastane enfeksiyonlarina neden olmasi, hastane iginde, hastaneler
arasinda, hatta {lilkeler arasinda salginlara neden olmasi, antibiyotiklere yiiksek

oranda diren¢li olmasi nedeniyle 6nem arzetmektedir (21).

1.2. Acinetobacter

Acinetobacter ik defa 1911 yilinda Beijerinck tarafindan topraktan izole
edilmis ve Micrococcus calco-aceticus olarak adlandirilmistir. 1939 yilinda

DeBord’un Gram-negatif kokobasilleri iretral Ornekten izole etmesiyle



tanimlanmaistir. Acinetobacter cinsleri Moraxellaceae ailesinde ve
Gammaproteobacteria sinifinda yer almaktadirlar (22).

Acinetobacter cinsi bakteriler HE’ye yol agan etkenler i¢inde dnemli bir yer
tutmaktadir (2). Acinetobacter enfeksiyonu, YBU’lerdeki hastalarda gittikce artan
siklikta gorilmektedir (23). Bu etkenlerin HE’de sik olarak saptanmalarinin
nedenleri, dis ortam kosullarinda kolaylikla yasayabilmeleri ve antibiyotiklere karsi
cogul diren¢ kazanabilmeleridir (24). Acinetobacter tiirleri hastane ortaminda uzun
siire canliligint korur ve toprak, su, yiyecek gibi maddelerden izole edilebilir.
Saglikli kisilerin florasinda bulunabildigi gibi hastaneye yatirilarak tedavi edilen

hastalarda kolonizasyon da yapabilirler (25).

1.2.1. Morfolojik, Mikrobiyolojik Ozellikler

Acinetobacter cinsi bakteriler 35-37 °C’de iiremeyi seven, nonfermentatif,
oksidaz negatif, katalaz pozitif, indol negatif, hareketsiz, nitratlar1 rediikte etmeyen,
zorunlu aerop Ureyen gram negatif mikroorganizmalardir. Flajellalar1 yoktur,
fimbrialar1 vardir. Ug sekerli demirli (TSI) besiyeri ve oksidatif fermentatif
besiyerinde asit olusturmazlar (5).

Diger nonfermentatif bakterilerden aymrmada kullanilacak ilk test oksidaz
testidir. Uremenin logaritmik fazinda kisa, iri, bazen renksizlestirme problemi
yasanilan, gram negatif, 1,0—1,5 pm uzunlugunda basil, iiremenin duraklama fazinda
kok veya kokobasil seklinde goriilmektedir. Genellikle diizgiin, bazen mukoid,
renksiz koloniler olusturur. Acinetobacter tirleri arasinda en sik ve en O6nemli
klinik tablolara yol acan etken A. baumannii’dir (26). Rutin laboratuvar kosullarinda,
biyokimyasal reaksiyonlara ve iireme 6zelliklerine gore Acinetobacter tiir ayrimi
yapilmaktadir. Glukozu oksitleyen ve hemoliz yapmayan, 44 °C’de fireyebilen
kokenler A. Baumannii olarak tanimlanmistir (27).

Acinetobacter cinsi bakterileri klinik 6rneklerden izole etmek i¢in kanli agar
ve eozin metilen blue (EMB) agar gibi besiyerleri kullanilir. Hem klinik hem de
cevreden bu bakterilerin izole edilmesinde kullanilabilen segici ve ayurt edici
besiyerleri gelistirilmistir. Bu amagla diger mikroorganizmalarin iiremelerini inhibe

eden bromkrezol moru, safra tuzlari, laktoz, maltoz sekerlerini igceren Herellea agar,



vankomisin, sefsulodin, sefradin gibi antibiyotikleri iceren Leeds Acinetobacter

Medium ve Holton’s agar kullanilmaktadir (2, 28).

Sekil 1. Kanli agarda Acinetobacter kolonileri

1.2.2. Patogenez ve Virulans Faktorleri

Acinetobacter cinsi bakteriler genel olarak virulansi diisiik patojenlerdir.
Konak savunma mekanizmalart normal olan bireylerde enfeksiyon olusturmalari
oldukca zordur. Genellikle hastane kaynakli firsatgt enfeksiyonlara neden
olmaktadirlar. Yanik, malignite, konagin savunma sistemini baskilayan durumlar ve
konagin yasi enfeksiyon gelisimini kolaylastiran bazi faktorlerdir. Agir cerrahi
girisim, uzun siireli antibiyotik kullanimi, uzun siire yogun bakim iinitesinde kalma,
uzun slire mekanik ventilatore baglh kalma, enteral beslenme, damar igi
kateterizasyon, idrar sondasi, endotrakeal tiip ve trakeostomi varligi baslica risk
faktorleridir. Son 30 yildir hastane ortaminda yeni, genis spektrumlu antibiyotiklerin
yaygin ve uygunsuz kullanimi, hem Acinetobacter tiirleri ile gelisen HE oranini
artirmis hem de bu bakterilerde bir¢cok antibiyotige karsi direng gelismesine neden
olmustur (16, 26).

Acinetobacter cinsi bakteriler genel olarak diisiik virulansli olarak kabul
edilmelerine ragmen virulanstan sorumlu faktorler de vardir;

1. Polisakkarit kapsiil: L-ramnoz, D-glukoz, D-mannoz ve D-glukronik
asitten olusup, bakteri yilizeyinin hidrofilik olmasini saglar ve fagositozdan korur. Ek

olarak intravendz kateter, trakeal kaniil gibi ylizeylere tutunmay1 kolaylastirir.
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2. Fimbria ve/veya Kapsiiler polisakkarit: Insan epitel hiicrelerine
baglanmay1 saglar.

3. Lipopolisakkarit ve lipid A: Hiicre duvarinda bulunan lipid A potansiyel
toksik etki gOstererek patojeniteyi arttirir.

4. Dokulardaki lipidleri yikan enzimler iiretirler.

5. Aerobaktin ve siderofor gibi demir tutucu dis membran reseptor
proteinlerinin iiretimi ile bakteri iremesi i¢in gerekli demir temin edilmektedir.

Ayrica son zamanlarda yapilan caligmalarda antibiyotik direnci saglayan
PER-1 enziminin viriilans1 arttirdigit ve klintk olarak mortalitesi yiiksek

enfeksiyonlara neden oldugu gosterilmistir (26, 29, 30).

1.2.3. Acinetobacter ‘in Neden Oldugu Hastane Enfeksiyonlar

Acinetobacter tiirleri dogada yaygin bulunurlar. insanda deri florasinda yer
aldiklarindan klinik orneklerden izole edilebilirler. Zaman zaman firsat¢i patojen
bakteriler olarak enfeksiyon yaparlar. Solunum sistemi enfeksiyonlar1 (entiibasyon ve
trakeostomi sonrasi), genitoiiriner sistem enfeksiyonlar1 (kateter uygulamasina bagl
sistit ve piyelonefrit gibi), yumusak doku enfeksiyonlari, intrakraniyal enfeksiyonlar
(cerrahi girisimlerden sonra goriilen menenjit gibi) olusturdugu firsatci
enfeksiyonlardandir (31). Acinetobacter tiirleri siklikla hastane kaynakli olmasma
ragmen toplum kdkenli alt solunum yolu enfeksiyonlarindan da izole edilmistir (32).

Acinetobacter tiirlerinin hastane personelinin %15-33’tinde ellerinde kolonize

oldugu, bu kokenleri hastalara ve ekipmanlara aktardiklar1 gosterilmistir (16).

1.2.3.1. Solunum Sistemi Enfeksiyonlar

A.baumannii hastanede yatan, Ozellikle ventilator bagimli, immiin sistemi
baskilanmis hastalarda goriilen trakeobronsit ve pnOmonilerden izole edilen en
onemli patojenlerden birisidir. Hastada gelisen alt solunum yolu tutulumunun klinik
ve radyolojik olarak diger tipik pndmoni ve hastane kdkenli gram negatif bakteri
pnomoni tablolarindan ayirt edilmesi zordur (33, 34). Hastalar genellikle tedaviye
cevap vermezler. Bu sebeple tedavi ve buna bagh olarak yatis siiresi uzar. Cok
sayidaki izlem ¢alismasi sonuglarina gore 4. baumannii’nin etken oldugu alt

solunum yolu enfeksiyonu olan hastalar diger mikroorganizmalarin sebep oldugu



pnomonili hastalara gore ortalama 7 giin daha fazla hastanede yatmakta ve tedavi
almaktadir (35).

Yayinlanmis bir¢ok arastirmaya gére nozokomiyal pnomonilerin %3-12’sini
Acinetobacter tirleri Ozellikle de A. baumannii olusturmaktadir. Alt solunum
yollarinda Acinetobacter kolonizasyonu veya pndmoni olugsmasinda kronik akciger
hastaliklari, immiinsiipresyon, cerrahi girisimler, gastrik ve endotrakeal tiip kullanimi1
gibi risk faktorleri rol oynamaktadir. Ventilatdr kaynakli Acinetobacter nozokomiyal
pnomonisi olan hastalarda 6liim oranm1 %30-75’dir. Bu enfeksiyonlarin prognozu P.
aeruginosa digsindaki diger Gram negatiflerle olusan pnomonilerden ¢ok daha agirdir
(36, 37). Yogun Bakim Unitesinde (YBU) yayilim ventilatér ekipmanlari, eldivenler,
kolonize saglik personeli ve kontamine olmus parenteral nutrisyon soliisyonlarina
baglanmistir. Nozokomiyal Acinetobacter pndmonisinde sikliklamultilober tutulum,
kavitasyon, plevral eflizyon ve bronkoplevral fistiil olusumu gézlenmistir (38).

1.2.3.2. Bakteriyemi

Bakteriyemide en sik rastlanan Acinetobacter tiiri A. baumannii’dir. Ayrica
A. baumannii’ye bagl bakteriyemilerde diger tiirlere gore klinik tablo daha agir
seyretmektedir. Bazen tek basmma patojen olarak izole edilirken bazen de
polimikrobiyal bakteriyemilerde yer alir. Polimikrobiyal bakteriyemilerde mortalite
orani daha fazladir (37). Yetigskinlerde immiin yetmezlikli hastalar en biiyiik grubu
olusturmaktadir. Bu hastalarda kaynak solunum sistemi enfeksiyonlaridir ve
genellikle hastanede yatisin ikinci haftasinda ortaya cikar. Maligniteler, yanik,
travma siklikla goriilen diger predispozan faktorlerdir. Yetiskinlerde bakteriyemi ile
sonuglanan cerrahi yara ve yanik enfeksiyonlar1 siklikla goriilmektedir. Damar i¢i
kateterizasyon uygulamalar1 Acinetobacter enfeksiyonlar1 i¢in risk faktorii olarak
kabul edilmektedir ve asepsi kurallarina uyularak 48 saatte bir kateterlerin
degistirilmesi bu riski azaltmaktadir. Yenidoganlar ikinci 6nemli hasta grubunu
olustururlar ve bu hastalarda predispozan faktorler; diisiik dogum agirligi, mekanik
ventilasyon, onceden uygulanan antibiyotik tedavileri ve neonatal konviilsiyonlar

olarak sayilabilir (39).



1.2.3.3. Uriner Sistem Enfeksiyonlari

Acinetobacter tiirleri ile olusan nozokomiyal {iriner sistem enfeksiyonlari
oldukga nadir goriiliir. Genellikle debil, yasl, iiriner kateteri olan, YBU’lerinde yatan
hastalarda goriilmektedir. Prostatik genisleme nedeniyle kateter kullanimimna baglh
olarak hastalarn %80°1 erkektir. Ancak su da bir gercektir ki, iiriner kateteri olan
hastalardan izole edilen her Acinetobacter gercek enfeksiyon etkeni olarak
degerlendirilmemelidir (3, 36). Bu organizma daha c¢ok kateter ile iligkili olup,
yapilan bir ¢alismaya gore yogun bakim hastalarinda iiriner sistem enfeksiyonu %1.6

bulunmustur (40).

1.2.3.4. Yumusak Doku Enfeksiyonlar

Acinetobacter tiirleri vendz kateterle iliskili seliilite neden olabilirler. Ayrica
travmatik yara, yanik ve postoperatif insizyon yerinde kolonizasyon veya
enfeksiyona da yol acabilirler (41). Irak ve Afganistan’da yaralanan Amerikan
Askeri Birlikleri'nde CID’li A. baumannii’ye bagh gelisen ciddi yara yeri
enfeksiyonlar1 ve osteomyelit bildirilmistir. Burada sahra hastanesi ¢evresindeki

toprakta Acinetobacter kolonizasyonunun kaynak oldugu diisiiniilmektedir (42).

1.2.3.5. Merkezi Sinir Sistemi Enfeksiyonlar

Primer menenjitli sporadik vakalar bildirilmesine ragmen, 6zellikle beyin
cerrahisi uygulamalarindan sonra, lomber ponksiyon, travma, miyelografi ve
ventrikiilografi sonras1 gelisen sekonder menenjit olgular1 baskin form olarak
saptanmaktadir (41). Ventrikiilostomi, yogun antibiyotik kullanimi, bes giinden fazla
tutulan ventrikiiler kateterler ve beyin omurilik sivist fistiilleri gibi risk faktorleri
menenjit gelisiminde etkilidir (16). Acinetobacter tiirleri ile gelisen nozokomiyal
menenjit olgularinda beyin omurilik sivis1 bulgular1 piiriillan menenjit 6zelligindedir.
Klinik bulgu olarak siklikla mental durumda bozulma ve konviilziyon gozlenirken,
ense sertligi nispeten daha geri planda saptanan bulgudur (43).

A. Iwoffii, diger Acinetobacter tiirlerine gére menenjit ile daha sik iligkilidir
(44). Mortalite oram1 %20-27 arasinda bildirilmektedir (43). CID Acinetobacter
menenjitinde sulbaktam, kolistin ve polimiksin B gibi geleneksel olmayan

antibiyotikler kullanilmaktadir (45).



1.2.3.6. Diger Enfeksiyonlar

Acinetobacter tiirlerinin neden oldugu dogal kapak endokarditi genellikle
akut ve siddetli bir hastaliktir ve mortalite oran1 prostetik kapak endokarditinden
daha yiiksektir (46).

Acinetobacter kokenleri devamli periton diyalizi uygulanan hastalarda
peritonite neden olabilmektedir (47). Sik goriilen belirtileri karmn agris1 ve bulanik
diyaliz stvisidir (48).

Perkiitan transhepatik kolanjiografi ve perkiitan safra drenajiyla iliskili
kolanjit, pankreas ve karaciger abseleri, otolog kemik iligi transplantasyonundan
sonra gelisen tiflit, osteomyelit, travma sonrasi ekstremite enfeksiyonu, travma ve

keratoplasti sonrasi oftalmik enfeksiyonlar bildirilen diger nadir olgulardir (41).

1.2.4. Acinetobacter Enfeksiyonlarinda Tedavi

Acinetobacter ile 1ilgili ana problemlerden biri enfeksiyonun kendisinin
tanimlanmasidir. Acinetobacter suslari, siklikla enfeksiyondan ziyade kolonizasyonu
olan, hastanede yatan hastalardan elde edilen solunum yolu ve idrar 6rneklerinden
izole edilmektedir. Acinetobacter kolonizasyonu; enfeksiyonun klinik ve/veya
biyolojik bulgularina sahip olmayan hastada tipik olarak steril olmayan 6rneklerden
Acinetobacter 1zolasyonu, Acinetobacter enfeksiyonu ise; enfeksiyonun klinik ve
biyolojik bulgularina sahip olan hastada kan veya beyin omurilik sivis1 (BOS) gibi
steril bir Ornekten Acinetobacter tiirlerinin izole edilmesi olarak tanimlanabilir.
Acinetobacter baumanii enfeksiyonlarinda tedavi, olagan duyarlilik paternlerinde
bile problemlidir. Tedavi baslangicinda duyarli goriinen bakteri tedavi sonlanmadan
direngli hale gelebilir. Bu korku nedeni ile onlenebilirligi kesin olmasa da kombine
tedaviler secilir. Acinetobacter tiirlerinin neden oldugu hastane kokenli
enfeksiyonlarin genellikle hem komorbidite hem de kotii prognoza sahip genel
durumu kotii hastalar1 etkilemesinden dolayr klinik sonuclar1 hala tartismalidir ve
degerlendirmesi zordur. Mortalitenin vaka kontrol ve karsilagtrmali kohort
calismalarinin sistematik derlemesi yakin zamanda yayinlanmistir ve metodolojik
olarak heterojeniteli alt1 calismay1 kapsar. Sonugta hasta mortalitesi hastanede %7.8-

23, YBU’de %10-43 arasinda bildirilmistir (49).



1.2.4.1. Sulbaktam

Beta-laktamaz inhibitorleri (klavulanik asit, sulbaktam, tazobaktam)
Acinetobacter tiirlerine karsi antibakteriyel etkiye sahiptir. Sulbaktamin etkisi diger
iki ajandan fazladir ve bu nedenle kombinasyon tedavisinde kullanilmaktadir.
Sulbaktamin, Acinetobacter ve Bacteroides tiirlerine karst klinik olarak intrensek
antimikrobiyal aktivitesi bulunmaktadir (50). Sulbaktam, Acinetobacter tiirleri
iizerine bakterisidal etkilidir. Beta laktam antibiyotikle kombine edilmis sulbaktam

(sefoperazon + sulbaktam, ampisilin + sulbaktam) tedavide iyi bir alternatiftir.

1.2.4.2. Karbapenemler

Imipenem ve meropenem giiniimiizde kullanimda olan iki karbapenem
derivesidir. Karbapenemler kimyasal olarak sentetik ya da yar1 sentetik beta laktam
tiirevi antibiyotiklerdir. Penisilinlerden farkli olarak, C1 atomuna bir kiikiirt atomu
buna da bir tiazolidin halkas1 baglanmistir. C2 ve C3 atomlarinda doymamis baglar
vardir. 6- transhidroksimetil grubunun varhigi bircok beta-laktamaz tiiriine karsi
molekiiliin direncini saglar. Karbapenemler, basta penisilin baglayict protein 2
(PBP2) olmak iizere PBP1A, PBP1B, PBP3, PBP4 ve PBP5’e baglanarak hiicre
duvar sentezini engellerler (51).

Karbapenemler tiim antibiyotikler icerisinde en genis spektrumlu gruptur.
Gram negatif comaklar ve koklar, Gram pozitif koklar ve anaeroplar {iizerine
etkilidirler. Diger beta-laktam antibiyotiklerde post-antibiyotik etki sadece Gram
pozitif bakterilerde goriiliirken imipenemin hem Gram pozitif hem de Gram negatif
bakteriler i¢in post-antibiyotik etkisi saptanmistir. Bu farkin nedeni, imipenemin

PBP2’ye de baglanarak bakterilerde sferoblast formasyonu olusturmasidir (51).

1.2.4.3. Sefalosporinler

Bu grupta yer alan antibiyotikler hiicre duvar sentezinde rol oynayan
PBP’lere baglanarak sentezi bozarlar ve dozdan bagimsiz olarak bakterisidal etki
gosterirler. Sefalosporinler bes kusak altinda siniflandirilirlar. Birinci kusaktan
besinci kusaga gidildikge Gram negatif etkinlikte artis goriilmektedir. Ozellikle

iiclincli  kusak  sefalosporinlerden  seftazidim, sefaperazonun sulbaktamla
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kombinasyonu ve dordiincii kusak sefalosporinlerden sefepim Acinetobacter
enfeksiyonlarinda etkilidirler (52-54).

Seftazidim, aminotiazolil grubu yar1 sentetik bir dglinci kusak
sefalosporindir. Antipsddomonal etkinligi 6n plandadir. Tim viicut sivilarinda
dagilimi oldukga iyidir. Duyarli Acinetobacter enfeksiyonlarinda kullanilabilir.
Ancak son yillarda yapilan ¢aligmalarda yiiksek direng oranlar1 bildirilmistir (55).

Sefepim dordiincii kusak yar1 sentetik, parenteral kullanima uygun ¢ift iyonik
karakterde aminitiazolil sefalosporindir. Aminotiazolil grubunun varligt Gram
negatif etkinligi ve beta-laktamazlara direnci saglayan bir 6zelliktir. Ugiincii karbon
atomunda N-metilpirolidin bulunmas1 da Gram negatif bakterilerin hiicre duvarindan
gecebilme ve beta-laktamaz direnci 6zelligi saglar. Pseudomonas kokenleri de dahil
tim Gram negatif comaklara, Gram pozitif koklara ve anaeroplara kars1 etkilidir.
Gram pozitif koklara karsi etkisi tigiincii kusak sefalosporinlerden fazla, ikinci kusak
sefalosporinlerden azdir. Tip 1 kromozomal betalaktamazlardan daha az etkilenmesi
nedeni ile Gram negatif enterik basillere iigiincli kusak sefalosporinlerden daha

etkilidir (52).

1.2.4.4. Aminoglikozidler

Aminoglikozidler, Streptomyces ve Micromonospora cinsi mantarlardan elde
edilen dogal ya da yar1 sentetik bakterisidal etkili antibiyotiklerdir. Etkilerini,
riboniikleik asitteki (RNA) kodonlarin okunusunu azaltarak ve tasiyici riboniikleik
asit (tRNA) antikodonlarindaki bilginin ribozomlarda yanlis okunmasi ile
proteinlerin yanlis kodlanmasina yol agarak gosterirler. Bunun sonucunda bakteri
protein sentezi sonlanir. Bu etkinin gergeklesebilmesi i¢in streptomisin ribozomal
30S alt birimine baglanirken diger aminoglikozidler 30S ribozom {izerinde bir¢ok
bolgeye ve ayni zamanda ribozomun 508 alt {initesine de baglanirlar (56).

Aminoglikozidler, bakterilerin dis membranlarindaki porin kanallarindan
periplazmik araliga difiizyonla girerler, ancak bakteri sitoplazmik membranini
gecebilmeleri enerji ve oksijene bagimli aktif transport mekanizmasi ile olmaktadir.
Bu islem Energy-Dependent Phase 1 (EDP 1) ve Energy-Dependent Phase 2 (EDP 2)
olmak tizere iki fazda gerceklesir. Diger protein sentezini inhibe eden antibiyotikler

bakteriyostatik etki gosterirken, aminoglikozidlerin bakterisidal etki gdstermesinin
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transport esnasinda hiicre membraninda delikler olusmasina ve sonugta hiicre duvar
gecirgenliginin bozulmasina bagli oldugu diistiniilmektedir (56).

Aminoglikozidler, 4. baumannii enfeksiyonlarinda kombinasyon tedavisinde
kullanilan ilaclardir. Joshi ve ark. aminoglikozidler arasinda en az dirence sahip

ajanin amikasin oldugunu belirtmislerdir (57).

1.2.4.5. Polimiksinler

Polimiksinler 1947 yilinda kesfedilen bir antibiyotik grubu olup, bu grupta
polimiksin A, B, C, D ve E olmak iizere bes farkli kimyasal bilesik yer almaktadir.
Klinik pratikte kullanilan polimiksin grubu antibiyotikler polimiksin B ve polimiksin
E (kolistin)’dir. Kolistinin hedefi bakteri hiicre membramidir. Katyonik bir peptid
olan kolistin ile Gram negatif bakterilerin dis membranindaki anyonik
lipopolisakkarit (LPS) molekiilleri elektrostatik 1iliskiye girerler ve hiicre
membraninda diizensizlige yol agarlar. Kolistin, LPS molekiillerini stabil halde tutan
magnezyum ve kalsiyumun yerini degistirerek dis membranda bozulmaya ve olusan
permeabilite bozuklugu bakterinin 6liimiine neden olur. Kolistin konsantrasyona
bagimli olarak etki gostermektedir (58).

Kolistinin akciger parankimine, plevral kaviteye, BOS’a ve kemige geg¢isi
zayiftir. BOS/serum konsantrasyon orani sadece 0.05’°tir. Bununla beraber, intratekal
kolistin ile tedavi edilmis, santral sinir sistemi enfeksiyonlar1 da bildirilmektedir
(59).

Kolistin son yillarda tiim diinyada gittikce siklig1 artan panrezistan
Pseudomonas ve Acinetobacter tirii bakterilerin neden oldugu hastane kokenli
enfeksiyonlarda adeta bir kurtarma tedavisi olarak kullanilmaya baslanmistir (58).

Kolistine karst gelisen ve artmasindan korkulan diren¢ sorunu, diger
antibiyotiklerle kombine kullanimin1 giindeme getirmistir. Klinik veriler geriye
dontik caliymalara dayanmaktadir. Cok ilaca direngli A. baumannii ig¢in yapilan in
vitro caligmalarda kolistin ve imipenemle; kolistin, imipenem ve rifampisin

kombinasyonlarinin sinerjik etki gosterdigi belirlenmistir (60).

1.2.4.6. Tigesiklin

Tigesiklin Gram negatif, aerobik Gram pozitif ve anaerop patojenlere karsi

etkinlik gosterir. Ayrica tigesiklin karbapenemaz tireten Acinetobacter suslarina karsi
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da etkili bulunmustur (61). Ancak Proteus mirabilis, P. aeruginosa, Providencia
spp. ve Morganella spp. bakterilerinde tigesikline karsi azalmis duyarlilik veya
diren¢ gosterilmistir (62). Yapilan klinik calismalarda polimikrobiyal deri, yumusak
doku enfeksiyonlar1 ve intraabdominal enfeksiyonlarda tigesiklin tek basma etkili
bulunmustur. Sitokrom P450 enziminden bagimsiz olarak etki gdsterdiginden ilag
etkilesimi azdir (61). Direngli suslara ragmen tigesiklinin, imipenem direngli ve CiD
suslar1 da kapsayacak sekilde A. baumannii suslarina karsi etkili oldugu bildirilmistir

(63).

1.2.4.7. Kinolonlar

Deoksiriboniikleik asit (DNA) sentezini direkt olarak inhibe eden tek
antimikrobiyal gruptur. Kinolonlar bakterilerde DNA replikasyonu i¢in gerekli olan
DNA-giraz (topoizomeraz II) ve topoizomeraz IV enzimleri ile etkilesime girer,
DNA’nin replikasyonu ve RNA-polimeraz enziminin DNA’ya baglanarak mesajc1
riboniikleik asit (mRNA) olusturmasi engellenir, sonugta da niikleik asit sentezi
durur. Etkileri konsantrasyona bagimli bakterisidaldir. Ofloksasin, levofloksasin ve
siprofloksasin, Acinetobacter spp. tiirlerine etki gosterir. Direngli Acinetobacter
enfeksiyonlarinda kombine tedavide siprofloksasin siklikla kullanilan bir ajandir.

Fakat glinlimiizde direncli kdkenler 6n plandadir (64).

1.2.5. Acinetobacter Enfeksiyonlarinda Kullanilan Antibiyotiklerin

Diren¢ Mekanizmalan

Acinetobacter tiirlerinde bir¢ok antibiyotige karsi hizla direng gelismektedir.
Coklu antibiyotik direnci en sik A. haemolyticus ve A. baumannii/calcoaceticus
kompleksinde goriilmektedir. Kazanilmig veya intrensek diren¢ mekanizmalar1
nedeniyle bu enfeksiyonlarin tedavisi olduk¢a giiclesmistir (5). Cogunlukla
imipenem tek etkili tedavi secenegidir. Yeni ilaclarin asir1 ve uygunsuz kullanimi
direncin ortaya ¢ikisina katkida bulunmaktadir. 4. baumannii disindaki tiirlerle
olusan enfeksiyonlarin tedavisinde ciddi problem goriilmemektedir. (65).

Nozokomiyal enfeksiyonlarda siklikla karsilasilan CID  Acinetobacter
tiirlerinin -~ YBU’lerindeki ~ enfeksiyonlarmin  tedavisinde biiyiikk problemler

yasanmaktadir. Aminoglikozidler, florokinolonlar, {treidopenisilinler ve tiglincii
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kusak sefalosporinler gibi genis spektrumlu antibiyotiklerin yaygm kullanimi,

Acinetobacter tiirlerini antibiyotiklere direngli hale getirmistir (66).

1.2.5.1. Beta-laktam Antibiyotiklere Kars1 Diren¢ Mekanizmalari

Bu grupta yer alan antibiyotikler bakterinin peptidoglikan sentezinde gorevli
olan transpeptidaz ve karboksipeptidaz enzimlerini inhibe edip, hiicre duvar sentezini
durdurarak bakterisidal etki gosterirler. Bu enzimler penisilin baglayan protein (PBP)
olarak adlandirilir. Bir bakteride ¢ok sayida PBP bulunur. Bu enzimler molekiiler
agirhig1 en biiylikten baslanarak PBP-1, PBP-2, PBP-3 vb. olarak gosterilir. Beta-
laktam antibiyotikler, hiicre duvari sentezi yapilan, yani ¢ogalmakta olan bakterilere
etki ederler. Bu grupta yer alan antibiyotikler penisilinler, beta-laktamaz inhibitorleri,
sefalosporinler, monobaktamlar, karbapenemler olmak {izere 5 grupta toplanirlar
(67).

Beta-laktam antibiyotiklere kars1 direng; beta-laktamaz enzimleriyle
antibiyotigin parcalanmasi, beta-laktam antibiyotigin hiicre i¢ine girisinin
engellenmesi, PBP’ lerde olusan degisiklikler sonucunda ii¢ farkli mekanizma ile
gelisebilmektedir (41).

- Beta-laktamaz enzimleriyle antibiyotigin parcalanmasi: Acinetobacter
tiirlerinde beta-laktam direncinin en 6nemli sebebi beta-laktamaz tiretimidir. Beta-
laktamazlar plazmid, kromozom veya transpozon kontroliinde sentezlenirler (50).
Acinetobacter tiirlerinde bulunan kromozomal enzimlerin biiyiik ¢ogunlugu Ambler
sinif C igerisinde yer almakta ve sefalosporinaz aktivitesi gdstermektedir. Bu beta-
laktamaz enzimleri penisilin ve sefalosporinlere diren¢ gelisiminden sorumludur.
Yapilan ¢alismalarda A. baumannii izolatlarinin %98’inde sefalosporinaz aktivitesi
saptanmistir (68, 69).

Beta-laktamaz enzimleri genellikle iki genel semaya gore smiflandirilirlar:
Ambler molekiiler smiflandima ve  Bush-Jacoby-Medeiros  fonksiyonel
smiflandirma. Ambler smiflandirmasi, enzimleri molekiiler homolojilerine uygun
olarak dort gruba ayirir. Bunlar; siif A, C ve D serin beta-laktamazlar ve sinif B
metallo-beta-laktamazlardir (MBL). Bush-Jacoby-Medeiros ise beta-laktamazlari,
antimikrobiyal substrat profil spektrumu, enzim inhibisyon profili, enzimin net yiikii

ve protein molekiil agirligi gibi biyokimyasal 6zelliklerine gére dort gruba ayirir;
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Grup 1 sefalosporinazlar klavulanik asitle 1yi inhibe olmazken, Grup 2’deki beta-
laktamazlar tam inhibe olurlar, Grup 3’te yer alan MBL’ler etilendiamintetraasetik
asit (EDTA) ve p-kloramotribenzoat harig, beta-laktamaz inhibitorleriyle zayif inhibe
olur, Grup 4’tekiler ise beta-laktamaz inhibitorleriyle inhibe olmazlar (Tablo 1) (70).

Tablo 1. Beta-laktamaz gruplar1 ve genel 6zellikleri.

Beta- Molekiiler Tercih edilen KA’ Ornek enzimler
laktamaz  simif (Ambler) substrat
1 C Sefalosporinler - Gram negatif bakterilerin AmpC
enzimleri; MIR-1
2a A Penisilinler - Gram pozitif bakterilerin penisilinazlari
2b A Penisilinler, - TEM-1, TEM-2, SHV-1
sefalosporinler
2be A Penisilinler, dar ve ~ + TEM-3 ile TEM 26, SHV-2 ile
genis spektrumlu SHV-6, Klebsiella oxytoca K1
sefalosporinler,
monobaktamlar
2br A Penisilinler +/- TEM-30 ile TEM-36, TRC-1
2c A Penisilinler, + PSE-1, PSE-3, PSE-4
karbenisilin
2d D Penisilinler, OXA-1 ile OXA-11, PSE-2 (OXA -10)
kloksasilin +/-
2e A Sefalosporinler + Proteus vulgaris in indiiklenebilir
sefalosporinazlari
2f A Penisilinler, + Enterobacter cloaceae nin NMC-A’s1,
sefalosporinler, Serratia marcescens’in Sme-1’1
karbapenemler
3 B Birgok beta-laktam - Stenotrophomonas maltophilia nin
(karbapenemler L-11,
dahil) Bacteroides fragilis in CcrA’si
4 Belirlenmemis  Penisilinler - Pseudomonas cepacia’nin penisilinazi

*KA: Klavulanik asit
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Grup 2d oksasilinaz ve grup 3 MBL igeren karbapenem hidrolize eden beta-
laktamazlar (karbapenemazlar) karbapenem direncinden sorumlu enzimlerdir. Bu
enzimler kromozom ve plazmid kontroliinde iiretilir.

Gilintimiizde 120’ den fazla D grubu beta-laktamaz tanimlanmistir. Bu
enzimlerden 45 kadar1 karbapenem hidrolize eden oksasilinazdir. Bunlar oksasilini
klasik penisilinlerden daha hizli hidrolize etmeleri nedeniyle oksasilinazlar olarak
tanimlanmiglardir. Klavulanik asit ve etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) ile zay1f
bir inhibisyon gosterirler, tazobaktam ve sulbaktamdan etkilenmezler. Genellikle
sefotaksim, seftazidim ve aztreonami ya hi¢ hidrolize etmezler ya da zayif bir sekilde
hidrolize ederler (71). Oksasilinaz (OXA) tipi karbapenemazlarin ¢ogu meropenem
ve imipeneme karst zayif hidrolitik aktivite gosterirler. Ayrica diger direng
mekanizmalarindan dis membran proteinlerinin kaybi veya efluks pompalarinin
artmus aktivitesi ile birlikte olduklarinda daha genis spektrumlu direncin gelismesine
neden olurlar (72).

-Beta-laktam antibiyotigin hiicreye girisinin engellenmesi: Enzimlerle
beta-laktam antibiyotiklerin inhibisyonu direng gelisiminde tek neden degildir. Hiicre
duvar gegirgenliginde azalma direng gelisimine 6nemli bir katki saglamaktadir (26,
73).

Bakterinin dis membrani, antibiyotikler ve diger molekiiller i¢in yar1 gegirgen
bir engel olusturmaktadir. Beta-laktam gibi kii¢iik hidrofilik molekiiller, bakteri igine
dis membran porin proteinleri aracilifi ile girer. Acinetobacter tirlerinde dis
membran gecirgenligi, Escherichia coli’nin %1-3’ii kadardwr. Protein 1 ve 2, A.
baumannii’ nin dis membran porinlerini olugturmaktadir (74).

Yapilan caligmalarda carO tarafindan kodlanan 29 kDa’lik dis membran
proteininde azalma karbapenem direncinde 6nemli rol oynamaktadir. Porin protein
sayisin1 degistiren mutasyonlar sonucu direng gelisebilir (75-77).

-Penisilin baglayan proteinler (PBP)’ nin degisikliklerin olmasi: Penisilin
baglayan proteinlerin asir1 sentezi, duyarli bir PBP’ nin daha direngli PBP ile
kombinasyon yapmasi, PBP’lerdeki nokta mutasyonlar1 sonucu beta-laktam
antibiyotiklere afinitelerinin azalmasi, beta-laktam antibiotiklere diisiikk afinite

gosteren yeni PBP sentezlenmesi seklinde gelisebilir. Bu tip diren¢ esas olarak
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stafilokok ve enterokok gibi Gram pozitif tiirlerde goriilmekle birlikte Acinetobacter

tiirlerinde de tanimlanmigtir (78).

1.2.5.2. Aminoglikozidlere Kars1 Diren¢ Mekanizmalar

Aminoglikozidler 30S ribozomlara geri doniisiimsiiz olarak baglanip protein
sentezini engelleyerek bakteri 6liimiine neden olurlar. Bu antibiyotiklere kars1 direng
ii¢ mekanizma ile gelismektedir:

- Ribozomal hedeflerde mutasyonlara bagl degisiklik olugmasi

- Aminoglikozidlerin hiicre i¢ine girisinin azalmast ve/veya disar1

pompalanmasi

- Aminoglikozidlerin enzimlerle degistirilmesi (79, 80).

Aminoglikozidlerin enzimlerle degistirilmesi en sik goriilen aminoglikozid
diren¢ mekanizmasidir. Baslica fosfotransferaz, asetilaz ve adenilaz gibi enzimlerin
antibiyotiklerin amino ve hidroksil gruplarimi degistirmesi sonucu olusur (79, 81). Bu
enzimler plazmid veya kromozomda kodlanmakta ve aminoglikozid direncinin
yayllmasinda onemli rol oynamaktadir. Amikasin de dahil olmak iizere tiim
aminoglikozidlerin aktivitesini baskilayabilen bu enzimatik mekanizma direngli

izolatlarm ¢ogunda bulunmaktadir (79).

1.2.5.3. Polimiksinlere Kars1 Diren¢ Mekanizmasi

A. baumannii’nin lipopolisakkaritindeki modifikasyon kolistin direncindeki
olas1 mekanizmadir (82-84). Gram negatif bakteriler adaptasyon ve mutasyon
mekanizmalari ile kolistine direng gelistirmektedir. Mutasyon kalitsal, diisiik diizeyli

ve antibiyotigin siirekli varligina bagliyken, adaptasyon bunun tam tersidir (58).

1.2.5.4. Tigesikline Kars1 Diren¢ Mekanizmasi

Tigesiklin de tetrasiklinler gibi bakteri ribozomlarmnm 30S alt iinitlerine
baglanarak protein sentezini inhibe eder. Bakterilerde tetrasiklin direncinden sorumlu
ribozomal korunma ve efluks mekanizmasia karst direngli olmasi tigesiklinin en
onemli 6zelligidir (85).

Yapilan caligmalarda tetrasiklin diren¢ genlerini tasiyan bir¢ok bakterinin

tigesikline duyarli oldugu gosterilmistir. Baglanma noktasi tetrasiklinlerden farkli
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oldugu i¢in Tet(M) proteininden etkilenmez ve tetrasiklinlere gore bes kat daha giiclii
olarak baglanir (60, 85).

Genis spektrumlu bir glisilsiklin antibiyotik olan ve tetrasiklinlere karsi
gelisen diren¢g mekanizmalarindan etkilenmeyen tigesikline kars1 direng mekanizmasi
incelenmistir. Tigesikline karst direncin AdeABC efluks pompasinin asiri

ekspresyonuna bagli olabilecegi bildirilmistir (62).

1.2.5.5. Kinolonlara Kars1 Diren¢ Mekanizmalar

Kinolonlara kars1 direng gelisiminde en dnemli mekanizmalar gyrA ve parC
genlerindeki mutasyonlardir (86). Kinolonlara karsi direng olusmasi plazmidler

tarafindan taginmamaktadir (87).

1.2.6. Tiplendirme Yontemleri

Tiplendirme yontemleri baslica; hastalardaki epidemiyolojik iliskilerin ortaya
konulmasi, hastane ve toplum kaynakli enfeksiyonlari belirlenmesi, direngli suslarin
tanimlanmas1 ve yayginliginin belirlenmesi, enfeksiyon etkenlerinin yayiliminin
belirlenmesi, reaktivasyonun reenfeksiyondan ayirt edilmesi, salgin arastirmalarinda
epidemik suslarin kaynagi ile yayilim yolunun belirlenmesi gibi amaclarla
kullanilmaktadir (2). Bu amagla kullanilan bir¢ok fenotipik ve genotipik tiplendirme
yontemi bulunmaktadir (Tablo 2 ) (88).

Tablo 2. Hastane enfeksiyon etkenlerini tiplendirme metotlar1

1) Fenotipik Metotlar:
a) Biyotiplendirme
b) Serotiplendirme
¢) Antibiyotik duyarlilik paterni
d) Bakteriyofaj tiplendirme
¢) Bakteriyosin tiplendirme

f) Protein analizi, Multilokus enzim elektroforezi, hiicresel veya membran
proteinlerin poliakrilamid jel elektroforezi, immun blotlama vs.
2) Genotipik Metotlar:

a) Plazmid analizi

b) Kromozomal DNA’nin restriksiyon enzim analizi: RFLP, PFGE

c¢) Ribotiplendirme

d) Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) temelli metotlar: Rep-PZR, AP-PZR

e) ‘Microarray - DNA chip’ teknolojisi

AP-PZR: Arbitrarily primed polymerase chain reaction RFLP: Restriction fragment length
polymorphism Rep-PZR: Repetitive sequence-based polymerase chain reaction
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1.2.6.1. Fenotipik Metotlar

Biyotiplendirme; bakterilerin biyokimyasal o6zelliklerinin ve farkli
besiyerlerindeki tireme kabiliyetlerinin kullanildigi tiplendirme ydntemidir. Gen
ekspresyonundaki ¢esitlilikten ve rastlantisal mutasyonlarin mikroorganizmanin
biyolojik dzelliklerini degistirebilmesinden dolay1 ayrim giicii zayiftir (89). Ozellikle
hastane enfeksiyonu salginlarinda az sayida biyotip bulunmasi nedeniyle
biyotiplemenin ayirt etme yetenegi yetersiz bulunmaktadir (90).

Serotiplendirme; bakterilerin yiizeyindeki antijenleri onlara spesifik
antikorlar1 kullanarak belirlemeye dayanan tiplendirme yontemidir. Antiserumun
elde edilme gii¢liigii ve farkli metotlar arasindaki standardizasyon problemleri
nedeniyle degeri diistiktiir (89, 91). Bu sistem hastane kaynakli salgin ¢aligsmalar1 igin
umut vericidir fakat yogun emek gerektirmektedir (92).

Antibiyotik duyarhilik paterni; bircok ¢alisma, olusan diren¢ paternlerini
tespit etmek ve benzer izolatlar1 gruplamak i¢in minimal inhibitor konsantrasyonu
(MIC), breakpoint veya disk difiizyon zon degerlerini baz alarak antibiyotik
duyarlhlik paternlerini kullanmaktadir. Sonuclar genellikle duyarli, direngli ya da orta
duyarli olarak ifade edilir. Tiplendirme i¢in antibiyogram sonuglarinin diger
yontemlerle ve epidemiyolojik verilerle birlikte degerlendirilmesi gerekmektedir.
Bazen benzer olmayan suslar aymi antibiyogram profilini gosterirken, bazen de
enfeksiyon ataklar1 sirasinda duyarlilik profilleri degigsmektedir (2, 3).

Bakteriyofaj tiplendirme; Fransa ve diger Avrupa lilkelerinde Acinetobacter
izolatlarinin farkli epidemiyolojik calismalarinda goriilen faj tipleri (17 ve 124
numarali faj) salgin susu olarak izole edilmistir. Zaman alic1 olmasma ragmen diger
yontemlerle birlikte ¢alisildiginda kullaniglt bir yontem olarak tanimlanmaktadir (2).

Bakteriyosin tiplendirme; DNA-DNA hibridizasyon teknigi ile birlikte
calisildiginda klinik olarak 6nemli Acinetobacter suglarinin tiplendirilmesinde yararl
bir tiplendirme ydntemi olmaktadir (3). Bakteriyofaj tiplendirmeden daha az
zahmetlidir  ve  serotiplendirme,  antibiyotik  duyarlilik  paterni  veya
biyotiplendirmeyle birlikte epidemiyolojik ¢alismalarda kullanilabilmektedir (91).

Protein analizi; Acinetobacter tiirleri ile ilgili epidemiyolojik ve taksonomik
calismalarda hem hiicre duvari proteini hem de tiim hiicre proteinleri kullanilmistir

(2). Bu yontem hastane salginlarinda ve endemik ataklarda basar1 ile
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uygulanabilmektedir. Tiim hiicre proteinlerinin elektroforetik analizi 6rnek hazirlama
asamasinda hiicre duvari proteinlerine kiyasla daha basit olmasi nedeniyle avantajl

bulunmustur (93).

1.2.6.2. Genotipik Metotlar

Plazmid analizi; epidemiyolojik yonden incelenecek  kokenlerin
plazmidlerinin ayrilarak, agaroz jel elektroforezi ile analiz edilmesine dayanan bu
yontem mikroteknik uygulamalar nedeni ile fazla gere¢ ve yer gerektirmeyen, ucuz,
kolay, hizli ve tekrarlanabilir olma o6zelligine sahiptir. Sonuca varmak i¢in gen
ekspresyonuna gereksinim olmamasi diger bir avantajli yoniidiir.

Plazmidler, bakteri tiirleri ve hatta cinsleri arasinda basta konjugasyon olmak
iizere birgok mekanizma ile nakledilebildiginden, hastanelerdeki epidemiler bazen
tek kokenin yayilmasi ile degil, bir plazmidin yayilmas: ile ortaya ¢ikar. Epidemik
kokenin plazmid tasimamasi, bir¢ok plazmidin kolayca kaybedilmesi veya
kazanabilmesi ve birer ekstrakromozomal element olduklarindan, dogal olarak
bakterinin genotipini yansitmamasi bu yontemin olumsuz yonlerini olusturur (94).
Diger tiirlerde plazmid saptanmaz iken A. calcoaceticus-A. baumannii kompleks
tiirlinde 1-4 adet plazmid bulunmustur (2).

Ribotiplendirme; ribozomal operonlar ile ilgili DNA swralarindaki
degiskenlikleri belirlemek i¢in cins, tiir veya gruba 6zel ribozomal RNA’lar birer
prob olarak kullanilir. Ribotiplendirmede kdkenlerin DNA’s1 izole edilir, restriksiyon
enzimleri ile kesilir ve elektroforez ile DNA parcalar1 ayristirildiktan sonra secilmis
prob ile hibridize edilir. Ribozomal gen modellerinin bir tiir icinde nispeten stabil
halde bulunmasi, epidemiyolojik kokenleri birbirinden ayirmada yontemin giicilinii
bir dereceye kadar azaltir (94).

Ribotiplendirme diger tip metotlarla kombine edilerek kullanildiginda degerli
epidemiyolojik bilgiler saglanabilir (2).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) temelli metotlar; polimeraz zincir
reaksiyonu, 50-2000 baz ¢iftli DNA veya RNA’nin tek zincirinin bir yar1 otomatik
sistem i¢inde birkag saatte primerler kullanilarak bir milyondan fazla kat ¢cogalmasini
saglayan li¢ basit reaksiyonun (denatiirasyon, birlesme, DNA sentezi) bir dongi

halinde tekrarlanmasidir. Duyarlilik ve 6zgiilliigii yiiksek ve hizli bir yontem olmasi,
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mikroorganizmalarmn  ve irilinlerin direkt olarak tiplendirilmesi avantajli
ozellikleridir. Buna karsin, kontaminan DNA’nin amplifikasyonuna ya da epidemi ile
ilgisi bulunmayan mikroorganizmalarin c¢ok benzer niikleik asit siralarmnin
tanimlanmasma bagli olarak yanlis pozitif sonu¢ vermesi, primerlerin sadece
hedeflenen niikleik asit sirasini tanimlamasi da, epidemiyolojik arastirmalarda PZR’
nin giivenilirligini azaltan baslica olumsuz 6zelliklerdir (94).

Acinetobacter baumannii’nin tiplendirilmesinde kullanilan Arbitrarily Primed
Amplification (AP)-PZR yonteminde hedefe bagh kalinmadan, rastgele seg¢ilmis,
kisa primerler kullanilarak, agaroz jel elektroforezinde farkli bant profilleri
olusturabilecek, degisik uzunluklarda DNA amplifikasyon tiriinleri elde edilmektedir.
Uygulama kolayhigi, kisa silirede sonu¢ verebilme oOzellikleri ve nispeten ucuz
olmalarindan dolayr yaygin kullanim alani bulan bu yOntemlerin en Onemli
dezavantaji heniiz standardizasyonun saglanamamis olmasidir (95, 96).

Microarray - DNA Chip Teknolojisi; hibridizasyon esasina dayanip, tek
zincirli niikleik asit sekanslar1 komplementerlerine baglanir. Dizisi bilinen DNA
probu cam ylizeylere veya kuyucuklara sabitlenir. Tiir ve cins tanimlanmasi,
duyarlilik  testleri, genom ve mutasyon analizleri, yeniden dizilenme
mikrobiyolojideki mikrog¢ip uygulamalaridir (97).

Southern blotting ve restriksiyon fragman uzunluk polimorfizmi
(RFLP); gen belirleme icin tam kromozomal DNA, bir restriksiyon enzimi ile
kesilir ve pargalar agaroz jel i¢inde elektroforez ile ayrilir. Pargalar, agaroz jelden
nitroseliiloza veya naylon membrana Southern blotting ile gecirilir. Membrana bagli
niikleik asit daha sonra bir veya daha ¢ok isaretli ve incelenen gen ile homolog olan
prob ile hibridize edilir. Restriksiyon fragman uzunluk polimorfizm analizinde
sadece problarla hibridize olan DNA pargalar1 goriiliir hale geldigi i¢in sonuglarin
analizi de biiytlik 6l¢iide kolaylasmistir (94).

Pulsed field gel electrophoresis (PFGE); yiiksek oranda tekrarlanabilirlik
ozelligine sahip oldugundan, bu yontem bir¢cok arastirmaci tarafindan molekiiler
yontemler i¢inde altin standart olarak kabul edilmistir.

Bu yontemde kokenler eritilmis agaroz ile karigtirilir, bir deterjan enzim ile
lizise ugratilir ve restriksiyon enzimleri ile kesilir. Daha sonra agaroz jelde PFGE

uygulanir. Aym tiirtin farkli alt tiplerindeki genomik farkliliklar, restriksiyon
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enzimleri ile kesildikleri bolgelerin de farkli olmasina neden olur. Incelenen
kokenler, genotipik yonden benzer bulundugunda, epidemik ve endemik kdkenlerin
kesin olarak ayirt edilebilmesi i¢in en az iki enzim ile restriksiyon analizi yapilmasi
onerilmektedir (94).

Acinetobacter kokenlerinin DNA’ s1 izole edildikten sonra Apal, Nhel ve
Smal restriksiyon enzimleri ile parcalanmasi sonucu olusan DNA parcalarmin
uzunluk polimorfizmi gosterilmektedir. Bu yontem, A. baumannii i¢in bir hastanin
izole edilen farkli kokenlerin tiplendirilmesinde veya salginlarda yararli bir metottur.
Pahali1 ve uzun siireye ihtiya¢ duyulmasi dezavantajlaridir. PFGE oldukga ayirt edici
ve epidemiyolojik ¢alismalar i¢in ¢ok yararl bir metottur (98).

PFGE’de epidemiyolojik yorumlar

Aym lizolat: PFGE’de say1 ve boyutlar1 ayni, bant paterni sergileyen
bakterilerin genetik olarak ayni ve epidemiyolojik olarak iliskili olduklar1 kabul
edilir. Tek bant farklilig1 gdsteren izolatlarin klonal olarak iliskili olduklar1
gosterilmistir (12, 91).

Yakin iliskili izolat: Tek bir nokta mutasyon, insersiyon veya delesyon
olugmas1 nedeniyle aralarinda 2-3 bant farki olusan izolatlar yakindan iligkili olarak
degerlendirilmekte ve epidemiyolojik olarak salginin bir parcast olduklar1
disiiniilmektedir (89, 91).

Muhtemel iliskili izolat: Insersiyon veya delesyon ile restriksiyon
bolgelerinin kazanimi veya kaybi gibi iki bagimsiz genetik degisiklik meydana
geldiginde aralarinda 4-6 bant farki olan izolatlar olusur. Cok sayida hastanin
kullanildig1 ve 3-6 aydan uzun bir siireyi kapsayan calismalarda siklikla gozlenir. Bu
tiir izolatlar muhtemel iliskili izolatlar olarak degerlendirilir (89, 91). Ancak genetik
olarak yakindan iligkili olmadiklarindan epidemiyolojik olarak iliskili olma
olasiliklar1 daha diisiiktiir (12).

iliskisiz izolat: DNA’sinda meydana gelen iic ya da daha fazla genetik
degisiklikten dolayi, yedi ya da daha fazla bant farki sergileyen bakteriler
epidemiyolojik olarak iliskisiz izolatlar olarak kabul edilir (12).
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2. GEREC VE YONTEM

Calismamuzla ilgili etik kurul karar1 Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel
Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu Baskanligi® nin 12.11.2013-04 tarih ve karar
numarasi ile alinmstir.

Frrat Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuar ile Enfeksiyon Hastaliklari
Anabilim Dali Laboratuarina Aralik 2013 - Haziran 2014 tarihleri arasinda
gonderilen cesitli klinik materyallerden hastane enfeksiyonu etkeni olarak izole
edilen 97 adet A. baumannii izolat1 ¢alismaya alindi. Ayni hastadan birkag kez A.
baumannii izole edildi ise bu suslardan sadece biri ¢aliymaya alindi. Karbapenem
direngli A.baumannii kdkenlerine indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Laboratuarinda PFGE uygulandi. Hastalardan uygun kosullarda alinan (kan, bronko
alveolar lavaj, trakeal aspirat, idrar, yara, plevral mayi ve BOS gibi) Ornekler

calismamiza dahil edildi.

2.1. Cahsmanin Akisi

1) Bakteri kiiltiirti, mikroorganizmanin izolasyonu ve tiir tayini

2) Disk diflizyon metodu ile antibiyotik duyarlilik testi yapilmasi ve
sonuclarin ‘Clinical and Laboratory Standarts Institute’ (CLSI) kriterlerine gore
yorumlanmasi

3) Karbapenem direngli suslarin genotiplemesi icin Pulsed-Field Gel

Electrophoresis (PFGE) uygulanmasi

2.1.1. Bakteri kiiltiirii, mikroorganizmanin izolasyonu ve tiir tayini

Farkl klinik ve yogun bakim iinitelerinden gonderilen klinik materyallerden
izole edilen, katalaz pozitif, oksidaz negatif, %7 koyun kanli besiyerinde hemoliz
olusturmayan, EMB besiyerinde de renksiz koloniler olusturarak iireyip mikroskobik
olarak Gram negatif basil veya kokobasil goriinime sahip olanlar, A.baumannii
yoniinden siipheli kabul edilerek saf koloni elde etmek amaci ile %7 koyun kanli
agar besiyeri ve EMB besiyerlerine pasajlanmistir. Il.pasaj ile elde edilen saf
koloniler Enfeksiyon Hastaliklar1  Anabilim Dali labaratuarinda Vitek-2
(BioMerieux-USA) ve Merkez laboratuvarinda Phoenix (Becton Dickinson-USA)

otomatize sistemleri ile biyokimyasal ve enzimatik 6zelliklerine gore tiir diizeyinde
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A.baumannii olarak tanimlanmis suglar, test susu olarak calismaya dahil edilmistir.
A. baumannii olarak isimlendirilen suslar ¢alisma giiniine kadar boncuklu saklama

besiyerinde - 20°C’de saklanda.

2.1.2. Disk difiizyon metodu ile antibiyotik duyarhlk testi yapilmasi

(Caligmaya alinan suslarin antibiyotik duyarliliklar1 Kirby Bauer disk difiizyon
yontemine gore yapildi. Toz halindeki Miiller-Hinton Agar besiyerinden (MHA) 38
gr almarak hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Otoklavda 121°C’de 15 dk
tutularak sterilizasyon saglandi, 50°C' ye sogutulduktan sonra kalinligi dort mm
olacak sekilde steril petrilere dokiildii. Her bir susun %0.09' luk NaCl igerisinde 0,5
Mc Farland standardina esdeger koloni siispansiyonu hazirlandi. Steril ekiivyonla
agar yiizeyine ekim yapildi. Antibiyotik diskleri (Oxoid, Ingiltere) birbirlerine,
uzakliklar1 merkezden merkeze en az 24 mm olacak sekilde yerlestirildi. 35°C’de 24
saat inkiibe edildikten sonra inhibisyon zon caplar1 &lgiildii. Olgiilen zon caplar1
CLSI’'nin (Clinical and Laboratory Standards Institute) Onerdigi sinirlara goére
duyarli, orta duyarli ve direncli olarak degerlendirildi. Kalite kontrol susu olarak

P.aeruginosa ATCC 27853 susu kullanilda.

2.1.3. Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) Calisma Yontemi

Klinik meteryallerden izole edilen A.baumannii suslar1 hastane kdkenli salgin
olup olmadigmi belirlemek amaciyla yliksek ayirim giicline sahip genotipik bir
yontem olan PFGE yontemi ile tiplendirilmistir. Calismanin bu boliimii Indnii

Universitesi T1p Fakiiltesi Mikrobiyoloji laboratuarinda yapilmustir.

2.1.3.1. izolatlarin hazirlanmasi

1. Saf kiiltiir halinde tireyen koloniler plastik 6ze ile toplanarak, 1 ml hiicre
siispansiyon tamponu (HST) i¢inde siispanse edildi.

2. Bakteri yogunlugu yaklasik McFarland 4 bulaniklig1 olacak sekilde ayarland:.

3. Hiicre siispansiyonu, 2500 x g’de, 4°C’de, 15 dakika santriflij edilir. Santrifiij
sonrasinda tistteki HST atild1.

4.  Pelletin lizerine tekrar 1 ml HST eklenerek, kisa siireli vorteks yapildi.
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2.1.3.2. izolatlarin agaroza gomiilmesi

HST igerisinde %2’lik diisiik erime 1s1l1 agaroz hazirlandu.

= 0.200 g diisiik erime 1s1l1 agaroz, 100 ml’lik balona konuldu.

= Uzerine 9 ml HST eklendi, yavasca karistirilarak agarin dagilmasi saglandi.

= Agaroz 1yice c¢Oziliinceye kadar kisa siireli mikrodalgada tutma islemi
tekrarlandi.

» Agaroz iyice ¢oziildiikten sonra, balon 45-50°C’lik su banyosuna konuldu.

" %10’luk sodyum dodezil siilfattan (50°C de 1sitilmis) 1 ml eklenerek iyice
karistirildi.

HST i¢inde hazirlanmig bakteri siispansiyonundan 200 pl ependorf tiiplere

aktarildi. Daha sonra 50°C'de tutulan ve igerisinde 200 pl diisiik erime 1s1l1

agaroz-SDS bulunan tiipe eklendi. Birka¢ defa pipetaj yapilarak hiicrelerin

agaroz i¢ginde homojen dagilmasi saglandi.

Bekletilmeden, hiicre-agaroz-SDS karigimindan agaroz kalibma 100 pl

dagitild.

Kaliplar, agaroz katilagincaya kadar +4°C’de, 10 dakika bekletildi.

2.1.3.3. Agaroz icindeki hiicrelerin parcalanmasi:

5 ml’lik steril kapakl tiiplere, 0.5 ml hiicre liziz solusyon-1 konuldu.

6 ml hiicre pargalama tamponu-1 (2.5 mg/ml lizozim, 1.5 mg/ml proteinaz K)
hazirlamak i¢in;

proteinaz K (10 mg/ml) - 900 pul

lizozim (100mg/ml) -2 150 ul

10X hiicre parcalama tamponu-1 - 600 ul

Distile su - 4350 pul

Icerisinde bakteri bulunan agaroz, kaliptan ¢ikarilarak hiicre pargalama
tamponu-1 icerisine yerlestirildi.

37°C’de 1 saat calkalamali su banyosunda bekletildsi.

Hiicre pargalama tamponu-1 dokiilerek, yerine 0.5 ml hiicre pargalama

tamponu-2 konuldu.
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6 ml hiicre pargalama tamponu-2 (400pg/ml proteinaz K ) hazirlamak i¢in;
proteinaz K (10 mg/ml) -2 240 ul
hiicre par¢alama tamponu-2 - 5760 nl

5. 55°C’de 2 saat galkalamali su banyosunda bekletildi.

2.1.3.4. Hiicre lizizinden sonra agaroz kaliplarin yikanmasi:

1.  Lizis asamasindan sonra agaroz kalibinin katilagsmasi i¢in tiipler buz igerisinde
en az 15 dakika bekletildi.

2. Dikkatlice hiicre pargalama tamponu-2 aspire edildi.

3. Iginde agaroz kalip bulunan tiipe, 4 ml steril ultra saf sudan eklenerek, 50°C
calkalamali su banyosunda 15 dakika bekletildi.

4.  Su tamamen aspire edildi. Ugiincii maddede belirtilen su ile yikama islemi iki
defa daha tekrarlandi. Su tamamen aspire edildi.

5. Dabha sonra agaroz kaliplar ti¢ defa (her biri 50°C’de 15 dakika olmak {izere), 4
ml TE tamponuyla yikandi.

6. Boylece icinde saflastirilmis DNA bulunan agaroz, restriksiyon enzimi ile

kesime hazir hale getirilmis oldu.
2.1.3.5. Agaroz kaliplan icindeki DNA’min RE ile kesilmesi:

A. baumannii icin etkinligi daha once arastirillmis olan Apal enzimi

kullanilmastir.

A. baumannii DNA’sin1 iceren kaliplarin Apal RE ile kesimi:

1. DNA igeren agaroz kalib1 bir lam iizerine alinarak bir bistiirii yardimiyla %
oraninda kesildi. Parcalardan biri, 100 pl 1x Apal tamponu i¢ine konularak
calkalamali su banyosunda 37°C’de 10 dakika bekletildi. (Diger parcalar
sonraki calismalarda kullanilmak tlizere TE tamponu icinde saklandi). Sonra
siv1 aspire edildi.

2. Her agaroz kalib1 i¢in asagidaki karisim hazirlandi.

10x Apal tamponu 210 pul
Apal enzimi (10 U /ul) 2>3ul
steril ultra saf su 287 ul
Toplam hacim - 100 pl
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Bu karigimin igerisine, enzimin tamponu ile yikanmis agaroz kalib1 konulup,

calkalamali su banyosunda 37°C’de 2 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda tiipler buzdolabinda 15 dakika bekletildi.

Kaliplar elektroforez i¢in hazirdir.

1.

i

il.

111

1v.

2.1.3.6. Elektroforez jelinin hazirlamasi ve kaliplarin jele yiiklenmesi

0.5x TBE i¢inde 100 ml olacak sekilde %1°lik agaroz (pulsed-field certified
agarose, Bio-Rad Laboratories) hazirlandi.

1 g “pulsed-field certified agarose” 200 ml’lik balona konuldu.

Uzerine 100 ml 0.5 x TBE eklendi, yavasca karstirilarak agarin dagilmasi

saglandu.

Balonun agzina aliminyum folyo kapatilarak mikrodalga firinda 60 saniye

tutuldu, ¢ikarilarak hafifce karistirildi, tekrar 15 saniye mikrodalga firininda

tutuldu.

Agaroz iyice ¢6ziildiikten sonra, balon 45-50°C’lik su banyosuna konuldu.
Agaroz dokiilecek kaset hazirladi, sizdirmamasi igin etrafi bantlandi. Su
terazisi ile tamamen diizgiin oldugu kontrol edilmis bir zemine konuldu.
Restriksiyon enzimi ile kesilmis olan agaroz kaliplarinin her biri, 15 disli
taragin dislerinin u¢ kismina (taragin ug ¢izgisine tam paralel olacak sekilde)
yerlestirildi. Taragm iki kenar ve ortasindaki dislerine kontrol susuna ait
kaliplar yiiklendi.

Kurutma kagidi veya havlu ile agaroz kaliplarinin etrafindaki sivinin fazlasi
alindi. Maksimum 5 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra, 6rnek konulan
kistm DNA’nm yliriiyecegi yone gelmek kaydiyla, tarak agaroz dokiilecek
kaset i¢ine yerlestirildi.

Su banyosundan ¢ikarilmis ve sicakhigi yaklasik 45-50°C (¢ok 6nemli) olan
agaroz dikkatli bir sekilde hava kabarcig1 olusturulmadan kaset i¢ine dokiildii.
Oda sisinda 20-30 dakika katilasmaya birakildi. Tarak dikkatlice ¢ikarildi.
Istenirse gukurlar %1°lik agarozla doldurulabilir.

Sonra, agaroz kasetinin c¢ergeveleri ¢ikarildi, tabla tizerindeki agaroz,
icerisinde 1900-2000 mililitre 0.5x TBE tamponu bulunan PFGE tankina
yerlestirildi.
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2.1.3.7. Elektroforez

A. baumannii i¢cin CHEF-DR 1I sisteminde (Bio-Rad Laboratories, Nazareth,
Belgium) uygulanan elektoforez kosullari:
Baslangi¢ vurus stiresi 5 sn, bitis vurus siiresi 30 sn, vurus acis1 120°, akim 6 Vient,

sicaklik 14°C, siire 20 saat (TBE tamponu pH=8.0).

2.1.3.8. Sonucun gozlenmesi ve analizi

1. Elektroforezden sonra jel, 5 pg/ml etidyum bromiir igeren 400 ml ultra saf su
icine alindi. 20 dakika boyandi.

2. UV is18a altinda goriintiilendi.

3. Gellogic 2200 imaging system (ayrim giicii: 1708x1280 pixel, Kodak
Company, NY, USA) kullanilarak DNA bant goriintiilerinin fotografi ¢ekildi.
Resimler TIFF formatinda kayit edildi.

4. GelCompar II yazilim sistemi (version 3.0; Applied Maths, Sint-Martens-
Latem, Belgium) kullanilarak bant profilleri analiz edildi. Oncelikle her
resimde bulunan ii¢ adet standart (1, 7, 15. kuyucuklarda yiiriitiilen) yardimi
ile resimler arasi normalizasyon yapildi. “Unweighted pair group method
with mathematical averaging (UPGMA)” kullanilarak PFGE profillerinin,
denrogrami olusturuldu ve kiimelesme analizi yapildi. Bantlara baglh “Dice”
benzerlik katsayisina gore suslar arasindaki iligki belirlendi. Benzerlik

katsayisinin hesaplanmasinda bant ve profil toleransi, %1-1.5 olarak alind1.

Aym izolatlar: Ayni say1 ve boyutlarda bant igeren izolatlar i¢in kullanilir. Bu

izolatlar, genetik olarak farksiz kabul edilir. Epidemiyolojik olarak iliskilidir.

Sekil 2. Ayni izolatlar

Yakin iliskili izolatlar: Salgin susu ile aralarinda 2-3 bant farki vardir.

Biiyiik bir olasilikla salgila iliskili suslardir.

28



Sekil 3. Yakin iliskili izolatlar

Muhtemel iliskili izolatlar: Salgin suslar1 ile aralarinda 4-6 bant farki vardir.

Muhtemelen salgmla iligkilidirler.

I

Sekil 4. Muhtemel iliskili izolatlar

iliskisiz izolatlar: Aralarinda >7 bant farki olan suslardir. Salgmla iliskileri

bulunmayan suslardir.

Sekil 5. Iliskisiz izolatlar

2.1.3.9. PFGE icin gerekli solusyonlar

Tris-HCI M=157.6 g/mol, EDTA M=372,24 g/mol
Trisma Base M=121.1 g/mol, Borik Asit M=61.83g/mol

%10 Sodyum Dodezil Siilfattan (SDS)

Hiicre Siispansiyon Tamponu (pH=8.0)

100 mM Tris-HCL, 100 mM EDTA,

100ml 1,58 gr 3,72 gr
250 ml 3,94 gr 9,31 gr
500 ml 7,88 gr 18,61

29



Hiicre Parcalama Tamponu-1

- 50 mM Tris-HCI [pH=8.0], 50 mM EDTA, 2.5 mg/ml lizozim, 1.5 mg/ml

proteinaz K

- 100ml 0,79 gr 1,86 gr
- 250ml 1,97 gr 4,65 gr
- 500ml 3,94 gr 9,31 gr

Hiicre Parcalama Tamponu-2
- 0.5MEDTA, %] sarkozil, 400 ug/ml proteinaz K
100 ml 18,6 gr
250 ml 46,53
500 ml 93,06
TE Buffer (pH=7.6)
- 10mM Tris-HCI, 1 mM EDTA
- 500ml 0.79 gr 0,19 gr
TBE Buffer 0.5X (pH=8.0)
- 44.5 mM Trisma Base, 44.5 mM Borik asit, | mM EDTA
- 1000 ml 5.39 gr 2,75 gr 0,37
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3. BULGULAR

Aralik 2013 - Haziran 2014 tarihleri arasinda Firat Universitesi Hastanesi
Merkez Laboratuar1 ve Enfeksiyon Hastaliklar1 Anabilim Dali Laboratuarina
gonderilen c¢esitli klinik materyallerden hastane enfeksiyonu etkeni olarak 97 adet A.
baumannii susu izole edildi. Bu izolatlarin 4 tanesi yapilan tiplendirme caligmalar1
sonras1 farkli bakteri tiirleri ( Klebsiella, Pseudomonas vs. ) oldugu tespit edilmesi
iizerine caliymadan cikarildi. 93 adet A. baumannii susunun disk diflizyon yontemi
ile yapilan antibiyogramlara gore, imipeneme karst %100 oraninda direngli oldugu
bulundu. izole edilen klinik &rneklerin 62' si erkek, 31' i kadin hastaya ait idi.
Hastalarin yas ortalamasi 65,8 (17-100) olarak tespit edildi.

En sik Acinetobacter iiremesi; 71 hastada (9%76.3) trakeal aspirat kiiltiiriinde
saptandi. Acinetobacter iiremesi saptanan klinik orneklerin dagilimi Tablo 3’de

gosterilmistir.

Tablo 3. Klinik izolatlarin materyallere gére dagilimi

Ureme yeri n(%)
Trakeal aspirat 71(76.3)
Yara 12(12.9)
Idrar 4(4.3)
Bronkoalveolar lavaj 2(2.1)
Kan 1(1.07)
Plevral mayi 1(1.07)
Balgam 1(1.07)
Beyin omurilik sivis1 1(1.07)
Toplam 93

Acinetobacter baumannii’ nin en fazla izole edildigi birim %44.08 (41/93) ile
dahiliye yogun bakim iinitesi olarak saptandi. Suslarin izole edildikleri kliniklere

gore dagilimi Tablo 4’de gosterilmistir.

31



Tablo 4. Izolatlarmn kliniklere gore dagilim

Klinik n(%)
Dahili Yogun Bakim Unitesi 41(44.08)
Anestezi Yogun Bakim Unitesi 37(39.7)
Plastik Cerrahi 4(4.3)
Yanik Unitesi 2(2.1)
Uroloji 2(2.1)
Ortopedi 2(2.1)
Jinekoloji 2(2.1)
Beyin Cerrahisi 1(1.07)
Beyin Cerrahisi Yogun Bakim 1(1.07)
Hematoloji 1(1.07)
Toplam 93

Acinetobacter baumannii’ nin neden oldugu en sik enfeksiyon tipi %80.6
(75/93) ile pnomoni olarak saptandir. Hastane kokenli Acinetobacter enfeksiyon

tiplerinin dagilimi Tablo 5’de gosterilmistir.

Tablo 5. Hastane kokenli Acinetobacter enfeksiyonu tiplerinin dagilimi

Enfeksiyonun tipi n (%)
Pnomoni 75 (80.6)
Cerrahi alan enfeksiyonu 11 (11.8)
Uriner enfeksiyon 4 (4.3)
Primer kan dolasimi enfeksiyonu 1(1.07)
Menenjit 1(1.07)
Osteomyelit 1(1.07)
Toplam 93
PFGE bulgulan

Molekiiler tiplendirme calismasi i¢in, Durmaz ve ark. (99) Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Escherichia coli ve Klebsiella tlrlerinin
molekiiler tiplendirmesinde kullandiklar1 ortak PFGE protokolii uygulandi.

Bant analizleri i¢in benzerlik hesaplarmnin yapilmasinda Pearson korelasyon
katsayis1 ve kiimelesme analizi i¢in de UPGMA ("Unweighthed Pairvise Grouping

Matematical ~ Avenaging"  matematiksel ortalamayla  agirliksiz  ciftlerin
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gruplandirilmasi) yontemi kullamildi. Izolatlar benzerlik katsayilar1 gdz oniine
almarak ayirt edilemez (benzerlik >%95), benzer (benzerlik >%90-95) ve farkh
(benzerlik <%90) olarak smiflandirildi. Birbirleriyle %95’in iizerinde benzerlik
gosteren suglar ana klon; ana klonlar igerisinde de %90 nin iizerinde benzer klonlar
alt tip olarak kabul edildi. Benzerlik oranlar1 %90’in altinda olan suslar ise
digerlerinden farkli olarak degerlendirildi.

Tiplendirilen 93 A. baumannii susu 30 farkli PFGE profili gostermistir.
Klonal yonden iligkili suslar, 7 farkli kiime icerisinde yer almaktadirlar. Toplam 93
A. baumannii susunun 80'1 herhangi bir kiime icerisinde yer almaktadir. Suslarin
kiimelesme oran1 %86'd1r.

En biiytlik kiime; 55 izolatin yer aldig1 I ile kodlanan kiimedir. Bunu sirasiyla;
IT (10 izolat), IV (6 izolat), VII (3 izolat), III (2 izolat), V (2 izolat), VI (2 izolat)

kiimeleri takip etmektedir.
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Sekil 6. PFGE ile elde edilen dendrogram goriintiisii
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4. TARTISMA

Hastane enfeksiyonlar1 (HE) hastanede kalis sliresini uzatarak, mortalite ve
morbidite oranlarmi arttiran ve tedavi maliyetlerini yiikselterek ekonomik kayiplara
yol agan donemli bir saglik problemidir. Hastanelerde enfeksiyon orami yaklasik %3-
17 arasinda degismektedir (100). Hastanemizde 2006 yilinda yapilan ¢alismada bu
oran %35.97 olarak saptanmustir (101). 2013 yilinda hastane enfeksiyon hizi ise
%1.04 olarak bulunmustur (102).

Yogun bakim imkanlarinin artmasi1 ve buna paralel olarak daha agir hastalarin
takip edilmesi, girisimsel islemler ve izlemler, hastalarin konak savunmasinin
bozulmasi, coklu antibiyotiklere maruz kalma ve direncli mikroorganizmalarla
kolonizasyon gibi nedenler YBU’de hastane kokenli enfeksiyonlarin artmasindaki
baslica risk faktdrleridir (103). Calismamizda da suslarm 79 < u YBU de takip edilen
hastalardan izole edilmistir.

Yogun bakim iiniteleri siklikla nozokomiyal salginlarin merkezidirler.
Metisiline direngli Staphylococcus aureus (MR-SA), Genislemis spektrumlu beta-
laktamaz (GSBL) iireten Enterobacteraceae, Pseudomonas spp. ve A.baumannii bu
salginlarda one ¢ikan patojenlerdir (104).

Acinetobacter yakin zamana kadar enfeksiyona gore kolonizasyon kapasitesi
daha fazla olan diisiik viriilansh bir mikroorganizma olarak diisiiniilmekteydi. Fakat
gliniimiizde 4. baumannii basta olmak tlizere Acinetobacter tiirlerine bagli hastane
kokenli enfeksiyonlar tiim diinyada hizla artis gostermektedir (105). Kuruluga ve
dezenfektanlara gosterdigi direng nedeniyle; tibbi cihazlarda ve hastane yiizeylerinde
uzun siire canliligini koruyabilmesi, karbapenem direnci dahil olmak {izere coklu
antibiyotik direncinin giderek artan oranlarda karsimiza ¢ikmasi ve 6zellikle yogun
bakim birimlerinde salginlara yol acabilmesi, A. baumannii’nin siirekli glindemde
olan bir patojen olmasina neden olmaktadir (106).

Acinetobacter tiirleri herhangi bir bdlgede hastane enfeksiyonu olarak
karsimiza ¢ikabilirken baglica {iriner sistem enfeksiyonu, solunum sistemi
enfeksiyonu ve yara enfeksiyonuna neden olurlar. Pek c¢ok merkezde A.
baumannii’ye bagli hastane kokenli pndmoni olgularinda 6nemli bir artis soz

konusudur (49, 107). Calismamizda da literatiirle uyumlu olarak en sik hastane
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kokenli enfeksiyon tipi VIP ve Acinetobacter’in en sik iireme bdlgesi olarak ise
trakeal aspirat kiiltiirti (%76,3) saptandi.

Salgin ve sporadik enfeksiyon suslarmin ayrimi ancak, slipheli bakteri
izolatlarmin arasindaki genomik benzerlik ve farkliliklarin ortaya konuldugu
laboratuvar yontemleri ile yapilabilmektedir. Hastane kaynakli enfeksiyonlarin
ortaya ¢ikmasi, antibiyotik direncinin artmasi ve bunlara bagl olarak mortalite ve
morbiditedeki artiga gosterilen 1ilgi, nozokomiyal enfeksiyonlarn tanisma ve
epidemiyolojik analizine yardimci olacak molekiiler tekniklerin gelistirilmesine yol
acmuslardir. Ayni tiirdeki izolatlarin genetik iliskileri hakkinda bilgi saglayan DNA
analizi temeline dayanan cesitli yontemler gelistirilmistir (108).

Hastane enfeksiyonu etkeni olan ve direngli bakterilerin tiplendirilmesinde
kullanilan en iyi yontemler kromozomal DNA polimorfizmine dayali olanlardir.
Hangi yontem kullanilirsa kullanilsin mutlaka klasik epidemiyolojik veriler goz
oniinde bulundurulmalidir. A4.baumannii salginlarinin kaynagmin dogru ve hizh
tespiti, enfeksiyonun tedavisi ve salginin kontrolii acisindan 6nemlidir. Bakteriler
arasindaki konal iligkiyi arastrmak i¢in degisik molekiiler tiplendirme yontemleri
denenmekle beraber bunlar arasinda ayirim giicii en yiiksek olan PFGE yonteminin
oldugu kabul edilmektedir (109).

Literatiire bakildiginda salgin epidemiyolojisinde PFGE ile total genom
polimorfizminin analizi en giivenilir yontemdir ve genotiplendirmede altin standart
olarak kabul edilmektedir. PFGE yonteminin uygulama standartlar1 disindaki zayif
yonii suslarda goriilebilen spontan gen kirilmalari nedeni ile meydana gelen
polimorfizm farkliliklaridir. Buradaki olumsuz durum hem Tenover kriterleri hem de
numerik dendrogram uygulamalari ile ortadan kaldirilmaya calisilmistir (110).

Seifert ve ark. (90) 1993 yilinda yaptiklar1 bir ¢calismada 9 hastaneden izole
edilen 103 A.baumannii salgin susunu epidemiyolojik olarak plasmid profile analizi,
antibiyotik duyarlilifi, biyotipleme ve PFGE yontemleri ile degerlendirmislerdir.
PFGE yontemi ile suglarin 8 farkli kiimeye dagildiklarini, buna karsilik biyotipleme
ile 4, antibiyotik diren¢ fenotipi ile 5 ve plazmid profili analizi ile de 6 farkli kiime
tespit ettiklerini bildirmigler, salgm tanimlamasinda PFGE yOnteminin diger
yontemlere gore ayirim giiciliniin oldukca yiiksek oldugunu, yontemin salginlarda

tekrarlanilabilirligi ve kolay yorumlanabilirligi ile yararli oldugunu 6ne siirmiislerdir.
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Villalon ve ark. (111) Ispanya’ da 19 merkezden topladiklar1 729 A.
baumannii salgm susu PFGE ve Multi Locus Sequence Typing (MLST) yontemleri
ile 1iligkilendirdikleri ¢alismalarinda PFGE’nin izolatlar1 58 kiime igerisinde
topladigini, salgin iliskili suslarin izlenmesi ve kiimelenmesi, hastaneler arasi gegisin
belirlenmesi ve uzun siireli siirveyans i¢in bu yontemin MLST’ den daha basarili
oldugunu sdylemislerdir.

Durmaz ve ark. (99) 2009 yilinda yaptiklar1 ¢alismada PFGE yontemiyle
A.baumannii, E. coli ve Klebsiella spp. tiplendirmesinde optimizasyon iizerine
calismiglar. Bu {li¢ organizmanin énemi nozokomiyal enfeksiyonlar agisindan ¢ogu
hastanede siklikla izole ediliyor olmalariydi. 62 A.baumannii, 50 E. coli ve 62
Klebsiella spp. klinik izolat1 degerlendirilmisti. Calisma 4 farkli laboratuarda 2-3
haftalik araliklarla uygulanmisti. Kiiltiirden 28 saat sonra prosediir tamamlanmasti.
Tiplendirilemeyen sus bildirilmemisti. Bu yontemin tekrarlanabilir ve ¢ok yonli
oldugu sonucunu bildirmislerdir. Boylelikle salginlar1 ve bulag ylizdelerinin daha
dogru gosterilebilecegi sonucunu ileri stirmiislerdir. Buna karsin daha maliyetli,
daha fazla zamana ihtiya¢ duyan ve enzim konsantrasyonuna ihtiya¢ duyan yonlerini
bildirmislerdir.

Grisold ve ark. (103) 2010 yilinda yayinlanan bir makalede, Avusturya’daki
6 hastane salginina ait iy1 belgelenmis 70 salgin izolat1 ve 52 salginla ilgisi olmayan
toplam 122 farkli klinik izolat1 arastrmuslar. 31’1 A.baumannii, 29°u MRSA, 13’1
GSBL iireten K.oxytoca ve 49’u GSBL freten K.pneumoniae olan 122 izolatin
DiversiLab ve PFGE yoOntemleri ile genomik benzerlikleri karsilastirilmis. Farkli
bakteri gruplarini igeren bu ¢alismada A.baumannii i¢in her iki yontemde de %100
uyumlu sonuglar alinmas.

Othman ve ark. (112) 2004 ve 2005 yillarinda Tunus’da yaptiklar1 caligmada,
PFGE yontemi ile elde ettikleri verilerde suslar arasinda benzerlikler saptamislardir.
Random Amplified polymorphic DNA Analysis (RAPD) metoduyla ayirt
edilemeyen genomik tiplendirmeyi PFGE yontemiyle elde etmislerdir. Boylelikle
daha fazla genomik yap1 PFGE yontemiyle aywrt edilmistir. Hem RAPD hem de
PFGE yontemiyle elde ettikleri sonuclar arasinda biiylik benzerlik saptamislardir.

Gokmen ve ark. (109) 2008 yilinda Cukurova Universitesi Balcali Hastanesi

Yanik Unitesi’ nde 36 ¢evresel 6rnegin 11° inde (%31) A.baumanii izole etmislerdir.
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Bunlarin tamaminin karbapenemaz iirettigini belirlemislerdir. Klonal iligkilerin
tespiti icin PFGE ile yapilan genotipik analizde suslarim tamamimin bir ana kiime
icinde yakm iligskili (> %80) iki alt kiimede toplandigmi tespit etmislerdir. Bu
bulgularmi1 yeni dezenfektanlara ve dezenfeksiyon islemlerine ragmen persistan
susun tek bir klona ait olmasina yorumlamiglardir.

Herruzo ve ark. (113) PFGE yontemi araciligiyla, ayni hastanenin yanik
tinitesinde iki ardisik Acinetobacter salginma bir klonun yol agtigini saptamislardir.
Bu bulguyu, salginlarin saptanmasi kadar siirekli takip edilmesinin de Onemli
oldugunu belirterek yorumlamiglardir. Persiste edilen susun hastanedeki diger yogun
bakim {initelerine de hakim oldugunu saptamislardir. Buralardan g¢apraz bulasla
tekrar yanik tinitesine donmiis olabilecegini ileri stirmiislerdir.

Dettori ve ark. (114) Italya’ da yaptiklar1 bir c¢alismada A. baumanii
salgmlarini bunun c¢evreyle iliskisini arastrmiglar. Calisma Kuzey Sardinya’ da
yapilmis. 10 coklu ila¢ direnci saptanan sus izole edilen hasta ve 2 hasta yatagi
arasinda benzer elektroforetik band paterni saptanildigini bildirmislerdir. Hijyen
onlemlerinin  arttirilmasinin  ve koruyucu ekipmanlarin degisim sikliginin
arttirilmasinin bu salginlari azaltabilecegini ileri siirmiislerdir.

Huang ve ark. (115) 2002-2003 yillar1 arasinda 7 ay siireyle Tayvan’ daki
noroloji yogun bakim {initesinde yaptig1 c¢alismada yogun bakim iinitesindeki
cevresel etkenleri arastrmislardwr. A. baumanii %62,5 oraninda hasta basi
dosyalarinda, %31,8 oraninda yardimc1 saglik gorevlilerinin ellerinde, %25 oraninda
monitorlerde saptamislardir. Buna karsin dezenfeksiyon egitimi sonrasit saglik
gorevlilerinin ellerinde A. baumanii izole edilememistir. Ek olarak 22 personelin 20’
sinde hic¢bir bakteri tiretilememistir. PFGE yontemiyle elde edilen 11 susun 5’ 1 hem
hastalarda hem de ekipmanlarda ve saglik gorevlilerinin ellerinde tespit edilmistir.

Thom ve ark. (116) 2008 Ekim ve 2009 Ocak aylar1 arasinda hastalar ve
cevresel etkenler iizerinden bir kohort calismasi yapmiglar. Morbidite ve mortalitede
onemli bir etken olan CID A. baumanii suslarini arastirmislar. Her hastanin
odasindaki 10 ylizeyden ornekler alinmis. 50 oda 6rneklendirilmis. %48 sinde 1 ya
da daha fazla alanda 6rnekler izole edilmis. Hasta dosyalarinda %20, zeminde %8,
inflizyon pompalarinda %14 izolasyon saptanmis. Vakalarm %385’ inde cevresel

suslar ile hastalardan izole edilen suslar arasinda benzerlik saptamislardir. Calismada
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bu sonucun orataya ¢ikmasinda en onemli etken olan saglik ¢alisanlarmin hijyen
kurallarina dikkat etmeyislerini 6ne siirmiislerdir.

Irfan ve ark. (117) Karbapenem direncli 4. baumanii suslarin1 2 farkli yogun
bakim tinitesinde yaptiklar1 ¢alismayla incelemislerdir. Calisma 2007 Kasim ve 2008
Agustos aylar1 arasinda Karaci kentinde 50 hasta ile yapilmistir. Her 2 klinikteki
hastalar arasinda yas, komorbitide, iiriner katater varligi ve yatis siireleri arasinda
anlamh fark izlenmis. PFGE ile elde edilen suslarn 3” i her iki merkezde de
saptanmis. Epidemiyolojik acidan yakin birliktelik goriilmiis. Karbapenem direngli
A. baumanii suslar1 her 2 yogun bakim iinitesinde olduk¢a benzermis. Burada risk
faktorleri degigse de olasi patojenlerin benzedigini ileri siirmiislerdir.

Cetin ve ark. (118) Tirkiye’ deki tiniversite hastanlerindeki nozokomiyal A.
baumanii suslarmin epidemiyolojik karakterizasyonlarini PFGE yOntemi ile
arastirmay1 hedeflemigler. 14 ay boyunca 66 hasta kaydedilmis. 4. baumanii
insidanst Ocak, Nisan, Mayis ve Haziran 2006 donemlerinde ozellikle yiiksek
bulunmus. Orneklerin cogunlugu yogun bakim {initelerindeki hastalarin kan ve
trakeal aspiratlarindan elde edilmisti. En yliksek ylizdeye sahip predispoze faktorler
serebrovaskiiler hastalik ve cerrahi operasyonlar olarak tespit edilmis. Bu
hastalardaki ana risk faktorleri ise kataterizasyon ve mekanik ventilasyon seklinde
degerlendirilmis. PFGE suslarindan Tip A ve Tip K suslarin %44’ {inii
olusturmaktaymis. 13 antibiyotiplendirme tespit edilmistir. Cogunlugu ¢oklu
antibiyotik direncine sahipmis. Hastane i¢inde 6zellikle 2 epidemik klonun salginlara
sebep olabilecegini diistinmiislerdir. Bu yakin klonal ilskiye bagli olarak uzun siire
bu enfeksiyonlarm goriildiiglinii ve nozokomiyal enfeksiyonlara neden oldugunu 6ne
stirmiislerdir.

Calismamizda hastanemizde cesitli kliniklerden izole edilen karbapenem
direngli A. baumannii izolatlar1 arasmdaki klonal iliskinin arastirilmasi igin
genotiplendirmede altin standart olarak kabul edilen PFGE yontemi kullanildi. Bu
yontemle toplam 93 4. baumannii izolat1 30 farkli PFGE profili gostermistir.
Izolatlar arasindaki klonal yakmligm bir gdstergesi olan “kiimelesme orani” %86
olarak bulundu. Bu kiimelesme orani, izolatlar arasindaki klonal yakmligin oldukga
yliksek oldugunun, diger bir deyisle hastalar arasinda capraz bulas oraninin

yiiksekliginin 6nemli bir gostergesidir. Cetin ve ark. (118) Tirkiye’ deki {iniversite
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hastanelerindeki  nozokomiyal 4.  baumanii  suslarmm  epidemiyolojik
karakterizasyonlarmi PFGE yontemi ile arastirdiklart c¢alismada 14 aylik bir
donemde izole edilen 66 A. baumannii izolat1 tiplendirilmis ve bizim sonuglarimizla
uyumlu olarak kiimelesme orani %80.3 olarak bulunmustur. Calismamizda en fazla
izolat sayisina sahip [ kiimesinde yer alan 55 susun izolasyon tarihleri
incelendiginde, bu klonun hastanemizde yaklasik 7 ay varhigmi siirdiirdigi
goriilmektedir. Cetin ve ark. (118) yaptig1 calismada da salgm klonu olan A.
baumannii izolatlarinin hastanede 9-24 ay kalabilecegi gosterilmistir. Bu sonuglar,
ozellikle direngli salgin klonlarmin tedbir alinmadigi durumda hastane ortaminda
uzun yillar kalabilecegini ve hastadan hastaya tasinabilecegini gostermektedir.

Acinetobacter tirii bakterilerin ¢evre sartlarina dayanikli olmalar1 bu tiir ile
olusan infeksiyonlarla savasta isimizin zorlastrmasinin en onemli nedenlerinden
biridir. 4. baumannii ve diger sorunlu mikroorganizmalarla olusan enfeksiyon
oranlarini azaltmak igin dncelikle YBU’de olmak iizere ¢apraz bulas engellenmeli,
bu amacgla sik araliklarla personel egitilmeli, hastalar arasinda ortak kullanilan
malzemeler azaltilmalidir. El hijyenine ve eldiven kullanimima gereken 6zen
gosterilmelidir. lyilesip servislere cikarilan hastalar yeni servislerinde siirveyans
kiiltlirleri sonug¢lanana kadar temas izolasyonuna alinmali ve servisteki diger
hastalara sorunlu mikroorganizmalarm gecisi engellenmelidir. YBU’ lerinde
salgmlarin zamaninda fark edilebilmesi i¢in siirveyans c¢alismalar1 yapilmali,
salginlar sirasinda ¢ok 6nemli bilgiler saglamasi ve salgin yapan mikroorganizmanin
rezervuarin saptanmasi amaciyla mutlaka c¢evresel Ornekleme yapilmalidir.
Calismamizda c¢evre taramast yapilamadigi icin  herhangi bir kaynak
tanimlanmamustir.

Antimikrobiyallere duyarhlik, tilkeler, merkezler ve hatta hastanelerin
birimlerine gore degisebilmektedir. Bu farkliliga sebep olabilen faktorler
sosyoekonomik kosullar, antibiyotik kullanim1 ve antibiyotik kontrol politikas1 gibi
risk faktorleridir. Dolayisiyla risk faktdrlerini azaltmanin yaninda, A. baumannii’ye
bagl gelisen enfeksiyonlarin ampirik tedavisinde o hastanedeki diren¢ durumuna
gore protokol belirlenmelidir. Bdylece coklu ilag kullanimi ve buna baglh

gelisebilecek direng, sistemik yan etkiler gibi olumsuz durumlarin azaltilmasi
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muhtemeldir. Ayrica antibiyogram sonucuna gore, uygun siirede antibiyotik
kullaniminin yararh olacag: diisiiniilmektedir (79).

Sonug olarak; bu calisma hastanemizde A. baumannii izolatlariin, aradan 7
ay gibi uzun bir siire gegcmesine ragmen benzer oldugunu gosterdi. Ancak ortaya
¢ikan bu duruma sebep olan faktérlerin dnlenmesi ve karbapenem direnci agisindan
antibiyotik kullanim politikalarinin tekrar gézden gecirilmesi gerektigi kanaatine
varilmistir. Ayrica PFGE ‘nin izolatlar arasi benzerlik ya da farkliliklarin tespitinde

mevcut en dnemli ayirict yontem oldugu diisiintilmiistiir.
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