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1. GIRIS ve AMAC

Acinetobacter baumannii, tiim diinyada yaygin goriilen ciddi bir nozokomiyal
enfeksiyon etkenidir. Bir¢ok antibiyotige karsi kendiliginden direngli olmakla birlikte yeni
diren¢ mekanizmalari kazanma ile ilgili olaganiistii bir yetenege sahiptir.' Hizla ila¢ direnci
gelistirmesi ve uzun siire hastane ortaminda hayatta kalabilmesi, yayilma kabiliyetini
giiclendirmektedir.? Ozellikle hastalarin mekanik ventilasyona bagli oldugu yogun bakim

iinitelerinde (YBU) yiiksek 6liim oranlariyla iliskili salgmlara neden olmaktadir.

Acinetobacter cinsi bakteriler, 1970"lerin baslarina kadar cogu antibiyotige duyarli iken
1980'lerde pek ¢ok antibiyotik grubuna direng gelistirmis ve 1990’11 yillarda da imipenem
direngli A. baumannii izolatlar1 ortaya ¢ikmustir.* ® Karbapenem direngli A. baumannii
izolatlar1 siklikla florokinolon ve aminoglikozidlere kars1 da direngli olmaktadir. Cogu
izolat kolistine duyarlidir fakat yaygin kullanimina bagli kolistin direngli izolatlar da
bildirilmistir.”> Giderek direngcli hale gelen A. baumannii izolatlari i¢in tedavi segenekleri
oldukea kisitli hale gelmistir.6 Bu durum ¢oklu ilag direngli (CID) izolatlarin
yayginlagmasini azaltmada enfeksiyon kontrol miidahalelerinin 6nemini agikga
gostermektedir. Hastane i¢i salginlari 6nleme ve kontrol etme siirecinde, antimikrobiyal
yOnetim, temas izolasyonunun optimizasyonu, el hijyeni ve ¢evre temizligi egitim

programlari Ve siirveyans ¢aligmalar1 yer almaktadir.?

CID A. baumannii gibi dnemli nozokomiyal patojenlerin, siirveyans programnin bir
pargast olarak, rutin ya da periyodik olarak tiplendirilmesi tavsiye edilmektedir. Son
yillarda, bakteriyel tiplendirme, fenotipik yontemlerden molekiiler yontemlere ve hatta
daha yakin zamanda genomik yontemlere dogru kaymistir. Amplifikasyon temelli
yontemlerden REP-PZR (repetitive extragenic palindromic - PZR) ve dizileme

yontemlerinden MLST, en yaygin olarak kullanilan genotiplendirme yéntemleridir.7

A. baumannii, abiyotik ve biyotik yiizeylerde biyofilmler olusturabilmekte ve bu sayede
kuruluk, besinsizlik gibi olumsuz kosullara ragmen hastane ortamlarinda hayatta
kalmaktadir.? Bakteri yapisal bilesenleri (Csu pilus), bakteriyel yiizey bilesenleri (OmpA,
Bap), makromolekiiler sekresyonlar (polisakkaritler, niikleik asitler vb.) ve ¢evreyi
algilama sistemi (QS), biyofilm olusumunda rol almaktadir. Ayrica bu siiregte bir dizi

molekiiler olay gerceklesmektedir.® iki bilesenli diizenleyici sistemler (BfmRS),



CsuA/BABCDE pilus saperon sistemi, pgaABCD operonu, Bap, OmpA, abal genleri, A.

baumannii biyofilminin genetik olarak diizenlenmesi siirecine katilmaktadir.

Hastanede baskin olan endemik A. baumannii izolatlarinda ve sporadik izolatlarda,
biyofilm olusumu gibi viriilans faktérlerinin hem fenotipik hem de genotipik
degerlendirildigi az sayida ¢alisma mevcuttur.’® Epidemik A. baumannii izolatlari, yaygin
viriilans genlerine sahip olmasina ragmen, virulans ile iliskili fenotiplerin ortaya

¢ikmasinda farkliliklar gosterebilmektedir.**

Bu ¢aligmanin amaci; Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’nda ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen A.baumannii izolatlar1 arasindaki
klonal iliskisinin ortaya konmasi, epidemik ve sporadik CiD izolatlarin sekans tiplerinin
belirlenmesi, hastane ortaminda yayilma ve kaliciliga yardime1 olabilecek biyofilm

aktivitesinin ve biyofilm ile ilgili genlerinin varliginin arastirilmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Acinetobacter baumannii

2.1.1. Genel tanimlama ve siiflandirma
Acinetobacter cinsi bakteriler, hareketsiz, oksidaz negatif, katalaz pozitif, zorunlu aerob,

nonfermentatif gram negatif kokobasillerdir.'* 3

Acinetobacter cinsi, Moraxellaceae ailesinden olup, 1986 yilinda Bouvet ve
Grimonttarafindan DNA-DNA hibridizayon yontemi kullanilarak, 12 farkli genomik tiire
ayrilmigtir. A.baumannii (genomik tiir 2), Acinetobacter calcoaceticus (genomik tiir 1),
Acinetobacter haemolyticus (genomik tiir 4), Acinetobacter johnsonii (genomik tiir 7),
Acinetobacter junii (genomik tiir 5) ve Acinetobacter Iwoffii (genomik tiir 8/9) bunlardan
bazilaridir. Ardindan 1989°da Tjenberg ve Ursing ii¢ genomik tiir (Acinetobacter genomik
tir 13TU, 14TU,15TU); Bouvet ve Jeanjean da bes genomik tiir (Acinetobacter genomik
tiir 13BJ,14BJ,15BJ,16 ve 17) tanlmlamlslardlr.z’ 3 Giiniimiizde ise, cogu patojen

olmamakla birlikte 50°den fazla tiir tanlmlanmlstlr.8’ B

Gerner-Smidt ve ark.", birbirine ¢ok benzeyen, fenotipik testlerle ayrimi zor olan dort
genomik tiire (Acinetobactergenomik tiir 1,2,3 ve 13TU), ‘Acinetobactercalcoaseticus-
baumanniicomplex’(ABC) adin1 6nermislerdir. A. calcoaceticus, siklikla ¢evresel
orneklerden izole edilirken, A. baumannii, Acinetobacter genomik tiir 3 ve Acinetobacter
genomik tiir 13TU, toplum kaynakli ve nozokomiyal enfeksiyonlarin énemli
etkenlerindendir.? Klinik olarak giderek artan énemi nedeniyle ve laboratuvar ortaminda
taninmalarini kolaylastirmak i¢in Acinetobacter genomik tiir 3’e A. pittii, Acinetobacter
genomik tiir 13TU’ya ise A. nosocomialistiir ad1 verilmistir.'® ABC ile ilgili molekiiler
caligmalar sirasinda genomik tiir 13TU’ya ¢ok benzer bir izolat tespit edilmis, yillar sonra
ileri molekiiler yontemler sayesinde bu izolatin ABC {iyelerine ¢ok benzer fakat,
Acinetobacter seifertii tiir ad1 6nerisiyle, farkli bir tiir oldugu saptanmustir."” Boylelikle, A.
baumannii, A. calcoaseticus, A. nosocomialis, A. pittiive A. seifertii bu komplekste yer alan

tiirler olmustur. 13

2.1.2. Mikrobiyolojik Ozellikleri ve Tiir Tanimlamasi
A.baumannii, hareketsiz, oksidaz negatif, katalaz pozitif, zorunlu aerob, nonfermentatif

gram negatif kokobasildir. Boyutlar1 1-1,5 ile1,5-2,5 pm olgtilerinde olup, 6zellikle klinik



orneklerde gram negatif diplokoklar halinde goriilmektedir. Bu 6zelligi, diger
nonfermentatif bakterlerden ayriminda énemli bir ipucudur.* ** A.baumannii hiicre duvari,
gram negatif bakterilere benzer, fakat kapsiillii olanlarin Kristal viyoleyi tutma egilimi

nedeniyle mikroskopta gram pozitif kok olarak gérl'ilebilmektedir.18

A. baumannii nazli bakterilerden degildir ve laboratuarda rutin kullanimda olan standart
besiyerlerinde kolaylikla iireyebilmektedirler. ** ABC kolonileri, 1,5 ila 3 mm koloni ¢api
ile Enterobacteriaceae kolonilerine benzer olup, diger Acinetobacter tiirlerinin ¢ogunda ise
daha kiiciik ve daha seffaf koloniler olusturmaktadir.” Koyun kanh agarda, diizgiin opak
kolonilere sahip olup, A. haemolyticus ve birkag genomik tiir disinda hemoliz
olusturmamaktadirlar. ABC tiyeleri, MacConkey agarda saydam veya hafif pembe renkli
koloniler olusturmaktadir.” ** indol negatiftir, glukozu fermente etmezler. DNA G+C

icerigi % 39-47 arasindadir.®

A.baumannii’nin tiir diizeyinde tanimlanmasi etkili antibiyotik tedavisi i¢in 6nem
tasimaktadir. Tiir diizeyinde tanimlamak igin ilk olarak Bouvet ve Grimont tarafindan 1986
yilinda DNA-DNA hibridizayon testi ve 28 fenotipik testten olusanbir sema 6nerilmistir.
Fenotipik sema, glikozdan asit tiretimi, 37°C, 41°C ve 44°C’de tireme, jelatin hidrolizi gibi
testler eklenerek 1987 yilinda revize edilmistir. Semanin bu haliyle insan deri
orneklerinden izole edilen 136 Acinetobacter tiiriinden % 95,6's1 dogru olarak
tammlanmustir.? A. calcoaceticus veAcinetobacter genomik tiir 3 farkl sicakliklarda
biiyiime 6zelliklerine gore ayrilmis iken klinik 6rneklerde en sik karsilagilan A. baumannii
ve A. nosocomialis tiirleri ayirt edilememistir.*> Amplifiye edilmis fragman uzunlugundaki
polimorfizmi (AFLP), 16S rRNA gen restriksiyon analizi (ARDRA), ribotiplendirme,
spesifik gen (gyrB, OXA-51) polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), PZR-elektrosprey
iyonizasyon kiitle spektrometrisi (PCR-ESI-MS) ve sekans analizleri gibi molekiiler
yontemler sayesinde bu iki tiirtin de ayirt edilmesi basarilmistir. Fakat rutin Klinik
mikrobiyoloji laboratuvar ortaminda uygulanmasi zordur. APl 20NE, Vitek 2, Phoenix ve
MicroScan WalkAway sistemleri gibi rutin klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
kullanilan manuel ve yari otomatize tanimlama sistemlerinde, tiirlerin tanimlanmasi
problemli olmaktadir. Kisitli veri tabani igerigi, Acinetobacter tiir tanimlamasi igin 6zel
substratlarin kullanilmamasi nedeniyle ABC tiirleri tam olarak ayristirllamamaktadir. Bu

anlamda, matriks aracili lazer dezorpsiyon iyonizasyon ugus zamant kiitle spektrometresi —



(Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time Of Flight Mass Spectrometry, MALDI
TOF-MS), pahali ekipman ve iyi bir degerlendirme gerektirmesine ragmen bir saatten kisa

stirede sonug¢ vermesi ile timit verici gé’)riinmektedir.2

2.1.3. Viriilans faktorleri ve patogenez
A. baumannii, diger gram-negatif bakterilere kiyasla daha az sayida olmakla birlikte,
son zamanlardaki genomik ve fenotipik analizler sayesinde, bazi 6nemli viriilans faktorleri

tanimlanmistir.™
2.1.3.1. Hiicre yiizeyi ile ilgili viriilans faktorleri

Porinler, hiicresel gecirgenligi diizenleyen dis membran proteinleridir. D1 zarin en bol
porinlerinden biri olan OmpA, birgok farkl1 biyolojik aktiviteye sahiptir.*® Konak
hiicrelerde apoptozisi indiikleme, epitel hiicrelerine tutunma ve invazyon, biyofilm
olusumu, yiizey hareketliligi bunlardan bazilaridir.”® Ayrica OmpA, Kklinik izolatlar
arasinda yiiksek oranda korunmaktadir ve insan proteomuna en az benzerlik
gostermektedir. Fare modelli ¢aligmalarda yiiksek anti-OmpA antikor titreleri iiretimi

saglanmig, bu immiinojen 6zelliginden dolay1 da as1 calismalarinin hedefi olmustur.21

Gram negatif bakterilerdeki lipopolisakkarit (LPS) tabaka, Toll-benzeri reseptor 4
(TLRA4) aracili makrofaj uyariminda olduk¢a dnemli olan immiinoreaktif bir molekiildiir.
Bununla birlikte lipit A biyosentezinde aktif olan genlerin inhibisyonu ile fare
modellerinde A. baumannii’nin LPS aracili TLR4 aktivasyonu bastirilmis ve A. baumannii

fagositozunu arttirarak farenin liimciil enfeksiyondan kurtarildig: gbrﬁlmﬁstﬁr.zz

Kapsiiler polisakkarit, klinik A. baumannii izolatlarinin ¢ogu tarafindan eksprese edilen
ve konakg1 serumun Sldiiriilmesine karst koruma sagladigi bilinen 6nemli bir viriilans
faktoriidiir. A. baumannii genomunda, Kapsiiler polisakkaritlerin tiretimini belirleyebilen K
lokus adi verilen korunmus bir gen kiimesi bulunmaktadir."® Bu bélgedeki kapsiil
polimerizasyonu ile ilgili genleri mutasyona ugramig bakterilerde, serum direncinin ve
yumusak doku enfeksiyonu bolgelerinde canliliginin azaldigi gérﬁlmﬁstﬁr.23 Ayrica K
locus polisakkaritlerinin, bazi subinhibitor konsantrasyonlardaki antibiyotiklere yanit
olarak kapsiil tiretimini arttirdig1 ve ¢coklu antibiyotiklere kars1 direnci kolaylastirdig: tespit

edilmistir.** K lokus genlerinin ekspresyonu da, BfmRS iki bilesenli diizenleyici sistem



tarafindan diizenlenmektedir. BfmS geni ayrica dkaryotik hiicrelere tutunma ve biyofilm

olusumunda da rol oynamaktadir.?*

Gram negatif bakterilerde, periplazmik proteinler, enzimler, LPS, DNA ve RNA gibi
molekiillerden olusan dis membran vezikiilleri bulunmaktadir.'® Bircok A. baumannii
izolat1 da 6zellikle OmpA, proteazlar, fosfolipazlar dahil ¢esitli viriilans faktorlerini i¢eren
dis membran vezikiilleri salgilamaktadir. Bakterilerin bu vezikiiller sayesinde doku yikici
enzimleri iceren molekiilleri konak hiicrelere ileterek hem konak immiin yanitindan
korundugu hem de konak hiicresinde sitotoksisiteye neden oldugu goriilmiistiir. > Bunlarin
yaninda, A. baumannii dis membran vezikiilleri, yatay gen transferleri ve antibiyotik
direncinin yayilmasi ile iliskilendirilmistir. Karbepeneme direngli olmayan A. baumannii
ATCC 17978 susu, direngli klinik izolatlar ile ayn1 ortamda inkiibasyona birakildiginda,
karbapenem direnci kazanmis ve OXA-24 geni barindiran orijinal plazmidlerin varligi

tespit edilmistir.*®
2.1.3.2. Demir kazanim mekanizmalari

Demir mikrobiyal yasamin temel besinlerinden biridir. Fakat, ferrik demir aerobik
kosullar altinda zayif ¢oziiniir oldugundan ve laktoferrin, transferin, hem gibi proteinler
tarafindan selatlandirilmasi nedeniyle bakteriler i¢in pek ulasilabilir degildir. Bu yiizden
cogu bakteri ferrik demir i¢in yiiksek afiniteye sahip olan demir selatorleri sideroforlari
tiretir. Bakterilerde, metabolizma igin demir biriktirme ve tagima igin farkli genler
tarafindan kontrol edilen ¢ok gesitli sideroforlar mevcuttur.?® Asinetobaktin
(acinetobactin), A. baumannii tarafindan tiretilen iyi tanimlanmis (treoninden tiiretilmis bir
oksazolin halkasina sahip) karsik tipte bir siderofordur.”® Asinetobaktin biyosentezi ve
transport fonksiyonlarinin inaktivasyonu ile, A. baumannii ATCC 19606 susunun hiicre i¢i

lireme yetenegi ve sitotoksisite etkisinin 6nemli oranda azaldigi gésterilmi§tir.27
2.1.3.3. Biyofilm

Biyofilm, biyotik veya abiyotik yiizey ile iligkili, ekstraselliiler matriks ile kaplanmis ve
birbiri ile yakin temasta olan bakteri toplulugudur. Biyofilm sayesinde, bakteriler, besin
acligi, kuruluk ve antimikrobiyal tedaviler gibi olumsuz kosullara ragmen hastane

ortamlarinda hayatta kalmaktadirlar. A. baumannii, polistiren ve cam gibi abiyotik



yiizeyler ile birlikte epitel hiicreleri ve mantar filamanlari gibi biyotik yiizeyler lizerinde de
biyofilmler olusturabilmektedir. Bu biyofilmlerin olusumu ve gelisiminin
diizenlenmesinde, bakterinin tizerinde durdugu yiizeyler disinda, bir dizi molekiiler ve
yapisal hiicresel bilesen rol oynamaktadir.® ° Bugiine kadar, A. baumannii’nin biyofilm ile
iliskili birkag viriilans faktorii tanimlanmistir. Bunlar; iki bilesenli bir sistem (BfmRS)
tarafindan diizenlenen CSUA/BABCDE pilus saperon sistemi, kapsiiler polisakkaritler, dis
zar proteinlerinden OmpA ve biyofilm-iliskili protein (Bap), ¢evreyi algilama sisteminin
(Quorum sensing, QS) bir pargasi Ve oto-indiiktor sentaz abal, ve poli-p-1,6-
Nasetilglukozamin (PNAG) iiretimi i¢in sorumlu pgaABCD operonu olarak 6zetlenebilir.
Bu yapilar A. baumannii biyofilm olusumu ve korunmasina biiyiik dl¢iide katkida

bulunmaktadir.?®

Endotrakeal tiip, kateter gibi tibbi aletler, biyofilm olusturan A. baumannii izolatlar1 i¢in
ideal ortamlardir. Mekanik ventilasyon sirasinda dogal konak savunmasini asarak, akciger
alveollerine ulasan bakteriler, pnémoniye yol agabilmektedir.** A. baumannii cilt ve
yumusak doku enfeksiyonlarinda da hem yara hem de tikayici pansumanlarda dayanikli
biyofilmler olusturabilmektedir.? Biyofilmler, hem bakteri ve konak hiicre etkilesimini

saglayip hem de, immiin yanit ve antimikrobiyallerden kagis1 kolaylas‘urmaktadlr.9

2.1.4. Acinetobacter baumannii enfeksiyonlari
A.baumannii, insana ait klinik 6rneklerden en ¢ok izole edilen ve en iyi
tanimlanmisgenomik tiirdiir.® Daha nadir olarak, A. calcoaceticus, A. lwoffi, A.
haemolyticus, A. johnsonnii gibi diger tiirler de enfeksiyolara neden olmaktadir. Klinik veri
analizleri ve hayvan modelli caligmalarda A. baumannii enfeksiyonlarinin diger
Acinetobacter cinsi bakteri enfeksiyonlarina gére daha dlimcil seyrettigi tespit

edilmistir.>

A. baumannii tarafindan olusturulan enfeksiyonlarin ¢ogu, solunum sistemi ve iiriner
sistem gibi kalic1 tibbi araglara maruz kalan ve siv1 igerigi fazla olan organlarda meydana
gelmektedir.' Enfeksiyonlar haricinde cildi, yaralari, solunum ve gastrointestinal sistemi
kolonize edebilmektedir. Kolonizasyon ortaminda da bir¢ok enfeksiyon meydana
geldiginden, kolonizasyon ve gercek enfeksiyon arasinda ayrim yapmak oldukga zor

olabilmektedir.?



A. baumannii enfeksiyonu risk faktérleri; YBU ve uzun siireli bakim merkezlerinde
tedavi alma, son zamanlarda biiyiik cerrahi operasyon gegirme, malignite, yanik,
immiinsiipresif tedavi, yaslilik, santral vaskiiler kateterizasyon, trakeostomi, mekanik
ventilasyon, enteral beslemeler ve uzun siireli ti¢iincii kusak sefalosporin, fluorokinolon

veya karbapenem antibiyotik tedavisi alma olarak siralanabilir.?

A. baumannii tarafindan olusturulan en yaygin iki enfeksiyon tablosu nozokomiyal

pnémoni ve bakteriyemilerdir.*
2.1.4.1. Pnomoniler

Nozokomiyal pndmoniler, siklikla YBU’de endotrakeal tiip veya trakeostomi iizerinde
biyofilm olusturmus bakterilerin aspire edilmesi ile meydana gelmektedir.** Son
calismalarda, Asya iilkeleri basta olmak {izere ventilatdr iligkili pndmonilerde % 5,6-38,7
izole edilme oranlari ile A. baumannii etken olarak ilk siralara yerlesmektedir.*>!
Avrupa'daki dokuz iilkede toplam 27 YBU’den nozokomiyal pnémoni olgularinin
derlendigi caligmada, Yunanistan ve Tiirkiye'de en yaygin izolat olarak A. baumannii

bildirilmistir.*

A. baumannii kaynakli nozomokiyal pndmonilerin mortalitesi %35-70 arasinda
degismekle birlikte ¢ogu zaman es zamanl yasami tehdit eden farkli patolojiler de
bulundugundan gergek mortalite oranii saptanmasi gii¢ olmaktadir. Fakat CID A.
baumannii enfeksiyonu olan hastalarda, CiD olmayan izolatlarla enfekte olan veya hig

enfekte olmamis hastalara gore daha yiiksek mortalite oranlari saptamstir. 3

Sicak ve nemli tropikal bolgelerde, 6zellikle de Cin, Tayvan ve Tayland ve
Avustralya’da toplum kaynakli pndmoniler goriilmektedir. Bu kisilerde cogunlukla,
diyabet, bobrek hastaligi, kanser ya da kronik obstriiktif akciger hastaligigibi altta yatan ek
hastaliklar bulunmaktadir. Ani baslayip septik soka ilerleyen fulminan seyirli
pnoémonilerde artmis mortaliteoranlari, uygun olmayan baslangi¢ antimikrobiyalleri ile

iliskilendirilmistir.**

2.1.4.2. Bakteriyemi ve sepsis



A. baumannii’ye bagli kan dolasimi enfeksiyonlar siklikla damar i¢i kateter varliginda
veya pnémoniye sekonder olusmaktadir.'* Daha az siklikla da yaralar ve idrar yolu
enfeksiyonlar1 kaynak olusturmaktadir. Nozokomiyal kan dolasim1 enfeksiyonlarinin %
1,5-8,4'iinii A. baumannii olusturmaktadir. Bakteriyemi tespit edilen hastalarin yaklasik
ticte birinde septik sok gelistigi ve mortalite oraninin % 20-60 arasinda oldugu
bildirilmigtir.> ** 3

Diinya Saglik Orgiitii’nin 2015 yilinda baslattigi GLASS (Global Antimicrobial
Resistance Surveillance System) ¢alismalarinda, klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarindan
elde edilen bilgilere gore, pozitif kabul edilen kan kiiltiirii siselerinin % 6,5 unu, etken
kabul edilen bakterilerin ise % 8,9’unu A. baumannii olusturmustur. Toplum kokenli
bakteriyemilerde % 2,8, hastane kokenli bakteriyemilerde ise % 15,3 oraninda A.

baumannii izole edilmistir.*
2.1.43. Deri ve yamusak doku enfeksiyonlari

Dogal afetlerde ve aktif savas bolgelerindetravmaya maruz kalma veya cerrahi
miidehaleler, A. baumannii kaynakl deri ve yumusak doku enfeksiyonlari igin altta yatan
en 6nemli sebeplerdendir.’* Agik yaralari kontamine ederek, osteomyelite kadar
ilerleyebilen ciddi yumusak doku enfeksiyonlarina yol agabilmektedir. Cerrahi yara
enfeksiyonlart siklikla prostetik materyalin varliginda meydana gelmekte ve genellikle
yogun debridman gerektirebilmektedir.® Irak ve Afganistan’daki savaslarda, agik tibia
kiriklart olan askerlerden ¢ok izole edilen organizma (% 32,5) A. baumannii olmustur.’Son
zamanlarda HIV, hepatik siroz, solid organ transplantasyonu ve diabetesmellitus gibi
immiinsiipresif durumu olan hastalarda A. baumannii veya A. calcoaceticus'un neden
oldugu nekrotizan fasit olgular bildirilmistir. 6liimciil enfeksiyonlarin ve antibiyotik

direncinin bir araya gelmesi endise verici olarak yorumlanmistir.™
2.1.4.4.  Menenjit

A. baumannii'nin neden oldugu beyin cerrahisi ameliyatlarindan sonra meydana gelen
menenjitler, artan oranlar nedeniyle giderek artan bir 5nem tasimaktadir." Beyin cerrahisi
prosediirleri, beyin omurilik s1vis1 (BOS) kagagi, uzun siireli antibiyotik tedavisi,

intrakraniyal kanamalar ve santlar ileri gelen risk faktorleridir.® Ulkemizde yapilan



calismalarda postoperatif menenjitlerde A. baumannii % 30,7 ve %34,8 oranlariyla en sik
etken olarak tespit edilmistir.** * Akut bakteriyel menenjitler arasinda ise Katar’da %13

oraninda ve Tayvan’da %7,6 oraninda etken kabul edilmistir.*® %

Acinetobacter ile deri kontaminasyonu, yanlislikla enfeksiyon olarak yorumlanmakta
veya gercek menenjit etkeninin tespit edilmesini gizleyebilmektedir.3 BOS Kkiiltiirtinde
Acinetobacter tiretilen 54 hastanin retrospektif olarak analiz edildigi bir ¢alismada, 34 (%
63) hastada Acinetobacter klinik olarak etken kabul edilmemistir.*® A. baumannii’nin
ardarda BOS orneklerinden izole edilmesi ve bakteriyel menenjitin tipik klinik ve
laboratuvar bulgularinin bulunmasi kolonizasyon ve enfeksiyon ayriminda yardimei

olacaktir.?
2.1.4.5. 1Idrar yolu enfeksiyonlari

A. baumannii’ye bagli idrar yolu enfeksiyonu insidansi oldukca diisiiktiir. YBU’de
nozokomiyal idrar yolu enfeksiyonlarmin % 1,6’sinda etken olarak iiretilmistir. Ozellikle
de kalic1 idrar sondasi kateterlerinde kolaylikla kolonize oldugundan, kateter iliskili

enfeksiyon ve kolonizasyon ayrimini yapmak gerekmektedir." 3
2.14.6. Diger enfeksiyonlar

A. baumannii, protez kalp kapakg¢igi olan kisilerde nadiren enfektif endokardit etkeni
olabilmektedir." Nozokomiyal bakteriyemiden kaynaklanan protez kalp kapag endokarditi
tanisi alan 171 hasta {lizerinde yapilan bir ¢alismada, iki olguda Acinetobacter etken olarak
kabul edilmistir. Kontakt lens kullananlarda kolonizasyon; goze penetran travma veya
okiiler cerrahi girisim sonrasi korneal tilserler, endoftalmit ve periorbital seliilit meydana

gelebilmektedir. Periton diyalizine giren hastalarda peritonit olgulart bildirilmistir.?

2.1.5. Epidemiyoloji
Acinetobacter cinsi bakteriler, toprak, su, gidalar, hayvanlar ve insanlar olmak iizere
cesitli, habitatlarda yaygin olarak bulunabilen heterojen mikroorganizma grubudur. Hem
kuru hem de nemli ortamlarda uzun siire canli kalabilme yetenegine sahiptirler. A.
baumannii, ventilator borulari, arteriyel basing izleme cihazlart gibi yeniden kullanilabilir
tibbi ekipmanlardan ve gesitli ylizeyel cevresel 6rneklerden siklikla izole edilmektedir.

Boylece dogal ve tibbi ortamlarda siireklilik saglayarak saglik bakimu ile iliskili

10



enfeksiyonlarda nonfermentatif bakteriler arasinda P. aeroginosa’dan sonra ikinci siklikla

karsimiza ¢ikmaktadir.™ 12

Acinetobacter enfeksiyonlari; tropikal ¢evre, savas ve dogal afetlerde enfeksiyonlar ile
birlikte 1liman iklimde hastane salginlar1 olmak iizere genis bir epidemiyolojiye sahiptir.
Hastane ortaminda sagkalimi ve hizli antibiyotik direnci gelistirmesi sayesinde,
1970'lerden bu yana giderek yaygin goriilen ciddi bir nozokomiyal sorun haline gelmistir.
Ozellikle hastalarin mekanik ventilasyona bagh oldugu YBU ve yanik iinitelerinde siklikla
salginlara neden olmaktadir.® Saglik bakimu ile iliskili enfeksiyonlarda en sik goriilen
antimikrobiyal direngli patojenlerin gézden gegirildigi Amerika Birlesik Devletleri Ulusal
Saglik Giivenligi Ag tarafindan yayinlanan 2016 raporuna gore; en yaygin gram-negatif
izolatlar arasinda, ventilator iliskili pndmonilerde %12,8, kan dolasimi1 enfeksiyonlarinda
%38,8, kateter iliskili idrar yolu enfeksiyonu ve cerrahi alan enfeksiyonlarinda ise %1,5

oraninda Acinetobacter tiirleri izole edilmistir.*

Acinetobacter izolatlar1 hastaneye girdikten sonra, herhangi bir zamanda baskin olan tek
bir izolat olmak {izere bir seri salgin meydana gelebilmekte ve hastanede birden fazla
izolatin endemisitesi kurulmaktadir. Acinetobacter salginlar1 gogunlukla, kolonize veya
enfekte hastalara bakim veren saglik calisanlarinin ellerinden ¢apraz bulas ya da ortak
kaynakli bir kontaminasyon (kontamine solunum ve ventilator ekipmani) yoluyla meydana
gelmektedir. Ortak kaynak ya da ¢apraz bulagin dogrulanmasi gerektiginde ve salgina yol
acan Acinetobacter izolatlarini tiplendirmek amaciyla PFGE ya da PZR temelli

genotiplendirme testleri géz éniinde bulundurulmalidir.*

Hastane salginlariin yani sira, 6zellikle tropikal bolgelerde toplum kokenli A.
baumannii enfeksiyonlarina da rastlanilmaktadir. Nadir olarak goriilmesine ragmen yiiksek
ates, siddetli solunum semptomlar1 ve ¢ok organli disfonksiyon ile karakterize fulminan

seyirli pnémoniler bildirilmistir.**

2.1.6. Acinetobacter baumannii’de antibiyotik direnci
Acinetobacter cinsi bakteriler, 1970'lerin baslarina kadar ampisilin, gentamisin,
minosiklin, nalidiksik asit gibi antibiyotiklerin ¢oguna karsi duyarli bulunmustur.
Nozokomiyal Acinetobacter enfeksiyonlari basarili bir sekilde tedavi edilirken, 1971 ve

1974 yillar1 arasinda bu ajanlara kars1 direng oranlarinda artis fark edilmeye baslanmistir.
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Aslinda, bir¢ok Acinetobacter, aminopenisilin, ureidopenisilin, dar spektrumlu
sefalosporinler (sefalotin), sefoksitin, kloramfenikol ve tetrasiklin gibi antibakteriyel
ilaglarmn klinik olarak erisilebilir seviyelerine direng gostermektedir. Fakat genis
spektrumlu sefalosporinler (sefotaksim, seftazidim), imipenem, amikasin, tobramisin ve
siprofloksasin gibi antibiyotikler igin, duyarlilik bir siiredaha devam etmistir.* Zamanla, bu
antibiyotiklerin de MiK degerlerinde artis meydana gelmis, 1980'lerde pek ¢ok antibiyotik
grubuna direng gelismistir ve 1990'larin baslarina kadar imipeneme direngli izolatlar ortaya
cikmistir. Imipenem direnci, Acinetobacter enfeksiyonlarinda en giivenilir tedavi
secenegini ortadan kaldirdigi i¢in endise verici olarak yorumlanmistir. Karbapenemlere
direngli A. baumannii izolatlarinin siklikla aminoglikozid ve florokinolonlara kars1 da
direncli olmustur. Cogu izolat kolistine duyarli kalmistir, fakat karbapenem direngli
Acinetobacter enfeksiyonlarinda yaygin kullanimi nedeniyle kolistine direngli izolatlar

giderek artmaktadir.”

Giderek direngli hale gelen Acinetobacter spp. i¢in antimikrobiyal direncin derecesini
tammlamak iizere; ¢oklu ilaca direngli (CID), yaygin ilaca direncli (YID) ve tiim-ilaglara
direncli (PDR) gibi cesitli tanimlamalar kullanilmistir. CID Acinetobacter spp. en az ii¢
antimikrobiyal ila¢ sinifina kars1 direngli olanlar i¢in kullanilmistir, 6rn. tiim penisilinler ve
sefalosporinler, fluorokinolonlar ve aminoglikozitler. CID’in bir baska tanimu ise, bes ilag
smifinin (ampisilin-siilbaktam, anti-psédomonal sefalosporinler (seftazidim veya sefepim),
anti-psédomonal karbapenemler (imipenem veya meropenem), florokinolonlar
(siprofloksasin veya levofloksasin) ve aminoglikozidler (gentamisin, tobramisin veya
amikasin))en az tigiine diren¢ olmasidir. Karbapenem direnci ile birlikte sadece bir veya iKi
antibiyotige (kolistin/tigesiklin) duyarli olan izolatlar YID Acinetobacter spp. olarak
tanimlanmustir. Son olarak, PDR Acinetobacter spp. mevcut tiim antibiyotiklere direngli

Acinetobacter izolatlarini belirtmek icin kullanilmistir.*

A. baumannii, bir¢ok antibiyotige kars1 kendiliginden direngli olmakla birlikte yeni
direng mekanizmalari igin 6zellikle de antibiyotik direng genlerinin kazanilmasi ile ilgili
olagantistii bir yetenege sahiptir. Plazmid, transpozon ve integronlarin bu direng genlerinin
tasinmasinda 6nemli katkis1 bulunan faktérler oldugu gosterilmistir." Fransa’da epidemik
CID A. baumannii AYE susunun genomunda, 52 direng geninden 45’ini iceren, bugiine

kadar bilinen en biiyiik (86-kb) direng geni adasi (AbaR1) tanimlanmustir.** Coklu ilag disa

12



atim pompalarinin biiyiik bir kismi, CID A. baumanni izolatlarmin genomunda
kodlanmaktadir." CID A. baumannii'de en ¢ok iliskilendirilen disa atim pompa sistemi,
AdeABC, AdeFGH ve AdelJK olmak tizere ii¢ farkli iiyesi bilinen Resistance-Nodulation-
Division (RND) ailesine ait pompalar olmustur.** RND tipi pompalar, aminoglikozidler,
kinolonlar, tetrasiklinler, kloramfenikol, eritromisin ve trimetoprimdahil birgok
antibiyotige diren¢ gelisiminden sorumlu tutulurken, son zamanlarda yeni tanimlanan
¢oklu ilag¢ disa atim pompasi AdeM’nin substrat profili, fluorokinolonlarla sinirl gibi

g('jriinmektedir.1

A. baumannii’de antibiyotik direnci temel olarak; antimikrobiyal inaktive edici
enzimler, disa attm pompalari, OMP ve penisilin baglayan proteinlerde (PBP) degisiklikler

ile meydana gelmektedir.
2.1.6.1. p-Laktam Antibiyotiklere diren¢

A. baumannii’nin beta-laktam antibiyotiklere kars1 direncin ana mekanizmasi
kromozom ya da plazmid tarafindan kodlanan beta-laktamaz iiretimi olarak bildirilmistir.**
Beta laktamazlar; Ambler sinif A, Ambler sinif B (metallo-p-laktamaz), Sinif C -
laktamazlar ve Ambler sinif D (oksasilinazlar) olmak iizere dort grupta toplanmistir.*
Ambler sinif A’da yer alan p-laktamazlarin, ampisilin, karboksipenisilinler ve
tireidopenisilinlere direng gelisimi ile iligkili fakat genis spektrumlu sefalosporinler ve
karbapenemlere kars1 aktif olmadig1 belirtilmistir.** italya ve Hollanda'dan TEM-92 ve
116, Cin ve Hollanda'dan SHV-12, Japonya ve Bolivya'dan CTX-M-2 ve CTX-M-43,
Fransa'dan VEB-1, Bel¢ika ve Arjantin'den (VEB-1a), Fransa, Tiirkiye, Belgika, Romanya
ve Kore'den PER-1, Amerika Birlesik Devletleri ve Arjantin'den PER-2 -laktamaz

bildirimleri olmugtur.

Giliniimiizde A. baumannii klinik izolatlarinin gogu, {igiincii kusak (sefotaksim,
seftazidim) ve dordiincii kusak (Sefepim) dahil olmak tizere, sefalosporinlere karsi direngli
bulunmaktadir.® A. baumannii, Ambler siif C’de yer alan ve Acinetobacter derived
cephalosporinases’ (ADCs) olarak da bilinen AmpC B-laktamazlar1 dogal olarak
tiretmektedir. Diger gram-negatif organizmalarin aksine A. baumannii AmpC B-laktamazi,
indiiklenebilir degildir.? ® Bu enzimlerin, aminopenisilinler ve birinci kusak

sefalosporinleri hidrolize ettigi vebazal seviyede eksprese edildiginde genis spektrumlu
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sefalosporinlerin etkinligini azaltmadigi goriilmistiir. AmpC geninin iist kisminda, ISAbal
olarak bilinen insersiyon sekansinin varlii, genis spektrumlu sefalosporin (sefotaksim ve
seftazidim) direncine yol acan yiiksek diizeylerde beta laktamaz tiretimi ile

sonuglanmaktadir." Karbapenemler ve sefepim bu enzimden etkilenmemektedir.?

A. baumannii karbapenem direncinin en énemli mekanizmasi, kromozomal veya
kazanilmis karbapenemaz iiretimi olarak bildirilmistir.> Karbapenemaz aktivitesine sahip
olan beta laktamazlar, serin oksasilinazlar (Ambler sinift D OXA tipi) ve Ambler sinifi
B’de yer alan metallo-B-laktamazlardir(MBL).2 MBL, aktif bdlgesinde katalizlemeye
yardimer metal iyonu (genellikle ¢inko) tasiyan ve aztreonam digindaki tiim p-laktam
antibiyotikleri hidrolize eden enzim grubudur. VIM, IMP ve NDM gibi enzimleri i¢eren
MBL, genellikle bakteriler arasinda kolaylikla aktarilan mobil genetik elemanlar iizerinde
yer aldiklarindan, énemli bir tehdit olusturduklar: diisiiniilmektedir.! Son yillarda en cok
ilgilenilen MBL, NDM-1 olup NDM-1 iireten karbapenem direngli A. baumannii, 2011'den

beri iilkemiz dahil birgok iilkede tanimlanmugtir.> *°

Ambler sinifi D’de yer alan OXA tipi -laktamazlar, karbapenem direncine yol acan
diger enzimlerdir. OXA-51 grubu (OXA-51, -64, -65, -66, -68, -69, -70, -71, -78, -79, -80,
ve -82) karbapenemazlar, A. baumannii dogal olarak iiretilmektedir. Diisiik seviyede
eksprese edilmesine ragmen AmpC’de oldugu gibi ISAbalinsersiyon sekansinin eklenmesi
ile karbapenem direncine yol acabilmektedir.” A. baumannii’de ilk izole edilen OXA tipi
enzim, (baslangicta ARI-1olarak adlandirilan) OXA-23’tiir. Ardindan farkli oksasilinazlar
saptanmis ve birbirine genetik olarak benzeyenler ile grup olusturulmustur.? Diinya
capinda Clone 2 izolatlarinin {irettigi en yaygin grup olanOXA-23, ve OXA -40, -58, -143
ve -235 gruplari dahil olmak tizere A. baumannii'de bes biiyiik OXA grubu karbapenemaz

bildirilmistir.’

B-laktam direncine neden olan diger mekanizmalar; dis zar proteinlerindeki (OMP)
degisiklikler, penisilin baglayan proteinlerin afinitesindeki veya ekspresyonundaki
degisiklikler ve coklu ilag disa atim pompalar1 yer almaktadir.? Dis zarda 29 kDa'lik bir
protein olan CarO'nun kaybinin imipenem ve meropenem direnci ile iligkili oldugu
kamitlanmustir.! Penisilin baglayici protein-2(PBP2)'nin azaltilmis ekspresyonu, A.
baumannii kars1 intrinsik aktiviteye sahip olan siilbaktam i¢in diren¢ gelisimine neden

olmaktadir.®
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2.1.6.2.  Aminoglikozid direnci

Aminoglikozid direnci, ¢ogunlukla ¢esitli aminoglikozid modifiye edici enzimler ile
meydana gelmektedir. CID A. baumannii izolatlarinda, asetiltransferazlar,
niikleotidiltransferazlar ve fosfotransferazlar dahil olmak {izere birgok ana enzim siniflar
saptanmustir.” # Son zamanlarda diinya ¢apinda Klon2 izolatlar1 arasinda yaygin olarak
goriilen diger bir aminoglikozit diren¢ mekanizmasi, 16S ribozomal RNA metiltransferaz
(6zellikle ArmA) tiretimi bildirilmistir. ArmA, aminoglikozidlerin hedef bolgeye
baglanmasini engelleyerek, gentamisin, tobramisin ve amikasin direncine neden
olmaktadir.” > Ayni zamanda aminoglikozidlerin (gentamisin ve kanamisin), cogul ilag

direncinde rol alan MATE ailesine ait AbeM pompasinin substratlari oldugu bildirilmistir.?
2.1.6.3.  Florokinolon direnci

Florokinolon direncinin temel nedeni, gyrA ve parC genlerindeki mutasyonlar yoluyla
DNA giraz veya topoizomeraz IV yapisindaki degisimlerdir. Bununla birlikte, kinolonlar
da, AdeABC ve AdeM pompalar1 dahil olmak iizere ¢oklu ilag diga atim pompalari igin

substrat olma 6zelligi tasimaktadir.™ .
2.1.6.4. Tetrasiklin ve tigesiklin direnci

Ribozomu tetrasiklin etkisinden koruyan tetM geni tarafindan kodlanan ribozomal
koruma proteiniile birlikte transpozon aracili disa atim pompalar1 TetA ve TetB, tetrasiklin
direncinde rol almaktadir. Tetrasikline 6zgii disa atim pompalarindan ayr1 olarak, AdeABC
pompast da hem tetrasiklin hem de de tigesiklini substrat olarak kullanmaktadir."

2 AdeABC disa atim pompalarinin asir1 ekspresyonu, tigesiklin duyarliliginin azalmasi ile
iliskilendirismis ve AdeB geninin inaktivasyonuile, tigesiklin MIK degerlerinde belirgin

bir diisiis oldugu (4 g/I'den 0,5 g/ml) gosterilmistir.*®
2.1.6.5. Kolistin direnci

A. baumannii'de kolistin direncinin iki ana mekanizmasi, LPS tabakaya katyonik grup
eklenmesi ve LPS iiretiminin tamamen kaybedilmesi olarak bildirilmistir.*” LPS tabakada
degisiklik i¢in; pmrB'de en az bir aminoasit degisimi ve pmrA ve pmrB genlerinin artmis

ekspresyonu gerekmektedir. LPS tabakanin tamamen kaybi, lipit A biyosentezinde gorevli
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IpxA, IpxC ve IpxD genlerinin inaktivasyonu ile meydana gelmektedir. LpxA ya da IpxC
gen bolgesindeki insersiyon sekansi ISAball, LPS kaybi ve yiiksek seviyede kolistin

direnci ile iliskili bulunmustur.*®

2.2. Biyofilm

Biyofilm, canli veya cansiz bir ylizeye yapismis ve polisakkarit, protein, niikleik asitleri
igeren polimerik matriks ile kapli birbiri ile yakin temasta olan mikroorganizmalarin
olusturdugu bir topluluktur.® *® Biyofilmler, matriks i¢indeki kanallar vasitasiyla sivilari ve
besinleri pompalayan ilkel bir dolasim sistemini kullanarak dokulara benzer bir sekilde
islev gormektedir. Mikroorganzimalar biyofilmler sayesinde konak immiin yanitindan ve

antimikrobiyallerin saldirisindan korunmus olur.™®

2.2.1. Biyofilm olusumu

Biyofilm olusumu birkag¢ basamakta (1. Cizim) meydana gelmektedir:

1. Mikroorganizmanin yiizeye tutunmasi: Mikroorganizmalar, yiizeyde organik
ve/veya inorganik madde varhiginda yiizeye geri dontistimlii olarak tutunur. Bu evrede
bakteri yiizeyi ile tutunulan ylizey arasindaki elektrostatik veya fiziksel etkilesimler ve

bakterinin hareketi rol oynamaktadir.

2. Geri doniisiimsiiz tutunma: Mikroorganizmanin hiicre zarindaki proteinlerin uyarimu ile
yiizeye tutunan bakteriler ekzopolisakkarid yapida madde sentezlemeye baslamaktadir. Bu
sayede bakteriler birbirine ve yiizeye iyice tutunmus olmaktadir.

3. Kolonizasyon: Yiizeye tutunan bakteriler, boliiniip gogalarak mikrokoloniler
olusturmaktadir. Bu mikrokolonilerin iizerine de ortamdaki planktonik bakteriler yapisarak

kolonizasyon saglanmaktadir.

4. Kopma: Biyofilm olustuktan sonra bakteride genetik diizenlenme sonras1 hareketi
saglayacak olan flajellalar sentezlenmekte ve iist tabakadan kopmalar ger¢eklesmektedir.
Kopan planktonik bakteriler yeni biyofilm odaklarini olusturmaktadir.

Bu siireg bir déngii halinde devam etmektedir.*®
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1. Cizim. Biyofilm olusum basamaklar1.*®

Planktonik hiicreler

~
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matriks olusumu
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©
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2.2.2. A.baumannii’de biyofilm olusumunun diizenlenmesi

Bakteriyel biyofilm baslangici ve gelisimi igin, bakteriyel hiicrelerin bir yiizeye
tutunmasi haricinde hiicrelerin siki bir diizenlemeye tabi tutuldugu oldukea diizenli bir dizi
molekiiler olay ger¢eklesmektedir. Bakteri yapisal bilesenleri (pili ve flagella), bakteriyel
yiizey bilesenleri (adezinler, dis membran proteinleri), makromolekiiler sekresyonlar
(polisakkaritler, niikleik asitler vb.) ve ¢evreyi algilama sistemi (QS), biyofilm olusumunu
etkileyebilecek en yaygin faktorlerdir. Bunlara ek olarak, iki bilesenli diizenleyici sistemler
ve bazi transkripsiyon diizenleyici aglarin, ¢esitli biyofilm ile iliskili gen tiriinlerinin
ekspresyonundan sorumlu olduklari bilinmektedir.’

Biyofilmin genetik diizenlemesi tizerinde ilk ¢aligmalar, CSUA/BABCDE saperon sistemi
ile ilgilidir. Bu saperon sisteminin aracilik ettigi Csu pilus tiretiminin, A. baumannii ATCC
19606T susu i¢in abiyotik yiizeylere baglanma ve mikrokolonilerin olusumunu baslatarak
biyofilmin tam gelisimi i¢in gerekli oldugu gosterilmistir.?’ Adezinleri kodlayan csuE
geninin inaktivasyonu, biyofilm olusumunun yani sira pili iiretiminin de ortadan
kalkmasina neden olmustur.” CsuA/BABCDE operonunun ekspresyonu, bfmS tarafindan
kodlanan sensor kinaz ve bfmR tarafindan kodlanan yanit diizenleyiciden olusan iki

bilesenli sistem tarafindan diizenlendigi bulunmustur.?® BfmR'nin inaktivasyonu,
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CsuA/BABCDE operonunun ekspresyon kaybina ve plastik {izerinde pili liretiminin ve
biyofilm olusumunun ortadan kalkmasina neden olmustur. BfmS sensor kinaz geninin
inaktivasyonu ile biyofilm olusumu ortadan kaldirilamamus fakat azalmasi saglanmistir.>

Birgok farkli protein, hiicre-yiizey ve hiicre-hiicre adezyonunu destekleyerek hem
biyotik hem de abiyotik yiizeylerde biyofilm olusumunda énemli bir rol oynamaktadir.
Bunlardan biri de 38 kDa agirliginda trimerik bir porin olan dis membran proteini
OmpA’dir. OmpA, A.baumannii’nin plastik yiizeylere tutunma asamasinda ve hem insan
epitel hiicreleri hem de Candida albicans filamentleri ile etkilesiminde rol oynamaktadir.?®
A. baumannii bap geni, Staphylococcus aureus'ta tanimlanmis Bap proteini ile benzer
bityiik bir yiizey proteinini kodlamaktadir.”® Bap’in mutasyonel olarak kaybedildigi
suslarda, cam {izerinde olusan biyofilmlerin hacim ve kalinliginin azaldig gérﬁlmﬁstﬁr.zo
Biyofilmin elektron mikroskobu analizleri, polipropilen, polistiren ve titanyum dahil olmak
tizere tibbi cihaz yiizeylerinde ii¢ boyutlu biyofilm yapisi ve igerisindeki kanal formasyonu
icin Bap’in gerekli oldugunu gostermistir.”? Benzer ¢alismalarda Bap'm,
mikroorganizmanin hiicre ylizey hidrofobikligini arttirarak, insan bronsiyal epitelyal
hiicreleri ve insan neonatal keratinositlerine olan adezyonunu arttirdig: da gosterilmistir.?

A. baumannii klinik izolatlarinda biyofilm gelisimi ve olgunlagmasi i¢in PNAG
salgilamaya kapasitesi de 6nemlidir. PNAG, dort gen kiimesi tarafindan (pgaABCD)
kodlanir ve biyofilm ekzopolisakkarid matrisinin ana bilesenidir.”®

A. baumannii'nin biyofilm olusumunu etkileyen bir diger mekanizma ise gevreyi
algilama sistemidir (QS). QS sayesinde hiicre dis1 sinyalleri algilayip biyofilm olusumunu
yonlendirmektedir. A. baumannii M2 susu, abal otoindiikleyici sentez geninin bir tiriinii
olan agil-homoserin lakton (AHL) molekiilii iretmektedir. Abal geni inaktive edilmis
mutant suslarda, biyofilm % 30-40 oraninda azalmistir. Ortama saflastirilmis M2 AHL nin
ekzojen olarak eklenmesi ile, mutant suslar biyofilm olgunlasmasint geri kazanmistir. Bu
arastirma ile Abal gen tiriinlerinin biyofilm olusumunun son asamalarinda rol oynadigi
gosterilmigtir. Hiicre yogunluguna gore bakteriyel hiicreler arasindaki iletigim, A.

baumannii biyofilminin olgunlagmasinin bir pargasi oldugu gériilmektedir.9

2.3. Molekiiler tiplendirme yontemleri
Mikroorganizmalarin molekiiler yontemlerle tiplendirilmesi, hastane enfeksiyon kontrol

programlarinin 6nemli bir par¢asini olusturmaktadir. Epidemiyoloji ve klinik mikrobiyoloji
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laboratuvari igbirligi ile, belirli bir patojenin meydana getirdigi enfeksiyon kiimesi
tanimlanmis olmaktadir. izolatlar arasi klonal iliski, uygun tiplendirme yéntemleri

kullanarak ortaya konmaktadir.”®

Uygun tiplendirme yonteminin belirlenmesinde, performans ve uygunluk etkili faktorler
olmaktadir. Yontemin performansi; ayrim giicii, stabilite, epidemiyolojik uyum ve
tekrarlanabilirliktir. Uygunluk kriterleri arasinda da hizlilik, kullanim kolayligi, maliyet,
esneklik, erisilebilirlik ve bilgisayarli analizlere ve elektronik veritabanlarina yatkinlik
bulunmaktadir. Molekiiler tiplendirme yontemleri; amplifikasyon tabanli (REP-
RZR,RAPD), fragman (parga) tabanli (PFGE), dizileme tabanli (MLST) ve genomik
tabanli yontemler (WGS) olarak dort genis kategoriye ayrilabilir.”

Son yillarda, bakteriyel tiplendirme, fenotipik yontemlerden molekiiler yontemlere ve
daha yakin zamanda genomik yontemlere kaymustir. Dizilemeye dayali tiplendirme
yontemlerinden multilokus sekans tiplendirme (MLST) ve tiim genom dizileme (Whole-
genome sequencing, WGS), farkli cografyalardan elde edilen izolatlarin da
karsilastirilmasina firsat sagladigindan referans yontemler olarak kullanilmaktadir. WGS
kullanimi1, zahmetli, zaman alici, maliyetli olmasindan ve uzman eksikliginden
dolayisinirhidir. Sonug olarak, PFGE, REP-PZR ve MLST, en yaygin olarak kullanilan

genotiplendirme yé')nternleridir.7

2.3.1. REP-PZR

REP-PZR, tekrarlayan dizilerin bakteriyel genomdaki dagilimini kullanan PZR tabanli
bir tiplendirme yontemidir. Bu tekrarlayan diziler arasinda yer alan DNA fragmanlari,
tekrar eden bélgelere komplementer primerler ile cogaltilmaktadir.> izolatlar arasinda
tekrarlayan bolgelerin sayis1 ve konumu farkli oldugundan PZR sonrasitipe 6zgii bant
proﬁliolusmaktadlr.53 PZR sonrasi bantlarin goriintiilenmesi i¢in agaroz jel elektroforezi
kullanilmaktadir ancak daha yliksek hassasiyet i¢in poliakrilamid jeller veya kapiller
elektroforez de kullanilabilir. Az sayida izolat analiz edildiginde ve bant profilleri
karmasik olmadiginda, goz ile degerlendirme yapilabilmektedir. Birden fazla jelin analiz
edilmesi ve karsilastirilmasi1 gerektiginde, bilgisayar destekli analiz programlari

gerekmektedir.>

2. Cizim. REP-PZR ve bilgisayar destekli analize genel bakis.>
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DNA iznlasyonu PZR ile ¢ogaltilmasi Elektroforez Jel goriintiisiiniin taranmasi alizi belirlenmesi
analizi

REP-PZR, en yaygin kullanilan ve teknik agidan en iyi dogrulanmig amplifikasyon
temeli tiplendirme yontemidir.” Kullanim kolayhig1, hizl olusu, yiiksek ayirim giicii ve ¢ok
sayida izolat ile ¢alisilabilmesi nedeniyle sik kullanilan tiplendirme yontemlerinden
birisidir.>® REP-PZR’mn dezavantajlarindan biri, agaroz jel elektroforezinin kullamImasidir.
Farkli elektroforez sistemlerinin farkli zamanlarda kullanimina bagl olarak, bant
profillerinde yorumlama problemleri olabilmektedir. Bu da laboratuvarlar aras1 REP-PZR

uygulamasinin tekrarlanabilirligi snirlanmaktadir.>* %

2.3.2. MLST
1998 yilinda tanimlanan MLST, Klonal iliski vepopiilasyon yapisini incelemek i¢in
kullanilan enkabul goren tiplendirme yontemlerinden biridir. Temel metabolik siirecte
gorevli yedi adet (housekeeping) geni hedeflemektedir. Her birgenin i¢ kisimlarinin
(internal fragmanlar1) PZR ile ¢ogaltilmasi ardindan dizi analizi yapilmaktadir.
Uluslararasi veri tabaninda, bir genin her farkli dizilemesi, farkli bir allel tipine isaret
53, 54,

etmektedir. Yedi genin allel tipi kombinasyonu, izolatin sekans tipini belirlemektedir.

%0 Asagida MLST yontemini anlatan 3. Cizim yer almaktadir.
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3. Cizim. MLST yéntemi.”’

FIR Sekanslama Allel belirleme ST belirleme

—y

mp ccoc. Hp ST239

izolat DNA

PIR iiriinleri Allel sekansi Allel profili Sekans tipi (ST)

A. baumannii i¢in; iki MLST plan1 gelistirilmistir. Bunlardan ilki Oxford MLST (gltA,
gyrB, gdhB, recA, cpn60, gpi, rpoD, ikinci sema Pasteur MLST (cpn60, fusA, gltA, pyrG,
recA, rplB, rpoB) olup her ikisinin de veri tabant MLST Pasteur/Oxford web sitesinde
mevcuttur. Iki sema da kullanilmakta olup, bir¢ok ¢alisma Oxford semasindaki gyrB ve gpi
lokusunun filogenetik agaglarda gozlenen uyumsuzluklar nedeniyle gereksizligini
vurgulamaktadir.>

Ayrim giicii yiikksek olmasi, dizi analiz verilerinin agik olmas1 veelektronik olarak
saklanabilmesi MLST yontemini avantajli kilmaktadir. Ayni zamanda farkli cografyalarda
ve farkli laboratuarlarda elde edilen izolatlarin karsilastirilmasina imkan saglamaktadir.
Cogunlukla uzun vadeli kiiresel epidemiyoloji ve siirveyans ¢aligmalarinda kullanilmakla
birlikte kisa siireli epidemilerde de faydali olmaktadir. Fakat dizileme gerektirdiginden

izolat sayis1 fazla olan ¢aligmalarda maliyetli olmas1 dezavantaj larindandir.>® >*
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Besiyerleri ve ayraclarin hazirlanmasi

3.1.1. Luria Bertani buyyon
Ticari olarak satilan toz besiyeri, Difco LB (Luria-Bertani) Broth, Miller (BD, Fransa),
iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda hazirlanmistir. Besiyeri, eritildikten sonra cam
tiiplere ii¢ ml hacimde dagitilip, agizlar1 pamuk ile kapatilmistir. Otoklavda 121°C’de 1
atm basing altinda 15 dakika steril edilmis, kullanim zamanina kadar +4 °C’de

saklanmistir.

3.1.2. MacConkey agar

Ticari olarak satilan toz besiyeri, MacConkey Agar (Merck, Almanya), iiretici firmanin
talimatlar1 dogrultusunda hazirlanmstir. Besiyeri, 121°C’de 1 atm basing altinda 15 dakika
steril edilmistir. Sicaklig1 45-50°C’ye diistiigiinde, aseptik sartlarda 20°ser ml besiyeri,
petri kaplarma dokiilmiistiir. Katilagtiktan sonra kullanim zamanina kadar +4°C’de

saklanmustir.

3.1.3. Mueller — Hinton agar (MHA)

Ticari olarak satilan toz besiyeri, Mueller — Hinton agar (Merck, Almanya), iiretici
firmanin talimatlar1 dogrultusunda hazirlanmistir. Besiyeri, 121°C’de 1 atm basing altinda
15 dakika steril edilmistir. Sicaklig1 45-50°C’ye diistiigiinde, aseptik sartlarda derinligi
yaklasik 4 mm (milimetre) olacak sekilde 22 ml hacimde besiyeri, petri kaplarina

dokiilmiistiir. Katilastiktan sonra kullnim zamanina kadar +4°C’de saklanmistir.

3.1.4. Mueller — Hinton Buyyon (MHB)

Ticari olarak satilan toz besiyeri, Mueller — Hinton Broth (Merck, Almanya), {iretici
firmanin talimatlar1 dogrultusunda hazirlanmistir. Besiyeri, 121°Cde 1 atm basing altinda

15 dakika steril edilmis, kullanim zamanina kadar +4 °C’de saklanmistir.

3.1.5. Triptik soy agar (TSA)

Ticari olarak satilan toz besiyeri, Tryptic Soy Agar (Merck, Almanya), iiretici firmanin
talimatlar1 dogrultusunda hazirlanmgtir. Besiyeri, 121°C’de 1 atm basing altinda 15 dakika

steril edilmistir. Sicaklig1 45-50°C’ye diistiigiinde, aseptik sartlarda 20’ser ml besiyeri,
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petri kaplarma dokiilmiistiir. Katilastiktan sonra kullanim zamanina kadar +4°C’de

saklanmistir.

3.1.6. Glukoz (%1) iceren Triptik soy buyyon (TSB)
Ticari olarak satilan Tryptic Soy Broth (Merck, Almanya) toz besiyeri, iiretici firmanin
talimatlar1 dogrultusunda hazirlanmistir. Besiyerinin {izerine, hacimde agirlik¢a % 1
oraninda glukoz eklenmistir. 121°C’de 1 atm basing altinda 15 dakika steril edilmis,

kullanim zamana kadar +4 °C’de saklanmustir.

3.1.7. Gliserol (%15) igeren triptik soy buyyon

Ticari olarak satilan Tryptic Soy Broth (Merck, Almanya) toz besiyeri, iiretici firmanin
talimatlar1 dogrultusunda hazirlanmistir. Besiyeri toplam hacminin %15°1 kadar gliserol
(Merck, Almanya), eklenmistir, toplam su hacminden diisiiriilmiistiir. Besiyeri, 121°C’de 1
atm basing altinda 15 dakika steril edilmis, ardindan steril 1.5 ml’lik ependorf tiiplerine bir

ml hacimde besiyeri paylastirilmistir. Kullanim zamanina kadar +4 °C’de saklanmustir.

3.1.8. Ug sekerli besiyeri

Ticari olarak satilan toz besiyeri, Triple Sugar Iron (TSI) Agar (Merck, Almanya),
tiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda hazirlanmistir. Besiyeri, eritildikten sonra, cam
tiiplere 10 ml hacimde dagitilip, agizlar1 pamuk ile kapatilmistir. 121°C’de 1 atm basing
altinda 15 dakika steril edildikten sonra, iigte biri dipte, kalan kismi yatik olacak sekilde

katilasmaya brrakilmistir. Kullanim zamania kadar +4 °C’de saklanmustr.
3.1.9. Siilfit — indol — hareket besiyeri

Ticari olarak satilan toz besiyeri, Sulfide — Indol — Motility (SIM) Medium (Merck,
Almanya), tiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda hazirlanmistir. Besiyeri, eritildikten
sonra, cam tiiplere 5 ml hacimde dagitilip, agizlar1 pamuk ile kapatilmigtir. 121°C°de 1 atm
basing altinda 15 dakika steril edildikten sonra, dik olacak sekilde katilasmaya

birakilmistir. Kullanim zamanina kadar +4 °C’de saklanmustr.

3.1.10. Oksidaz Ayraci
Tetrametil parafenilen diamin hidrokloridin saf suda % 0.5 oraninda ¢6ziilerek oksidaz

ayract hazirlanmistir. Isikla temasi kesilerek -20 °C’de saklanmistr.
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3.2. Tampon ¢ozeltiler ve kimyasallarin hazirlanmasi

3.2.1. Steril fosfat tamponu
Steril fosfat tamponu hazirlamak i¢in, ticari olarak satin alinan Phosphate Buffered
Saline tabletleri (MP Biomedicals, ABD) kullanilmistir. Her tablet 100 ml saf su igerisinde
coziildiikten sonra 121°C’de 15 dakika steril edilmistir.

322, XTT
Ticari olarak temin edilen XTT (2,3-Bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium-5-carboxanilide salt) (Biomatik, Tiirkiye), 1 mg/ml konsatrasyonunda steril
fosfat tamponu igerisinde ¢oziilmiistiir. Vorteks yardimi ile iyice karigmasi saglanmistir.
0,2 nm’lik filtreden gegirilerek sterilizasyonu saglanmistir. Isik gormeyecek sekilde -80°C’

de saklanmlstlr.58’ 5

3.2.3. Menadion
Ticari olarak temin edilen toz menadion, (Sigma, Almanya) (1 mM) aseton igerisinde
¢Oziilmiistiir. 0,2 nm’lik filtreden gegirilerek sterilizasyonu saglanmistir. Kullanim

zamaninina kadar -80°C’ de saklanmustir.

3.2.4. 0,5 McFarland Standardi
Baryum kloriir ¢ozeltisinden (0.048 mol/I’lik), 0,5 ml ve siilfiirik asit ¢dzeltisinden
(0,18 mol/I’lik) 99,5 ml alinarak karistirilmistir.

3.2.5. EDTA (pH 8.0)
Bes yiiz mililitre 0,5 M EDTA ¢6zeltisi hazirlamak i¢in; 73.06 g EDTA tartilip 450 ml
distile su igerisinde, manyetik 1siticida 65°C°de sodyum hidroksit (NaOH) eklenerek
¢oziilmiistiir. pH 8.0 oldugunda NaOH eklenmesi durdurup, son hacim 500 ml olacak

sekilde distile su ile tamamlanarak steril edilmistir.

3.2.6. Tris-Asetik Asit-EDTA (TAE)
Bir litre 50X TAE tamponu hazirlamak i¢in; 242 g Tris Base tartilarak, 750 ml distile
suda ¢oziilmiistiir. Uzerine 0,5 M EDTAdan 100 ml ve glasial asetik asitten 57,1 ml

eklenip bir litreye tamamlanmigtir. Kullanmadan 6nce 1/50 (1X) oraninda seyreltilmistir.
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3.3. Kalite kontrol suslari
Kalite kontrol amaciyla, biyokimyasal testler ve antibiyotik duyarlilik testlerinde
Escherichia coli ATCC 25922 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, PZR

reaksiyonlarinda ise A.baumannii ATCC 17978 susu kullanilmstir.

3.4. Calismada kullanmilacak izolatlarin secilmesi ve saklanmasi

Ekim 2016 ile Aralik 2017 tarihleri arasinda Kocaeli Universitesi Hastanesi Merkez
Laboratuvar1 Bakteriyoloji Birimi’ne gelen ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilip, MALDI-
TOF MS (BioM¢érieux, Fransa) ile tiir tanimlamasi ve Vitek-2 (BioMérieux, Fransa)
otomatize sistemi ile antibiyotik duyarlilik testleri yapilmis olan A. baumannii izolatlari
taranmustir. Izolatlarn biiyiik bir kismi1 CID oldugundan, antibiyotik duyarliliklarina gore
karsilastirma yapabilmek icin; CID izolatlar iki grupta (YBU izolatlar1 ve servis izolatlari),
CID olmayan izolatlar da ayr1 bir grupta toplanmistir. Her gruptan 30 olmak iizere
toplamda 90 A. baumannii izolati ¢aligmaya alinmistir. Her hastadan tek izolat ¢alismaya
alinmustir. Izolatlar ¢alisma zamanina kadar %15 gliserol igeren TSB igerisinde -80°C’de
saklanmustir.

Hastalara ait klinik bilgiler retrospektif olarak hastane bilgi yonetim sistemi iizerinden
arastirilmastir.

3.5. Saklamadan cikarilan izolatlarin tanimlanmasi
[zolatlar, -80°C°deki saklama besiyerlerinden MacConkey agara tek koloni diisiirme
yontemi ile ekilmistir. 35-37°C°de bir gece inkiibe edismis, tek diisen kolonilerden tekrar

TSA’ya pasajlanmigtir. Ertesi giin tireyen bakterilerin tanimlama testleri yapilmstir.

3.5.1. Uc sekerli besiyerinde fermentasyon testi

TSA’da iireyen kolonilerden biri igne 6ze yardimiyla agarin dip kisma batirma, yilizey
kismina ¢izgi ekim yapilmistir. Tiipler 35-37°C’de 18-20 saat inkiibasyona birakilmustir.
Inkiibasyondan sonra tiipler, gaz olusumu, seker fermentasyonu ve hidrojen siilfiir (H2S)

olusumu y6niinden degerlendirilmistir.

3.5.2. indol ve Hareket testi
TSA’da tlireyen kolonilerden, igne 6ze yardimiyla SIM besiyerinin ilk 4 mm’lik

kistmina batirma ekimi yapilip 35-37°C’de 18-20 saat inkiibasyona birakilmustir.
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Inkiibasyondan sonra tiipler, &nce hareket testi, ardindan indol reaksiyonu igin
degerlendirilmistir. Hareket testi i¢in, ilk okuma 4-6 saat sonra (hareketli nonfermentatif
basiller i¢in) ve ikinci okuma 24 saat sonra yapilmistir. Yalnizca ekim ¢izgisinde meydana
gelen iireme negatif, ¢izgiden disa yayilip bulaniklik olusturan lireme pozitif olarak
degerlendirilmistir. Indol testi i¢in, tiipiin kenarindan 4-5 damla Kovac’s Ayiraci
damlatilarak tabaka olusturulmustur. Birkag saniye i¢inde besiyerinin yiizeyi ile ayrag
arasinda kirmizi rengin olusmasi indol pozitif, renk degisikligi olusmamasi ise indol

negatif olarak degerlendirilmistir.*®

3.5.3. Oksidaz testi
Birka¢ damla oksidaz ayraci damlatilmis kurutma kagidi iizerine tahta gubuk yardimu ile
bakteri kolonilerinden siiriilmiistiir. Koyu mavi renk olugsmamasi negatif, on saniye iginde

koyu mavi rengin olusmasi pozitif reaksiyon olarak degerlendirilmistir."

3.5.4. Katalaz testi
Ticari olarak satilan %3 hidrojen peroksit (Aqua Med, Tiirkiye) kullanilmigtir. Lamda
koloniler {izerine birka¢ damla %3 hidrojen peroksit damlatilmistir. Hizli kdpiirme pozitif,

képiirme olmamasi negatif olarak degerlendirilmistir."®

1.Cizelge. A. baumannii tanimlamasinda kullanilan gesitli testler.

_g %)
Uc Sekerli Besiyeri N N T . g _ =
S 0§ i 3 3
X 5] 8 = = S <
(@] Y 1> = (@) T
Seker fermantasyonu Gaz  H,S s N
= S
) OO NN O +) (+) (+) ) Q)

A.baumannii

3.6. Antibiyotik duyarhlik testleri
Izolatlarin, kolistin duyarlilik testi i¢in s1vi mikrodiliisyon, trimetoprim siilfametoksazol
(SXT) duyalilik testi icin disk diifiizyon, diger antibiyotik duyarlilik testleri i¢in ise agar

diliisyon yontemleri kullanilmistir.
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3.6.1. Disk difiizyon testi

Bakterinin MHA besiyerinde hazirlanan taze pasajlarindan birkag koloni steril serum
fizyolojik i¢ine koyularak 0,5 McFarland Standardi bulanikliginda bakteri siispansiyonu
hazirlanmistir. Bakteri siispansiyonu, MHA yiizeyine esit dagilacak sekilde li¢ yonde steril
pamuklu ekiivyon ¢ubuk ile yayilmistir. Trimethoprim-sulphamethoxazole (Oxoid
1.25/23.75 pg) ve piperasilin tazobaktam (Oxoid 100/10 pg) diski, steril penset yardimi ile
agar ylizeyine yerlestirilmistir. Plaklar 35£1°C’de 16-20 saat inkiibe edildikten sonra zon
caplart mm cinsinden Olgiilerek 2.Cizelge’de belirtilen sinir degerlerine gore duyarli, orta
duyarl ve direngli olarak degerlendirilmistir. Kalite kontrol susu olarak Escherichia coli
ATCC 25922 kullanilmigtir.%*2

2. Cizelge. Acinetobacter spp. disk diflizyon sinir degerleri.

S Disk Icerigi Orta : .
Antibiyotik (ug) Duyarh > Duyarl Direncli<
Trimetoprim/ 1.25/23.75 14 11-13 11
Sulfametoksazol
Piperasilin/

Tazobaktam 100/10 21 18-20 18

3.6.2. Sivi mikrodiliisyon testi

S1vi mikrodiliisyon testi i¢in Colistin sulfatesalt (Sigma C4461- 100 mg, potens >
15.000 U) temin edilmistir. Kolistin potensi,*“CLSI ”6nerileri dogrultusunda 30,000 U,
%100 potens kabul edilerek hesaplandigindan, % 50 olarak kabul edilmistir.®

Tartilacak antibiyotik miktar1 asagidaki formiile gore hesaplanmistir;
Agirlik (mg): Hacim (ml) X Konsantrasyon (pg/ml) / Potens.*

Stok kolistin ¢ozeltisi (640 pg/ml) hazirlamak i¢in; 12,8 mg kolistin toz etken madde
tartilarak 10 ml steril distile su ile ¢oziilmiistiir. Test edilecek konsantrasyon, “EUCAST”
2018 Acinetobacter spp. duyarlilik sinir degerinin 3 diliisyon alt1 ve direng sinir degerinin

3 diliisyon tistiine ¢ikacak sekilde hesaplanmistir.
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Steril U tabanli mikroplaklara 100’er pl MHB dagitilmistir. Ilk kuyucukta olmasi
gereken kolistin konsantrasyonunun iki kat iist konsantrasyonundan 100 pl alinarak MHB
igeren ilk kuyucuga koyulmustur. Ardindan antibiyotigin seri diliisyonu yapilarak son
kuyucuktan 100 pl alinarak atilmistir. Steril serum fizyolojik icerisinde 0,5 McFarland
Standard1 bulanikliginda hazirlanan bakteri siispansiyonu 1/10 oraninda diliie edilmis ve
bakterinin son konsantrasyonu 5x10° olacak sekilde bakteri siispansiyonundan her
kuyucuga (sterilite kuyucugu hari¢) 5 ul olarak ekilmistir. Her plakta bir sterilite kontrolii
ve her bakteri icin bir lireme kontrolii ¢alisilmistir. Kalite kontrol susu olarak
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853kullanilmistir. Mikroplaklar 35°C de 16-20 saat
inkiibe edildikten sonra MiK (minimal inhibitdr konsantrasyon) degerleri okunmus ve
EUCAST 2018 sinir degerlerine gore > 2pug/ml duyarli ve < 2pg/ml direngli olarak

degerlendirilmistir.m’ 2

3.6.3. Agar diliisyon testi

Amikasin, gentamisin, siprofloksasin, levofloksasin, meropenem, imipenem ve

tigesiklin duyarlilik testleri i¢in agar diliisyon yontemi kullanilmigtir.

Antibiyotik stok ¢ozeltileri, 3. Cizelge’de gosterildigi sekilde hazirlanmistir. Icerdigi
yardimc1 maddelerden dolayi, imipenem potensi 0,5 ve meropenem potensi 0,69 alinarak

hesaplanmuistir.
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3. Cizelge. Antibiyotik stok ¢ozeltilerinin hazirlanmas.

Antibiyotik adi Stok Hazirlamsi

konsantrasyonu

Amikasin 1280 pg/ml 51 ul Amikasin (Amikozit 500 mg/2 ml,
Zentiva ) ¢Ozeltisi alinarak steril distile su
ile 10 mI’ye tamamlanmuistir.

Gentamisin 640 pg/ml 800 ul gentamisin (Genta 160 mg/2 ml,
[brahim Ethem Ulugay) c¢ozeltisi alinarak
steril distile su ile 10 ml’ye tamamlanmuistir.

Levofloksasin 640 pg/ml 1,28 ml levofloksasin (Lefox 500 mg/100
ml, VEM) c¢ozeltisi alinarak steril distile su
ile 10 mI’ye tamamlanmistir.

Siprofloksasin 640 pg/ml 3,2 ml siprofloksasin (Flotic 200 mg/100
ml, VEM) c¢ozeltisi alinarak steril distile su
ile 10 mI’ye tamamlanmastir.

Meropenem 640 pg/ml 9,26 mg meropenem (Meronem 1 g,
Astrazeneca) toz madde tartilarak 10 ml
distile su ile ¢Oziilmiistiir.

Imipenem 640 pg/ml 12, 8 mg imipenem (Tienam 500 mg, MSD)
toz madde tartilarak 10 ml steril distile su
ile ¢ozllmiistiir.

Tigesiklin (TG) 640 pg/ml 640 ul tigesiklin (Tygacil 50 mg/5 mi,

Pfizer) ¢ozeltisi alinarak steril distile su ile
10 ml’ye tamamlanmustir.

Antibiyotik stok ¢ozeltilerinden, steril distile su ile ¢ift kat seri diliisyon yapilip ara

konsantrasyonlar elde edilmistir. Sicaklig1 45-50°C’ye getirilmis, erimis durumdaki MHA

besiyerlerine (18 ml), uygun diliisyonlar (2 ml) eklenmistir. Agar ve antibiyotik

¢Ozeltisinin iyice karigmasi saglanmis ve besiyerleri katilasmaya birakilmistir. Steril serum

fizyolojik icerisinde 0,5 McFarland Standard1 bulanikliginda hazirlanan bakteri

stispansiyonlar1 1/10 oraninda diliie edilmis ve U tabanli mikroplaklara dagitilmistir.

Mikroplaklarda yer alan bakteri slispansiyonlari, replikator yardimai ile en diisiik

konsantrasyonda antibiyotik igeren agardan baslayarak antibiyotikli MHA besiyerlerine

inokiile edilmistir. Kalite kontrol susu olarak Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853




kullanilmistir. Mikroplaklar 35°C de 16-20 saat inkiibe edildikten sonra MIK degerleri
kaydedilmistir.%" %2

4.Cizelge. Acinetobacter spp antibiyotik MiK smir degerleri.®"

MIK simir degeri (ug/ml)

Antibiyotik
Duyarh (S) < Orta Duyarh (I) Direncli (R) >
Amikasin 8 16 16
Gentamisin 4 4
Siprofloksasin 1 1
Levofloksasin 0,5 1 1
Meropenem 2 4 8
imipenem 2 4 8
Kolistin 2 2
Tigesiklin* 2 4 8

*FDA kriterlerine gore degerlendirilmistir.

3.7. Biyofilm aktivitesinin saptanmasi

Izolatlarin biyofilm aktivitesi, XTT rediiksiyon analizi kullanilarak belirlenmistir.

3.7.1. Mikroplakta biyofilm olusturulmasi

[zolatlarin 24 saatlik taze pasajlarindan alinan koloniler, 25 ml %2’lik TSB’de bir gece
(16-24 saat) ¢alkalamali etiivde (170 rpm, 37°C) inkiibe edilmistir. Ertesi giin tiremeli
besiyeri santrifiij edilmis (3000 rpm, 4°C, 5 dk), 25 ml steril fosfat tamponu ile ii¢ kez
yikanmistir. Son yikamadan sonra %?2’lik TSB igerisinde 0,5 McFarland standard1
bulanikliginda bakteri siispansiyonu hazirlanmistir. Bakteri siispansiyonlarindan 100’er pl
aliarak mikroplaklara koyulmustur. Plaklar, 24 saat inkiibasyondan sonra 100 pl steril
fosfat tamponu ile ti¢ kez yikanmis ve kurumaya birakilmigtir. XTT ¢6zeltisinden 50 ml ve
menadion ¢ozeltisinden 4 ml alinarak ayri bir falkonda karistirilmistir. Bu karisimdan her
kuyucuga 100’er pl koyulmustur. Mikroplaklar, karanlik ortamda 37°C’de 3 saat inkiibe

edilmislerdir.”

3.7.2. Biyofilm aktivitesinin dl¢iilmesi
Mikroplak okuyucuda 450 nm'de okunan optik dansite degerlerine gore biyofilm
aktivitesi belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak A. baumannii ATCC 17978 susu, negatif
kontrol olarak steril TSB kullanilmistir. A. baumannii ATCC 17978 susunun absorbans
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degeri % 100 olarak kabul edilmis, diger izolatlar pozitif kontrole gore karsilastirmali
olarak zayif (% 50’nin alt1), orta (% 50-100) ve giicli (% 100’{in {istii) olarak

yorumlanmustir.

3.8. Deoksiriboniikleik Asit izolasyonu

Genotiplerin belirlenmesi ve biyofilm iliskili genlerin arastirilmasi amaci ile
gergeklestirilecek PZR i¢in DNA izolasyonu, kaynatma metodu ile gergeklestirilmistir.
Bakteriler saklamadan ¢ikarilirken ilk olarak tek koloni diisiirme yontemi ile EMB agara
ekilmistir. Bu kiiltiirden bir koloni, LB buyyona pasajlanarak 37°C’de 18-24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda bakteri siispansiyonundan 500 pl mikrosantrifiij tiipiine
alinmis 14000 rpm’de bes dakika santrifiijlenmistir. Dipteki pelete dokunmadan iistteki
besiyeri ¢ekilip 500 pl steril fosfat tamponu koyularak iki kez yikama islemi yapilmistir.
Son yikamadan sonra steril fosfat tamponu iyice ¢ekilip peletin lizerine 200 ul steril saf su
ilave edilmistir. Bakteri siispansiyonu, vorteks yardimi ile ¢oziildiikten sonra kuru 1sitict
blogunda (Eppendorf, ThermoStat Plus, Almanya) 95°C’de 10 dakika inkiibe edilmistir.
Siire sonunda mikrosantrifiij tiipleri buz iizerine alinip 1 dakika bekletildikten sonra, 14000
rpm’de 1 dakika santrifiijlenmistir. DNA iceren tist kisim steril bir mikrosantrifiij tiipiine

alimmistir. Elde edilen DNA, kullanim zamanina kadar -80°C’de saklanmustir.

3.9. Genotiplerin REP-PZR ile belirlenmesi

[zolatlar arasindaki klonal iligkinin arastirilmasi ve hastanemizdeki genotiplerin
belirlenmesi amaciyla REP-PZR yontemi kullanilmistir. Primerler i¢in, Bou ve ark.*nin
caligmasi referans alinmistir. Primer dizileri ve erime sicakligi (Tm) degerleri 5.

Cizelge’de gosterilmistir.

5. Cizelge. REP-PZR' de kullanilan primer dizileri ve erime sicakligi (Tm) degerleri.

Primer Cifti Primer Dizisi Erime sicakh@ (Tm) °C
REP -1 5’-IIIGCGCCGICATCAGGC-3’ 47°C
REP-2 5’-ACGTCTTATCAGGCCTAC-3’ 43 °C
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Liyofilize halde gelen her bir primer dizileri, firmanin 6nerileri dogrultusunda steril saf
su ile sulandirilarak 100 uM’lik stok primer ¢ozeltileri elde edilmis, kullanim zamanina

kadar -20°C’de saklanmustir.

REP-PZR karisimi, Luo ve ark.® caligmasindan optimize edilmistir. Ticari olarak satin
alinan Hot Start Green Master Mix (Promega M5122 GoTaq®, ABD) kullanilmistir. REP-
PZR karisimi igerisinde, G2 Hot Start Master karisimi, primer ¢ifti, kalip DNA ve steril
distile su (dH20) bulunmaktadir. PZR karisiminda her bir 6rnek i¢in kullanilan miktarlar
6. Cizelge’de gosterilmistir.

6. Cizelge. Genotiplerin belirlenmesinde kullanilan PZR karigima.

Reaktifler Bir 6rnek icin

Hot Start Green Master karisimi 12,5 pl

DMSO 2,5 ul

Primer (1 ¢ift) 2 pl (her birinden 1 pl)
Steril Saf Su 4 ul

Kalip DNA 2l

Toplam 25 ul

PZR i¢in hazirlanan karisim, dondurulup ¢6ziilme sayisini azaltmak ve kontaminasyon
riskini en aza indirmek i¢in 21 6rneklik karisimlar halinde hazirlanmistir. Kalip DNA’lar
eklenmeden hazirlanan toplam 483 pl karigim, 200 ul’lik mikrosantrifiij tiiplerine 23’er pl

paylastirilmistir. Son olarak karigimin tizerine izolatlara ait 2 pl kalip DNA eklenmistir.

Reaksiyon dongiileri Bou ve ark.*nin calismasindan optimize edilerek belirlenmistir.
PZR, 7.Cizelge’de belirtilen kosullarda iCycler (BioRad, ABD) marka thermal cycler’da
gergeklestirilmistir.
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7. Cizelge. REP-PZR dongii kosullart.

Aktivasyon 94 °C 5 dk

Denatiirasyon 94 °C 30sn

Primer baglanmasi 40 °C 45 sn 30 dongii
Uzama 72°C 2dk

Son uzama 72 °C 5dk

Sinirsiz bekletme 4°C o0

PZR {irtinlerinin goriintiilenmesi i¢in yatay jel elektroforezi kullanilmistir. Elektroforez
icin, Tris—Asetik asit-EDTA (TAE) tamponu igerisinde % 1°lik agaroz jel hazirlanmistir.
Temiz bir erlen igerisinde 30 ml 1X TAE tamponu igerisine 0,4 g agaroz (Peqlab,
Almanya) koyulup total hacim 1X TAE tamponu ile 40 m1’ye tamamlanmistir. Mikrodalga
firmda agaroz eriyinceye kadar 1sitilmus, jel sicakligi yaklasik 50-55°C ye diistiigiinde,
igerisine son konsantrasyon 1 pg/ml olacak sekilde 10 mg/ml’lik stok etidyum bromiir
sollisyonu eklenmistir. Taraklar elektroforez yatagina yerlestirilip, igerisine jel dokiilmiis
ve yaklasik 20-30 dakika katilagmas1 beklenmistir.

Jel katilastiktan sonra taraklar ¢ikarilarak, elektroforez yatagi ile birlikte tanka (Thermo
Scientific, ABD) yerlestirilmistir. Jelin iizeri kapanacak sekilde 1X TAE tamponu
eklenmistir. Jeller arasinda karsilastirma yapabilmek icin ilk kuyucuga 5 pl GeneRuler 1
Kb DNA Ladder (Thermo Scientific, ABD), diger kuyucuklara ise 20 pl 6rneklere ait PZR
iriinleri yiiklenmistir. Elektroforez tankinda 80 V’da 90 dakika yiiriitiilen 6rnekler,
GeneLine ImageSCI (Spectronics Corp., ABD) jel goriintiileme sisteminde

degerlendirilmistir. Goriintiiler tif formatinda kaydedilmistir.

REP-PZR profillerinin analizi i¢in, Phoretix 1D Pro (TotalLab Ltd) programi1
kullanilmistir. Unweighted pair group method with mathematical averaging (UPGMA)
metodu ve Dice benzerlik katsayisi isaretlenerek REP-PZR profillerinin dendrogrami

olusturulmus ve klonal gruplar belirlenmistir.
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3.10. Biyofilm ile iliskili genlerin PZR yontemi ile arastirilmasi
A.baumannii izolatlarinda, daha 6nceki ¢alismalarda biyofilm ile iliskilendirilmis bes
gen (bap, abal, ompA, bfmR, csuE) bolgesinin arastirilmasi i¢in PZR yontemi
kullanilmistir. Genlerin belirlenmesi i¢in yapilan PZR reaksiyonlarinda kullanilan primer

dizileri ve molekiiler agirliklari, 8. Cizelge’de gosterildigi gibidir.

8. Cizelge. Biyofilm ile iligkili genler PZR primer dizileri ve molekiiler aglrhklarl.51' 65-68
Primer Cifti Primer Dizisi Molekiiler Agirlik (baz ifti)
Bap-F TGCTGACAGTGACGTAGAACCACA 190 b
¢
Bap-R TGCAACTAGTGGAATAGCAGCCCA
OmpA-F GTTAAAGGCGACGTAGACG
578 bg
OmpA-R CCAGTGTTATCTGTGTGACC
Abal-F GGTTGGGAGTTGAACTGTCC
370 be
Abal -R AAACG TTCTACTCCAAGAGG
BfmR - F CACCATGAGCCAAGAAGAAAAG
f 750 be
BfmR - R GACCAACCTTATAGGAAG
CsuE-F CGTAAAGCTACTCATGTC
CSUE - R 810 bg
SUE — AAGTGCCTGATGTTCTGG

Biyofilm ile iliskilendirilmis dort farkli gen (bap, abal, ompA, bfmR) bolgesinin
arastirilmasi i¢in ¢oklu PZR, cSUE geninin arastirilmasi i¢in tekli PZR kurulmustur. Her bir

reaksiyon i¢in hazirlanan karigimlar 9. Cizelge’de gosterildigi gibidir.

9. Cizelge. Biyofilm ile iligkili genler PZR karigimu.

) Coklu PZR Tekli PZR

Reaktifler
(Bir ornek icin) (Bir ornek icin)

Hot Start Green Master karisim 12,5 ul 12,5 ul
Primer 8 ul (her birinden 1 pl) 2 pl (her birinden 1 ul)
Steril Saf Su 2,5 ul 8,5 ul
Kahp DNA 2 ul 2 ul
Toplam 25 ul 25 ul
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Reaksiyon dongiileri, primerlerin Tm degerlerine gore optimize edilmistir. PZR,
iCycler (BioRad, ABD) marka thermal cycler’da 10. ve 11. Cizelge’de belirtilen kosullarda
gergeklestirilmistir.

10. Cizelge. Coklu (bap, abal, ompA, bfmR) PZR dongii sartlar.

Aktivasyon 94 °C 5 dk

Denatiirasyon 94 °C 30sn

Primer baglanmasi 52 °C 45 sn 30 dongii
Uzama 72°C 2.dk

Son uzama 72 °C 5 dk

Sinirsiz bekletme 4°C 00

11. Cizelge. CsuE PZR dongii sartlari.

Aktivasyon 94 °C 5 dk

Denatiirasyon 94 °C 30sn

Primer baglanmasi 52 °C 45 sn 30 dongii
Uzama 72°C 2 dk

Son uzama 72 °C 5 dk

Sinirsiz bekletme 4°C 00

PZR iiriinlerinin goriintiilenmesi i¢in yatay jel elektroforezi kullanilmistir. Elektroforez
i¢in, daha Once tarif edildigi gibi TAE tamponu igerisinde % 1,5’lik agaroz jel
hazirlanmigtir. Jelin ilk kuyucuguna 5 pl GeneRuler 50 bp DNA Ladder (Thermo
Scientific, ABD), diger kuyucuklara da ayn1 miktarda drneklere ait PZR iiriinleri
yiiklenmistir. Elektroforez tankinda 90 V’da 45 dakika yiiriitiilen 6rnekler, GeneLine

ImageSCI (Spectronics Corp., ABD) jel goriintiileme sisteminde degerlendirilmistir.
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3.11. Sekans tiplerinin MLST ile belirlenmesi

REP-PZR analizi yapildiktan sonra, MLST igin; birisi kolistin direngli endemik genotipe

ait ii¢ izolat ve CID olup farkl1 genotiplerde yer alan dért izolat olmak iizere yedi izolat

secilmistir. Pasteur Enstitiisii tarafindan gelistirilmis MLST semasi kullamlmlsnr.69

Izolatlarin housekeeping genleri (fusA, gltA, pyrG, recA, cpn60, rpoB ve rplB) Pubmist

veritabaninda belirtilen primerler kullanilarak PZR ile ¢cogaltilmistir. Kullanilan primerler

ve housekeeping gen uzunluklar1 12. Cizelge’de yer almaktadir.

12. Cizelge. Housekeeping genlerin PZR reaksiyonunda kullanilan primer dizileri ve

molekiiler agirliklari.

Primer Cifti Primer Dizisi Molekiiler Agirhik (baz cifti)
cpn60- F ACTGTACTTGCTCAAGC
cpn60- R TTCAGCGATGATAAGAAGTGG #03be
fusA- F ATCGGTATTTCTGCKCACATYGAT
fusA R CCAACATACKYTGWACACCTTTGTT 633b6
glitA-F AATTTACAGTGGCACATTAGGTCCC
gitA-R GCAGAGATACCAGCAGAGATACACG #83be
pyrG - F GGTGTTGTTTCATCACTAGGWAAAGG
pyrG-R ATAAATGGTAAAGAYTCGATRTCACCMA 27
recA-F CCTGAATCTTCYGGTAAAAC
recA-R GTTTCTGGGCTGCCAAACATTAC 371206
rplB-F GTAGAGCGTATTGAATACGATCCTAACC 330 be
rplB-R CACCACCACCRTGYGGGTGATC
rpoB-F GGCGAAATGGCDGARAACCAC 456 be
rpoB — R GARTCYTCGAAGTTGTAACC

Yedi gen bolgesinin PZR reaksiyonu i¢in hazirlanan karigimlar 13. Cizelge’de

gosterildigi gibidir.
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13. Cizelge. Housekeeping genler i¢in PZR karigima.

Reaktifler Bir 6rnek icin

Hot Start Green Master karisimi 25 ul

Primer 2 pul (her birinden 1 pl)
Steril Saf Su 21l

Kalhp DNA 2pl

Toplam 50 pl

Reaksiyon dongiileri, primerlerin Tm degerlerine gore optimize edilmistir. PZR,
iICycler (BioRad, ABD) marka thermal cycler’da 14. Cizelge’de belirtilen kosullarda
gerceklestirilmistir.

14. Cizelge. Housekeeping genler icin PZR dongii sartlari.

Aktivasyon 94 °C 2.dk

Denatiirasyon 94 °C 30sn

Primer baglanmasi 50 °C 30 sn 35 dongii
Uzama 72 °C 30 sn

Son uzama 72°C 5dk

Sinirsiz bekletme 4°C 00

PZR iirtinlerinin DNA dizi analizi i¢in Sanotech firmasindan hizmet alim1 yapilmus,
dizileme ¢aligsmas1 Applied Biosystems 3730XL DNA analyzer ile gergeklestirilmistir.
Dizi analizi sonuglar1 SnapGene 4.2.6. programi lizerinden goriintiilenmis ve Pubmlst
veritabaninda belirtilen allel dizilerine gore yedi genin allel numaralari tanimlanmis ve

sekans tipi saptanmustir.

3.12. Istatistiksel Analiz
Istatistiksel degerlendirme, IBM SPSS 21.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA) paket

programi ile yapilmistir. Normal dagilima uygunluk testi Kolmogorov-Smirnov Testi ile
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degerlendirimistir. Niimerik degiskenler Ortalama + standart sapma ve medyan (25.- 75.

persentil) ve frekans (ylizdelikler) olarak verilmistir.

Gruplar arasindaki farklilik normal dagilima sahip olmayan niimerik degiskenler i¢in
Mann Whitney U Testi, Kruskal Wallis Tek yo6nlii varyans analizi ve Dunn’s ¢oklu

karsilastirma testi ile karsilagtirilmastir.

Gruplar aras1 farkliliklart degerlendirmek amaci ile kategorik degiskenlerde Fisher’s
Exact kikare testi, Yates’ kikare testi ve Monte Carlo kikare testi kullanilmistir. p<0.05 iki

yonlii testlerde istatistiksel onemlilik i¢in yeterli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Izolatlarin genel 6zellikleri
Bu calismaya, EKim 2016 ile Aralik 2017 tarihleri arasinda Kocaeli Universitesi Tip
Fakiiltesi Merkez Laboratuvarina gelen hasta 6rneklerinden izole edilen 90 A. baumanii
izolat1 dahil edilmistir. izolatlarmn, 47°si erkek, 43’ kadin hastalardan izole edilmistir.

Hastalarin en kii¢iigii bir, en biiyiigii ise 83 yasinda olup yas ortalamasi 52,024+23,06’dur.

Cogul direngli izolatlar, YBU ve servislerden esit sayida olacak sekilde toplam 60 yatan
hastaya ait ¢esitli 6rneklerden izole edilmistir. CID olmayan izolatlarin 25 tanesi cesitli
servislerde, ikisi YBU’de yatan hastalardan ve iicii de poliklinik hastalarindan génderilen
orneklerden izole edilmistir. Orneklerin 27’sini trakeal aspirat, 18’ini yara, 14’{inii idrar,
11’ini kan, yedisini balgam, altisin1 kateter, dordiinii BOS, birini BAL, birini derin doku ve
birini periton s1vis1 drnekleri olusturmaktadir. izolatlarm 6rnek tiiriine gore dagilimi 15.

Cizelge’de gosterilmistir.

15.Cizelge. Izolatlarin 6rnek tiiriine gore dagilima.

Trakeal
Kan Kateter BAL Balgam aspirat Idrar BOS Yara Toplam

YBU 3 2 - - 20 1 3 3 32
Dahili Servisler 6 3 1 7 6 9 8 40
Cerrahi Servisler 1 1 - - 1 2 1 9 15
Poliklinik 1 - - - - 2 - - 3
Toplam 11 6 1 7 27 14 4 20 90

YBU: Yogun Bakim Unitesi, BAL: Bronko Alveolar Lavaj, BOS: Beyin Omurilik Sivisi.

Hastalara ait veriler tarandiginda, dokuz izolat kolonizasyon, 81 izolat ise enfeksiyon
etkeni olarak degerlendirilmistir. Kolonizasyon orani, CID olmayan izolatlarda (% 23,3),

cogul direngli olan izolatlara gore (% 3,3) anlamli oranda yiiksek bulunmustur (p=0,006).

Izolatlarin 21 (%23,3)’inde A. baumannii’ye ek olarak farkli mikroorganizma iiremeleri
goriilmiistiir. Bunlardan en sik Klebsiella pneumoniae ve Enterococcus faecalis, ardindan
sirastyla Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Streptococcus mitis/oralis,

Staphylococcus aureus, Enterobacter aerogenes ve Escherichia coli iiretilmistir.
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4.2. Antimiktobiyal duyarhlik sonuclari

Calismaya alinan ¢ogul direncli 60 izolatta, piperasilin tazobaktam, siprofloksasin,
imipenem ve meropenem direnci % 100 oranindadir. Levofloksasin direnci % 90, amikasin
direnci % 60, gentamisin direnci % 83,3, SXT direnci % 51,7, tigesiklin direnci % 23,3,
kolistin direnci % 1,6 olarak bulunmustur. Cogul direncli izolatlarin 6 (%10) tanesi YID,
54 (%90) tanesi ise CID oldugu saptanmistir. CID olmayan izolatlar siprofloksasin,
levofloksasin ve SXT disinda tiim antibiyotiklere % 100 duyarli bulunmustur. Bir izolatta
siprofloksasin ve levofloksasin direnci, iki izolatta ise SXT direnci tespit edilmistir. CID
Antibiyotik duyarlilik ve MIK sonuglar1 CID izolatlarin 16. Cizelge’de, CID olmayan

izolatlarin ise 17. Cizelge’de gosterilmistir.
16. Cizelge. Cogul direngli izolatlarin antibiyotik duyarlilik sonuglari.

Antibiyotik Duyarli (S)  Ortaduyarli (I)  Direngli (R) = MiKsg MiKg, MIK araligt

SXT % 48,3 % 1,6 % 50,1 - - -

TZP %0 %0 % 100 = - -
Amikasin % 40 % - % 60 >64 >64 <1->32
Gentamisin % 16,7 % - % 83,3 >32 >32 2->32
Siprofloksasin = % - % - % 100 >16 >16 4->16
Levofloksasin = % 10 % - % 90 16 >16 0,5->16
Imipenem %0 % 1,6 % 98,4 >32 >32 8->32
Meropenem % - % - % 100 >32 >32 16->32
Tigesiklin % 76,7 % 18,3 %5 2 4 0,25-8
Kolistin % 98,4 % - % 1,6 0,25 0,5 0.12->16

SXT: Trimetoprim siilfametaksazol, TZP: Piperasilin tazobaktam.
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17. Cizelge. CID olmayan izolatlarin antibiyotik duyarlilik sonuglari.

Antibiyotik Duyarli (S) Orta duyarli (I)  Direngli (R) = MiKsp MiKgo MIK aralig1

SXT % 6,6 % - % 93,4 - - -

TZP % 100 % - % - - - -
Amikasin % 100 % - % - 2 4 <14
Gentamisin % 100 % - % - <0,5 1 <0,5-2
Siprofloksasin = % 3,3 % - % 96,7 0.12 0,5 <0.12-4
Levofloksasin = % 3,3 % - % 96,7 <0.12 0,25 <0.12-8
Imipenem % 100 % - % - 0,25 0,25 <0,25-0,25
Meropenem % 100 % - % - 0,25 1 <0,25-1
Tigesiklin % 100 % - % - 0,25 05 <0,25-0,5
Kolistin % 100 % - % - 0,25 0,5 0.12-0,5

SXT: Trimetoprim siilfametaksazol, TZP: Piperasilin tazobaktam.

4.3. REP-PZR ile belirlenen genotipler

izolatlarin REP-PZR ile analizinde 29 genotip saptanmustir. izolatlarm 53’iinde (% 59)
Genotip A saptanmis ve hastanemizin endemik genotipi olarak belirlenmistir. Diger
genotipler sayica az goriildiigiinden sporadik olarak degerlendirilmistir. izolatlarin REP-

PZR paternleri ve klonal iliskilerinin dendrogrami 4.Cizim’de gosterilmistir.
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4. Cizim. Izolatlarin REP-PZR analizi ile elde edilen dendrogramu.

0,8 0,6 0,4 0,2 0,0

z I

o

PEoRDDoooooRnoRooaE o0
s dn GO

YBU: Yogun Bakim Unitesi, SER: Servis grubu, D: CID olmayan izolatlar

Sporadik genotiplerin kendi i¢inde dagilimima bakildiginda; YBU-12 ve YBU-22
izolatlar1 Genotip B; YBU-4 ve YBU-25 izolatlar1 Genotip C; SER-1 ve SER-9 izolatlar1
Genotip D;YBU-16 ve D-9 izolatlar1 Genotip E; D-5 ve D-22 izolatlar1 Genotip F; YBU-
20, D-12 ve D-17 izolatlar1 Genotip G; D-6 ve D-15 izolatlarin da Genotip H’yi
olusturmaktadir. Diger izolatlar tek olarak farkli genotipler icerisinde yer almaktadir.
Endemik genotip ve birden fazla izolat i¢eren sporadik genotiplerin gériilme siklig 18.
Cizelge’de belirtilmistir. Endemik genotip ve bazi sporadik genotiplere ait REP-PZR bant

profilleri 5. Cizim’de gosterilmistir.
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18. Cizelge. Genotiplerin goriilme siklig1 yiizdeleri.

Genotipler izolat Sayis1 %
Genotip A 53 59
Genotip B 2 2,2
Genotip C 2 2,2
Genotip D 2 2,2
Genotip E 2 2,2
Genotip F 2 2,2
Genotip G 3 3,3
Genotip H 2 2,2
Diger genotipler 22 24,5
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5. Cizim. Endemik genotip ve baz1 sporadik genotiplere ait REP-PZR bant profilleri.

M 8 9 10 11 12 13 14 M 1516 17 18 19 20 21

6000 bg <= ”
3000 b === 3000 bg <= ““—w\ ' -
2000 b <= 2000 bg <= I — \— —— —
1500 bg == 1500 b === ol G \gne) oy
1000 b <= 1000 b <=
M <=

780 b <=
Wb <=

Wb ==

M 35 36 37 38 39
29 30 31 32 33 34
6000 bg <=

60001 <=
3000 b <= o
2000 b <= 2000 by <=
1500 b o= 1500 b o=
10008 <= 1000 s
Tk <= 70 b <=
00 <= Sk =

M: Molekiiler agirlik standardi (1 kb);

1-7,9,10,12-17, 19-22,24-28nolu kuyucuklar endemik genotip, Genotip A,

8 nolu kuyucuk Genotip B;

11 nolu kuyucuk Genotip C;

18 nolu kuyucuk Genotip D;

23nolu kuyucuk Genotip E;

32nolu kuyucuk Genotip F;

33 nolu kuyucuk Genotip H;

36 ve 41 nolu kuyucuklar Genotip G

29-31, 34,35, 37-40 nolu kuyucuklar farkl: sporadik genotiplereait izolatlarin bant profilleri.

Ornek tiiriine gore endemik ve sporadik izolatlarin dagilimma (6.Cizim) bakildiginda,
yara-doku ve solunum yolu 6rneklerinde endemik tipin daha sik, diger 6rneklerde ise

sporadik tiplerin daha sik oldugu goriilmiistiir. Aradaki fark anlamli bulunmamistir
(p=0,351).
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6. Cizim. Ornek tiirlerine gére endemik ve sporadik izolatlarin dagilima.

REP-PZIR

m Genotip A

m Sporadik
Genotipler

Sav1

Yarave Doku Solunum Kanve BOS idrar
Kateter

Ornek tiirleri

Hastanemiz endemik genotipi, YID izolatlarin hepsinde (%100), CID izolatlarmn 48 (%
88,9)’inde ve CID olmayan izolatlarm ikisinde (% 6,7) mevcuttur. Genotip A, CID
izolatlarda, CID olmayan izolatlara gore arasinda anlamli derecede fazla saptanmugtir
(p=0,000).

Sporadik genotiplere ait izolatlarda yiiksek kolonizasyon orani (% 23,5) saptanmugtir.
Endemik genotipte ise sadece bir izolat kolonize olarak degerlendirilmistir. Endemik
genotipe ait izolatlarin sporadiklere gore, etken olma ihtimali daha yiiksektir, aradaki fark
anlamli bulunmustur (p=0,002).

Genotip A’nin antibiyotiklere direng oranlari; kolistin % 1,8, tigesiklin % 23, SXT %
48, amikasin % 59, gentamisin % 82, levofloksasin % 91, imipenem ve meropenem %96

olarak tespit edilmistir.

4.4. Biyofilm aktivitesi sonug¢lari
[zolatlarin biyofilm aktivitesi, XTT rediiksiyon analizi kullanilarak belirlenmistir.
Izolatlarin 2 tanesinin (% 2,2) biyofilm olusturmadig1, 7 tanesinin (% 7,8) zay1f biyofilm,
30 tanesinin (%33,3) orta giiglii biyofilm, 51 tanesinin de (%56,7) giiglii biyofilm olustugu
saptanmistir. Negatif kontrol, pozitif kontrol, giiclii biyofilm, orta gii¢lii biyofilm ve zayif
biyofilm aktivitesine sahip izolatlarin XTT ile boyandiktan sonraki goriintiisii 7. Cizim’de

gosterilmistir.
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7. Cizim. XTT ile boyama sonrasi negatif kontrol, pozitif kontrol, gii¢lii biyofilm, orta

giiclii biyofilm ve zayif biyofilm aktivitesine sahip izolatlarin goriintiileri.

____ Orta Giiclii
’ Biyofilm

= Zayif Biyofilm

Giiclii Biyofilm  Pozitif Kontrol Negatif Kontrol

YBU ve servislerdeki ¢ogul direngli izolatlarin biyofilm OD degerleri 0,10-1,75
arasmda dagilim gosterirken, CID olmayan izolatlarin biyofilm OD degerleri 0,33-2,46
arasinda genis bir dagilima sahiptir. Izolatlarin biyofilm OD degeri dagilimlar1 8.Cizim’de
gosterilmistir.

CID olan ve olmayan izolatlar arasinda biyofilm aktivitesi bakimindan anlamli bir fark
saptanmamustir (p=0,213).

19. Cizelge. Gruplara gore biyofilm aktivitesi sonuglari.

Biyofilm OD Negatif Zayif Orta giiclii Giiglii
Ortanca (25p-75p) biyofilm biyofilm biyofilm

YBU izolatlan 1,04 (0,78-1,36) - 2 10 18
Servis

izolatlart 1,02 (0,58-1,22) 2 3 8 17
CIDolmayan 4 14 0 50.1,14) 0 2 12 16
izolatlar

Toplam 1,04 (0,72-1,33) 2 7 30 51

OD: Optik Dansite, YBU: Yogun Bakim Unitesi
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8. Cizim. izolatlarm biyofilm OD degeri dagilimlari.

CiD OMAYAN

cip

Biyefim OD
3

a0

Ornek tiiriine gore biyofilm aktitivtesi degerlendirildiginde, idrar 6rneklerinin %

86’sinda, BOS orneklerinin % 75’inde, solunum yolu 6rneklerinin % 72’sinde, yara ve

doku 6rneklerinin % 55’inde, kan ve kateter 6rneklerinin ise % 44’tinde gii¢lii biyofilm

aktivitesi tespit edilmistir. 20. Cizelge’de 6rnek tiiriine gore biyofilm aktiviteleri

gosterilmistir. BOS, kan ve derin doku gibi invazif 6rneklerin % 44’iinde; balgam, idrar ve

yiizeyel yara gibi invazif olmayan 6rneklerin ise % 62’sinde giiclii biyofilm aktivitesi

saptanmustir. Invazif olan ve invazif olmayan &rnek tiirlerinde biyofilm aktivitesi

bakimindan anlamli bir fark tespit edilmemistir (p=0,403).

20. Cizelge. Ornek tiiriine gore biyofilm aktivitesi sonuclari.

Negatif Zayf Orta giiclii Giiclii
biyofilm biyofilm biyofilm

Yara ve doku 0 1 8 11
?olunum. yolu 1 5 11 18
ornekleri

Kan ve Kateter 1 0 9 7
BOS 0 0 1 3
idrar 0 1 1 12
Toplam 2 7 30 51

BOS: Beyin Omurilik Sivisi
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Biyofilm olusturmayan iki izolatin biri Genotip A igerinde yer alirken, digeri ise
sporadik genotiplerden birine aittir. Endemik genotip igerisinde yer alan izolatlarin
biyofilm aktivitesi degerledirildiginde, % 61 inin gii¢lii, % 27’sinin orta gii¢lii, % 10 unun
zayif biyofilm olusturdugu goriilmiistiir. 21. Cizelgede endemik ve sporadik genotiplerin
biyofilm aktivitesinin dagilimi gosterilmistir. Endemik ve sporadik genotipler arasinda

biyofilm aktivitesi bakimindan anlamli bir fark saptanmamistir (p=0,609).

21. Cizelge. Endemik ve sporatik genotiplerin biyofilm aktivitesi sonuglari.

Biyofilm OD Negatif Zayf Orta giiclii Giiclii
Ortanca (25p-75p) biyofilm biyofilm biyofilm
Endemik genotip i
(Genotip A) 1,04 (0,75-1,29) 1 6 15 34
Sporadik genotipler 1,00 (0,71-1,46) 1 1 15 17
Toplam 1,04 (0,72-1,33) 2 7 30 51

OD: Optik Dansite

Biyofilm aktivitesi ve antibiyotik direnci arasindaki iliski (22. Cizelge) incelendiginde;
SXT duyarli olanlarda SXT direngli olanlara gore daha giiclii biyofilm olusturdugu
saptanmistir (p=0,016). Diger antibiyotiklere duyarlilik ve biyofilm aktivitesi bakimindan

anlamli bir iligki bulunmamustir.

22. Cizelge. Antibiyotik duyarhiliklarina gore biyofilm OD degerleri.

Biyofilm OD
Direncli Duyarli p degeri
Ortanca (25p-75p) Ortanca (25p-75p)

SXT 1,00 (0,60-1,19) 1,14(0,90-1,40) 0,016
TZP 1,04 (0,68-1,26) 1,14 (0,76-1,54) 0,153
Amikasin 1,04 (0,62-1,19) 1,05 (0,76-1,38) 0,286
Gentamisin 1,04 (0,87-1,25) 1,06 (0,60-1,41) 0,874
Siprofloksasin 1,04 (0,69-1,25) 1,14 (0,75-1,56) 0,111
Levofloksasin 1,04 (0,68-1,23) 1,14 (0,78-1,25) 0,089
Imipenem 1,04 (0,68-1,26) 1,14 (0,76-1,54) 0,153
Meropenem 1,04 (0,68-1,26) 1,14 (0,76-1,54) 0,153
Tigesiklin 1,09 (0,50-1,21) 1,03 (0,75-1,33) 0,518
Kolistin 1,093 1,04 (0,70-1,33) -

SXT: Trimetoprim siilfametaksazol, TZP: Piperasilin tazobaktam.

48



4.5. PZR ile saptanan biyofilm ile iliskili genler ve sikhigi

Biyofilm ile iligkili bes gen (bap, abal, ompA, bfmR, csuE) bolgesi PZR ile
arastirildiginda, izolatlarin hepsinde bir veya birden fazla biyofilm ile iliskili gen
saptanmustir. PZR {irtinlerinin jel elektroforezi ile yiiriitiilmesi sonucu; bap geni igin 190
bg, abal geni igin 370 bg, ompA geni i¢in 578 bg, bfmR geni i¢in 750 bg, cSUE geni igin
810 bg hizasinda bant elde edilmesi pozitif olarak kabul edilmistir.

9. Cizim. Bap, Abal, OmpA, BfmR genlerine ait jel goriintiisii.

750 b (BfmR)
578 bg (OmpA)

370 be (Abal)
190 b (Bap)

M: Molekiiler agirlik standardi (100 bg),

1 nolu kuyucuk Bap, Abal, OmpA, BfmR Pozitif kontrol,
2 nolu kuyucuk Abal, OmpA, BfmR (+),

3 nolu kuyucuk Bap, OmpA, BfmR (+),

4 nolu kuyucuk Abal, BfmR (+),

5 nolu kuyucuk OmpA, BfmR (+),

6 nolu kuyucuk negatif kontrol,

7 nolu kuyucuk Bap, BfmR (+),

8 nolu kuyucuk Bap, Abal, OmpA (+).
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10. Cizim. CSUE genine ait jel goriintiisii.

800b<; SlObq (CSIIB

500 bg
200 bg

M: Molekiiler agirlik standardi (100 bg),
1 nolu kuyucuk CsuE Pozitif kontrol,
2nolu kuyucuk negatif kontrol,

3-6 nolu kuyucuklarCsuE(+).

Pozitif saptanan biyofilm iliskili genlerin goriime sikligi; bfmR 89 (% 99), ompA 84 (%
93), bap 83(% 92), csuk 77 (% 85), abal 74 (% 82) olarak belirlenmistir. Cogul direngli
YBU-servis izolatlar1 ve CID olmayan izolatlarda tespit edilen genler 23. Cizelge’de

gosterilmistir. Cogul direncli izolatlarda CID olmayanlara gére ompA ve cSuE gen

pozitifligi anlamli oranda yiiksek bulunmustur (p=0,003,p=0,001).

23. Cizelge. Gruplara gore biyofilm iliskili genlerin dagilimi.

Pozitif saptanan YBU izolatlar Servis izolatlar CiD olmayan p degeri
genler izolatlar

bfmR 30 30 29 1,00
OmMpA 30 30 24 0,003*
bap 30 27 26 0,203
csuk 30 27 20 0,001*
abal 26 27 21 0,111

Giglii ve orta giiclii biyofilm aktivitesine sahip izolatlarin 80 tanesinde (% 99) bfmR
geni, 76 tanesinde (% 94) ompA geni, 67 tanesinde (% 83) abalgeni, 75 tanesinde (% 92)
bap geni, 72 tanesinde (% 89) csuE geni pozitif olarak saptanmigtir. CSUE geni pozitif
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olanlarin, negatif olanlara gére anlamli olarak daha giiclii biyofilm aktivitesine sahip
oldugu tespit edilmistir (p=0,009). Zayif biyofilm, orta gii¢lii biyofilm ve giiclii biyofilm
aktivitesine sahip izolatlar arasinda bap, abal, ompA,ve bfmR genlerinin varlig1 a¢isindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir (p>0.05). Biyofilm iligkili genler

pozitifliklerinin, biyofilm aktivitesine gore dagilimi 24. Cizelge’de gosterilmistir.

24. Cizelge. Biyofilm iliskili genleri pozitif olan izolatlarda biyofilm aktiviteleri.

Pozitif saptanan Biyofilm Zayif Orta Giiglii Giiglii .
genler Negatif Biyofilm Biyofilm Biyofilm p degeri
bfmR 2 7 30 50 0,576
ompA 2 6 28 48 0,425
bap 1 7 28 47 0,349
CSUE - 5 26 46 0,009*
abal 5 23 44 0,261
Toplam 7 30 51 -

Biyofilm iligkili genlerin endemik ve sporadik genotiplere gore saptanma oranlarina
bakildiginda her iki genotipe ait izolatlarda bir veya birden fazla gen pozitif bulunmustur.
Endemik genotipe ait izolatlarda saptanan genler sikligina gore sirasiyla bfmR, ompA, bap,
csuE ve abal iken sporadik genotiplerde sirasiyla, bfmR, bap, ompA, abal ve csug
olmustur. Endemik genotipe ait izolatlarda sporadiklere gére ompA ve cSUE gen pozitifligi
anlamli oranda yiiksek bulunmustur (p=0,002, p=0,000). Endemik ve sporadik genotiplere
gore biyiofilm iligkili gen pozitiflikleri 25. Cizelge’de gosterilmistir.

25. Cizelge. Endemik ve sporadik izolatlarda biyofilm iliskili genleri saptanma sayilart.

Pozitif saptanan Endemik Sporadik p degeri
genler Genotip A genotipler

bfmR 56 33 0,378
OmpA 56 28 0,002*
bap 54 29 0,99
csuk 54 23 0,000*
abal 46 28 0,408
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4.6. MLST ile belirlenen sekans tipleri

Genotip A igerisinde yer alan ii¢ izolatin MLST ile sekans tipi belirlenmistir. ikisi
(YBU-27 ve Servis-20) ST-2, kolistin direncli olan iiiincii izolat (Servis-15) ise ST-604
klonuna ait oldugu saptanmistir. REP-PZR ile farkli genotiplere ait YBU kaynakl ii¢
izolattan ikisi (YBU-12,YBU-25) yine ST-2, dis merkez YBU’den hastanemiz YBU’ye
nakil edilen diger izolat ise (YBU-16) ST-695 olarak saptanmustir. Servis izolatlarindan
Genotip D’ye ait izolat ise ST-604 olarak tespit edilmistir. ST-695 ve ST-604 i¢in heniiz
CC bildirilmemistir. Yedi housekeeping gene ait allellik profilleri, ST ve CC 26.Cizelge’de

yer almaktadir.

26. Cizelge. Izolatlarin ST, CC ve allellik profilleri.

Pasteur MLST

izolatlar = REP-PZR
CC  c¢pn60 fusA gltA pyrG recA rplB rpoB ST

YBU-27 Genotip A 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Servis-15 Genotip A - 2 2 2 55 2 2 2 604
Servis-20 Genotip A 2 2 2 2 2 2 2 2

YBU-12 Genotip B 2 2 2 2 2 2 2 2

YBU-25 Genotip C 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Servis-9 GenotipD 157 1 3 2 1 4 24 2 157
YBU-16 Genotip E - 1 3 2 2 3 4 2 695
YBU-20 Genotip G 2 2 2 2 2 2 2 2 2

CC:Klonal Komlpleks
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27. Cizelge. izolasyon tarihlerine gore CiD izolatlarin REP-PZR genotipleri, izole

edildikleri 6rnek tiirii, klinikler ve biyofilm aktiviteleri.

REP-PZR o izolat no Klinik Izolasyon Ornek Tiirii Biyofilm
Genotipi Tarihi Aktivitesi
A YBU-7 19.10.2016 Trakeal aspirat Giiglii
SER-7 Enfeksiyon Servis 25.10.2016 Derin yara Orta
SER-10 KVC servis 26.10.2016 Yara Orta
YBU-18 YBU 26.10.2016 Trakeal aspirat Orta
YBU-19 YBU 26.10.2016 Trakeal aspirat Giiglii
SER-6 Enfeksiyon Servis 02.12.2016 Derin doku Giigli
SER-2 Hematoloji Servis 25.12.2016 Kan Giiclii
ST-2 YBU-27 YBU 27.12.2016 Kan Orta
ST-2 SER-20 Romatoloji S. 01.01.2017 Balgam Giiglii
ST-604 SER-15 Enfeksiyon Servis 03.01.2017 idrar Giiclii
YBU-3 YBU 03.01.2017 Trakeal aspirat Giiglii
YBU-2 YBU 11.01.2017 Idrar Gliglii
SER-13 Ortopedi Servis 11.01.2017 Yara Orta
SER-18 Gastroenteroloji S. 11.01.2017 Balgam Zayif
SER-24 Pediatri Servis 16.01.2017 Idrar Giiglii
YBU-28 YBU 16.01.2017 Kan Giiglii
YBU-1 YBU 05.02.2017 Doku Giiglii
SER-25 Romatoloji S. 13.02.2017 Yara Giglii
YBU-9 YBU 14.02.2017 Trakeal aspirat Gliglii
SER-23 KVvC 15.02.2017 Yara Gliglii
SER-4 Enfeksiyon Servis 15.02.2017 Balgam Giiglii
YBU-8 YBU 22.02.2017 Trakeal aspirat Giiglii
SER-26 Gogiis Hast. S. 27.12.2017 Idrar Giiglii
SER-14 Ortopedi Servis 28.02.2017 Yara Orta
SER-19 Genel Cerrahi S. 01.03.2017 Yara Gliglii
YBU-6 KVC-YBU 03.03.2017 Kateter Giglii
SER-16 Onkoloji S. 06.03.2017 Balgam Giiglii
SER-21 Gogiis Hast. S. 08.03.2017 Balgam Zayif
YBU-5 YBU 09.03.2017 Dren Giiglii
YBU-26 YBU 11.03.2017 BOS Giglii
YBU-17 YBU 18.03.2017 Trakeal aspirat Giiglii
SER-28 Gogilis Hast. Ser. 21.03.2017 BAL Zayif
SER-3 Enfeksiyon Servis 22.03.2017 Kan Giiglii
YBU-15 YBU 13.04.2017 Trakeal aspirat Giiglii
SER-5 Nefroloji S. 17.04.2017 Kan Negatif
YBU-14 YBU 18.04.2017 Trakeal aspirat Zayif
YBU-30 Pediatri YBU 20.04.2017 Kateter Orta
SER-27 Genel Cerrahi S. 25.04.2017 Yara Orta
SER-30 Hematoloji S. 25.04.2017 Balgam Giiglii
YBU-13 YBU 26.04.2017 BOS Giiglii
SER-29 Gogiis Hast. Ser 02.05.2017 Balgam Orta
YBU-29 Koroner YBU 05.05.2017 Trakeal aspirat Orta
YBU-11 YBU 10.05.2017 Trakeal aspirat Giiglii
SER-17 Pediatri Servis 15.05.2017 Trakeal aspirat Orta
YBU-10 YBU 22.05.2017 Trakeal aspirat Giiglii
SER-11 KvC 23.05.2017 Yara Giliglii
SER-12 Genel Cerrahi S. 27.05.2017 Idrar Giiglii
YBU-21 Cerrahi YBU 29.05.2017 Trakeal aspirat Giiglii
YBU-24 Cerrahi YBU 06.06.2017 Trakeal aspirat Giiglii
SER-8 Kadin Dogum S. 07.06.2017 Yara Giglii
YBU-23 Cerrahi YBU 08.06.2017 Trakeal aspirat Zayif
D-18 Nefroloji poliklinik 06.07.2017 Idrar Orta
SER-22 Hematoloji S. 29.07.2017 Kan Giigli
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ST-2 YBU-22 Cerrahi YBU 06.12.2017 BOS Giiglii
YBU-12 Cerrahi YBU 11.12.2017 Trakeal aspirat Orta
YBU-4 YBU 16.03.2017 Dren Giigli
ST-2 YBU-25 Koroner YBU 08.06.2017 Kan Orta
ST-157 SER-9 Enfeksiyon Servis 04.11.2016 Balgam Negatif
SER-1 Hematoloji S. 30.01.2017 Kan Orta
ST-695 YBU-16 YBU 22.03.2016 Trakeal aspirat Orta
ST-2 YBU-20 YBU 20.10.2016 Trakeal aspirat Giiglii
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5. TARTISMA

Acinetobacter cinsi bakteriler, hizla antibiyotik direnci gelistirmesi ve hastane
ortaminda Uzun stire sagkalimi sayesinde, 1970'lerden bu yana giderek yaygin goriilen
ciddi bir nozokomiyal sorun haline gelmistir.3 Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Saglik
Giivenligi Ag1 2009-2010 verilerine bakildiginda Acinetobacter spp. tiim saglik bakimi ile
iliskili enfeksiyonlarin % 1.8'ine neden olmustur. Asya iilkelerinde ise bu oran daha da

artmaktadir.**

A.baumannii enfeksiyonlarinin ¢ogu, YBU’de yatan ve ek hastaligi olan hastalarda
ortaya ¢cikmaktadir. Tipik olarak cihazla iligkili enfeksiyonlarda (ventilator iliskili
pnomoni, santral venoz kateter iliskili kan dolasimi enfeksiyonlari, cerrahi alan
enfeksiyonlart vs.) ilk akla gelenlerdir. Ocak 2009-Aralik 2011 tarihleri arasi SENTRY
calismasinda da Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa'da YBU enfeksiyonlarinm %
7'sinde ABC’nin rol oynadigi bildirilmistir.”® Ulkemizde yapilan ¢esitli calismalarda, A.
baumannii nin, YBU enfeksiyonlarinda etken olarak bildirilme oran1 % 7,2-34,7 arasinda
degismektedir. """ """ Hastanemizde de Ekim 2005 ile Ekim 2006 tarihleri arasinda
YBU’de OXA-23 genine sahip CID A. baumannii salgini tespit edilmistir. Salgin izolat:
toplam 47 hastadan izole edilmis, 37’sinin klinik verilerine ulagilmistir. Epidemik izolata
maruz kalan hastalarda 6liim orani1 % 35 olarak bulunmustur. Salgin izolatlarinin PFGE ile

klonal iligkileri ortaya konmustur.”

A. baumannii enfeksiyonlari, 1970’li yillarda ¢ogu antibiyotik ile basarili bir sekilde
tedavi edilirken zamanla bakteri antibiyotiklere direngli hale gelmistir.* Birgok antibiyotige
kars1 kendiliginden direngli olmakla birlikte yeni diren¢ mekanizmalar i¢in 6zellikle de
antibiyotik diren¢ genlerinin elde edilmesi ile ilgili olaganiistii bir yetenege sahiptir.
Antibiyotik direnci temel olarak; antimikrobiyal inaktive edici enzimler ve disa atim

pompalari ile meydana gelmektedir.!

Avrupa Antimikrobiyal Direng Siirveyans Ag1 (EARS-Net)’nin 2017 raporunda 30
Avrupa iilkesine ait invaziv izolatlarin antimikrobyal direng verileri bildirilmistir.
Izolatlarin % 45°i tiim antibiyotiklere duyarl1, % 4,3’ii tek antibiyotik grubuna direngli, %
7,5°1 iki antibiyotik grubuna direngli, % 43,2’si ii¢ antibiyotik grubuna da direncli olarak

bulunmustur. Isveg, Norveg, izlanda, Finlandia ve Malta’dan génderilen izolatlar tiim
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antibiyotiklere duyarli iken, Hirvatistan, Bulgaristan, Yunanistan ve Romanya en direngli

izolatlarm génderildigi ilkelerdir.””

Kan ve BOS orneklerinden izole edilen, halk saglig1 agisindan 6nemli bakteriyel
patojenlerin antibiyotik duyarlilik testlerinin degerlendirildigi, iilkemizinde yer aldig1 Orta
Asya ve Dogu Avrupa Antimikrobiyal Direng Siirveyans (CAESAR) 2018 raporu yakin
tarihte yayinlanmistir. Ulkemizde CID A. baumannii oran1 % 78 olup, antibiyotik direng
oranlari; imipenem ve meropenem % 92, gentamisin ve tobramisin % 78, amikasin % 71,

siprofloksasin % 93 olarak bildirilmistir.”

Celik ve ark.’nin ¢alismasinda 2014-2016 yillar1 arasinda YBU’de yatan hastalarin
orneklerinden izole edilen A. baumannii izolatlarinin antibiyotik direng oranlart,
levofloksasin % 100, TZP ve meropenem % 98, siprofloksasin % 99, imipenem % 96,5,
amikasin % 79, tigesiklin % 2, kolistin % 1,5 olarak bildirilmistir.”® YBU’de yatan
hastalarin kan kiiltiirlerinde izole edilen mikroorganizmalarin arastirildig1 calismada, A.
baumannii antibiyotik direng oranlari; TZP % 97, siprofloksasin % 95, imipenem ve

meropenem % 90, gentamisin % 73, tigesiklin %72, amikasin % 63,5 olarak saptanmustir.°

Bizim ¢alismaya aldigimiz 60 CID izolatta antibiyotik direnc oranlari, TZP,
siprofloksasin, imipenem ve meropenem % 100, levofloksasin % 90, amikasin % 60,
gentamisin % 83,3, SXT % 51,7, tigesiklin % 23,3, kolistin %1,6 olarak bulunmustur.
Cogul direngli izolatlarin 6 (%10) tanesinin YID, 54 (%90) tanesinin ise CID oldugu

saptanmuistir.

A. baumannii tarafindan olusturulan en yaygin iki enfeksiyon tablosu nozokomiyal
pndmoni ve bakteriyemilerdir. Pndmoniler, siklikla YBU’lerde endotrakeal tiip veya
trakeostomilerdeki biyofilmlerden kopan bakterilerin aspire edilmesi ile meydana
gelmektedir.* Biyofilm olusturmasi ve CID A. baumannii’nin hastane ortaminda hayatta

kalmasini saglayan ana faktorlerdir.®

Giderek artan ¢cogul direngli A.baumannii izolatlari, biyofilm olusumu gibi viriilans
faktorii ile ilgili ¢aligmalarin hedefi olmustur. Bizim ¢alismamizda, hastanemiz merkez
laboratuarma génderilen drneklerinden izole edilen CID/YID A. baumannii izolatlar1 ve
CID olmayan A. baumanni izolatlarinda biyofilm aktivitesi ve antibiyotik direnci ile iliski

arastirilmastir.
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Biyofilm olusumunu saptamada; tiip yontemleri (standart cam tiip, modifiye
Christensen, polistren tiip), mikrotitrasyon plak yontemleri ve Calgary biyofilm cihazi, sik
kullanilan metodlardir. Mikrotitrasyon plak yonteminde biyofilm olusumu saptanmast,
kuyucugun dip kisminda bir halka seklinde olusan biyofilm kiitlesinin veya metabolik
olarak biyofilm aktivitesinin optik yogunlugun 6l¢iilmesi ile gergeklestirilir. Biyofilm
kiitlesinin boyanmasi i¢in siklikla kristal viyole kullanilmaktadir. Y6ntemin kolayligi,
cabuklugu ve tekrarlanabilirligi avantaj saglamaktadir. Fakat kristal viyole, 6lii ve canli
hiicrelerin esit olarak boyadigindan, biyokiitle ve biyofilm canlilig1 arasinda bir iligkiyi

ortaya koymak zor olmaktadir.®?

XTT testi, bir tetrazolyum tuzunun, sitoplazmatik membranda yer alan solunum zinciri
enzimleri tarafindan metabolize edilmesine dayanmaktadir.?* XTT, metabolik olarak aktif
hiicreler tarafindan, renkli bir suda ¢oziinebilir formazan tiirevine indirgenmektedir.

Olgiilen OD, metabolik olarak aktif bakteri hiicrelerin sayisiyla orantili olmaktadir.>®

Peeters ve ark.’nin ¢alismasinda, mikrotitrasyon plakalarda iiretilen mikrobiyal
biyofilmlerin 6lgtimiinde, XTT ve kristal viyole boyamalarini da igeren alt1 farkli yontem
karsilastirilmistir. Biyofilmlerde bulunan tahmini koloni olusturan birim sayilari, farkli
analizler arasinda sinirli varyasyonlar gostermekle birlikte genel olarak yontemlerin
uygulanabilirlik ve tekrarlanabilirligi yiiksek bulunmustur. P. aeruginosa biyofilm
kantifikasyonu i¢in kristal viyole yontemi pek uygun goriilmemistir. Diger bakterilere gore
P. aeruginosa biyofilmi i¢in dl¢iilen absorbans degeri diisiik bulunmustur. Bu diisiikliigiin,
P. aeruginosa’nin fazla miktarlarda su igeren biyofilminin yetersiz fiksasyonundan
kaynaklandig1 diistiniilmiistiir. XTT, hiicre kantifikasyonu ile korele bulunmustur fakat

pahali ve zaman alic1 olmas1 dezavantaj olarak degerlendirilmistir.83

Tiyokinon maddesinin bakteriyal biyofilm olusumunu tizerine inhibitor etkisinin
arastirildigr ¢calismada, biyofilm 6l¢timii i¢in es zamanli olarak XTT ve kristal viyole
boyasi kullanilmistir. Biyofilm olusumunun inhibisyonu degerlendirildiginde, XTT ve
kristal viyole sonuglari birbiri ile iliskili bulunmamistir. Bunun, biyokiitle ve metabolik

aktivite farkindan kaynaklanmig olabilecegi dﬁsﬁnﬁlmﬁstﬁr.sg

Hendiani ve ark.*’nin ¢alismasinda 75 klinik A. baumannii izolati ile mikrotitrasyon

plaginda ve polipropilen falkon tiipte hem XTT hem kristal viyole boyas1 kullanilarak
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biyofilm olusumu degerlendirilmistir. Tlip yontemi ile 57, mikrotitrasyon plaginda 50
izolat biyofilm olusturmustur. Her iki boya kullanildiginda da sonuglarin birbiri ile uyumlu
oldugu tespit edilmistir. Kristal viyole ucuz ve hizli bir yontemdir, XTT pahali olmasina
ragmen tekrarlanabilirligi ve giivenilirliginin daha yiiksek oldugu bilinmektedir. Kristal
viyole metodu ile XTT’den farkli olarak, hem aktif hiicreler hem de hiicre dis1 matrisi
boyanabildiginden ¢aligmamizda metabolik aktiviteyi gosteren XTT boyasi tercih

edilmistir.

Ulkemizde A. baumannii’de biyofilm aktivitesinin degerlendirilmesi amacryla XTT
boyasinin kullanildigi bir ¢alismaya ulasilamamistir. Sadece, bazi biyokimyasal
maddelerin A. baumannii biyofilmi tizerine etkilerinin arastirildig1 Celik ve ark.’nin
calismasinda yer almaktadir.®® Ulkemizdeki calismalarda ¢cogunlukla biyofilmin
gosterilmesinde boya olarak kristal viyole kullamlmustir. Can ve ark.®nin ¢alismasinda
kan kiilttirlerinden izole edilen 17 A. baumannii’de kristal viyole boyasi kullanilarak
polistren plaklarda biyofilm olusumu arastirtlmis ve ardindan biyofilm olusturan
bakterilerin hiicre duvari transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile incelenmistir.
Izolatlarin dokuzunda (%52,9) biyofilm olusumu gdzlenmistir. Biyofilm olusturan
bakterilerin ¢evresinde ekzopolisakkarit materyal birikimi goriilmiis, fakat flajella veya
pili gézlenmemistir. Biyofilm olusumundan hiicre ¢evresindeki ekzopolisakkaritlerin
sorumlu oldugunu diisiiniilmiistiir.® CID A. baumannii izolatlarinda viriilans faktdrlerinin
arastirildig bir calismada da, 16 izolattan 12’sinin giiglii, li¢iiniin orta derecede biyofilm
lirettigi saptanmistir. Bu verinin CID A.baumannii ile biyofilm olusumu arasindaki iliskiyi

destekledigi belirtilmistir.®’

Hindistan’da yapilan bir calismada 72 klinik A.baumannii izolatinin 45°i (% 62,5)
biyofilm olusturmustur. Izolatlarin % 36,1'i imipeneme, % 66,6's1 seftazidime, % 72,2'si
siprofloksasine, % 80,5'i amikasine ve% 84,7'si piperasiline direngli bulunmustur.
Izolatlarin 65’1 (% 90.3) CID olup, biyofilm olusumu Ve ¢ogul ilag direnci arasinda pozitif
bir korelasyon oldugu sonucuna varilmistir (p=0.0004). Fakat biyofilm olusturmayan
izolatlarda, biyofilm olusturanlara gore imipenem ve piperasilin direnci, daha yiiksek
bulunmustur.®® Meksika’da 2007-2012 yillar arasinda izole edilmis toplam 152
A.baumannii ile yapilan bir ¢alismada ise, biyofilm tiretimi imipenem direnci ile iliskili

bulunmustur (p = 0.002). Cin'de yapilan bir calismada da, 2010-2013 yillar1 arasinda
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birgok hastaneden toplanan 272 izolatta biyofilm aktivitesi ve antibiyotik direnci
arasindaki iliski arastirilmistir. Izolatlarin 31°1 CID ve 166°s1 YID olarak saptanmistir.
Giiclii biyofilm olusturan 63 izolatin %20,6’s1 CID/YID iken, zayif biyofilm olusturanlarin
%87,6’s1 CID/YID bulunmustur. Daha yiiksek direng seviyesine sahip olan izolatlarin,
daha zayif biyofilm olusturdugu goriilmiistiir. Biyofilmin, antibiyotiklere direng orani
yeterince yiiksek olmayan izolatlarda, koruyucu bir mekanizma olarak islev gorebilecegi

diisiiniilmiistiir.®

Cepas ve ark.*’nin ¢alismasinda gram negatif bakterilerin baz: tiirlerinde, biyofilm
olusturma yetenegi ve antimikrobiyal direng arasinda iliski bulunmustur fakat cogul ilag

direncive biyofilm olusumu arasinda bir iligki gozlenmemistir.

Bizim galismamizda, biyofilm akivitesi ve antibyotik direncinin istatistiksel olarak
karsilastirilmast icin 60 CID/YID ve 30 CID olmayan izolat segilmistir. Toplamda 90
izolatin, 2 tanesinin (% 2,2) biyofilm olusturmadigi, 7 tanesinin (% 7,8) zayif biyofilm, 30
tanesinin (%33,3) orta giicte biyofilm, 51 tanesinin de (%56,7) giiclii biyofilm olustugu
saptanmustir. CID/YID (YBU ve servis izolatlar1) ve CID olmayan izolatlar arasinda
biyofilm aktivitesi bakimindan anlamli bir fark saptanmamistir (p=0,213). Her antibiyotik
icin ayr1 ayr1 direng ve biyofilm aktivitesi iligkisi incelendiginde; SXT duyarl izolatlarin

SXT direngli olanlara gére daha gii¢lii biyofilm olusturdugu saptanmistir (p=0,016).

Biyofilm olusumu ve antibiyotik direncinin arastirildig1 caligmalarda farkli bildirimler
mevcuttur. Bu farkliliklar, diren¢ oranlarinin ve virulansin cografyalara gore degismesine
veya istatistiksel olarak karsilagtirma yapilmasi i¢in yeterli izolat sayisinin elde edilmemis
olmasina bagli olabilir. Biyofilm ve antibiyotik direnci arasindaki iliskinin heniiz belirsiz
oldugunu ve daha fazla ve genetik verileri de iceren daha kapsamli1 arastirmalara ihtiyag

oldugunu diisiinmekteyiz.

Bakteriyel biyofilm baglangici ve gelisimi i¢in, bakteriyel hiicrelerin bir yiizeye
tutunmasi haricinde, hiicre igerisinde olduke¢a diizenli bir dizi molekiiler olay
gerceklesmektedir. Iki bilesenli diizenleyici sistemlerve bazi transkripsiyon diizenleyici
aglarin, ¢esitli biyofilm ile iliskili gen tirlinlerinin ekspresyonundan sorumlu olduklari
bilinmektedir.? Bugiine kadar, A. baumannii’nin biyofilm ile iliskili birkag viriilans faktorii

tanimlanmistir. Bunlar; iki bilesenli bir sistem (BfmS/BfmR) tarafindan diizenlenen
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CsuA/BABCDE pilus saperon sistemi, dis zar proteinlerinden OmpA ve Bap, ¢evreyi
algilama sisteminin (QS) bir pargasi ve oto-indiiktor sentaz Abal, ve PNAG iiretimi igin
sorumlu pgaABCD operonu olarak ozetlenebilir.?® Bu genlerin var olup olmadig1 ve
transkripsiyon diizeylerinin analizi, biyofilm olusumu ve gelisimi hakkinda kapsamli bilgi

saglayabilecegi bildirilmistir.®

Ulkemizde, biyofilm iliskili genlerin arastirildig1 ¢alisma sayis1 ¢ok az olup, sadece iKi
tez calismasina ulasilmistir. Farkli cografk bolgelerden elde edilen CID 156 A. baumannii
kan izolatinin yer aldig1 bir tez ¢alismasinda, kantitatif mikroplak yontemi ile biyofilm
olusumu belirlenmis ve csgA, cSUE, fimH, ompA viriilans genlerinin varligi PZR ile
arastirilmistir. Izolatlarin 17 tanesi zayif, 33 tanesi orta ve 44 tanesi kuvvetli biyofilm
olmak iizere toplam 94 (% 60,25) izolatin biyofilm olusturdugu saptanmistir. Biyofilm
olusturan izolatlarin % 41,48’ inde cSgA, % 20,2’sinde CSUE, % 24,46 sinda ompA ve
%35,31’inde fimH varlig: tespit edilmistir. Biyofilm olusturan CID A. baumannii
izolatlarinda viriilans genlerinin varligi, viriilans ve biyofilm yapiminin iliskili oldugunu
gosterebilecegi ancak bu iligskinin kanitlanabilmesi i¢in daha ayrintili ¢aligmalara ihtiyag

oldugu bildirilmistir.**

Malezya'da yatan hastalardan izole edilen 17 CID A. baumannii izolatlarinda, XTT ile
biyofilm aktivitesi, PZR ile cSuE, ompA, bauA ve pgaA viriilans genleri arastirilmustir.
[zolatlarin dordii giiglii biyofilm olmak iizere 12 tanesi biyofilm olusturmustur. OmpA tiim
izolatlarda, csuE ve pgaA biyofilm olusturanlarda, bauA ise sadece giiglii biyofilm
olusturan izolatlarda pozitif bulunmustur. Asinetobaktin aracili demir alim proteinini
kodlayan bauA geni, bakterilerin daha ¢ok viriilan ve daha 1srarci olmasina neden

olabilecegi yorumu yapilmustir.*

Tayland'daki {i¢ hastaneden toplanan 225 A. baumannii klinik izolatinda biyofilm
olusumunda rol oynayanepsA, bap, ompA, bfmS ve blaPER-1 viriilans genlerinin varligi
arastirilmustir. Izolatlarin % 76,9 “u biyofilm olusturmustur. En yaygin viriilans genleri,
ompA (% 84,4) ve bfmS (% 84) olarak tespit edilmistir. EpsA, bfmS ve blaPER-1'in varhigi
veya yoklugu, biyofilm biyokiitlesi ile iligkili bulunmamis fakat bap veya ompA genleri
bulunmayan izolatlar, bulunan izolatlara gore daha giiglii biyofilm olusturmuslardir

(p<0.05). Biyofilm olusumu, bap veya ompA geni varligi ile ters korelasyon gostermistir.®
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Pakharukova ve ark.**’nin ¢alismasinda, csuE nin pilusun ucunda ii¢ hidrofobik parmak
benzeri halka ortaya ¢ikardigi ve hidrofobik plastikler tizerinde A. baumannii biyofilm
olusumundan sorumlu oldugu saptanmistir. Bu bulgu, Csu pili'nin A. baumannii'nin tibbi
alet ve cihazlar da kolonize olmasinda biiyiik bir rol {istlendigini vurgulamaktadir.

Bizim ¢alismamizin sonuglar1 da Pakharukova y1 destekler sekilde, biyofilm ile iligkili
bap, abal, ompA, bfmR ve csuEgen bolgeleri arastirilmistir. Biyofilm iligkili genlerin
biyofilm aktivite derecesine katkis istatistiksel olarak analiz edilmistir. Izolatlarin
89’unda (% 99) bfmR, 84’tinde (% 93) ompA, 83’linde (% 92) bap, 77’sinde (% 85) cSuE,
74’tinde (% 82) abal pozitif olarak bulunmustur. Giiglii ve orta giigte biyofilm aktivitesine
sahip izolatlarin 80 tanesinde (% 99) bfmR geni, 76 tanesinde (% 94) ompA geni, 67
tanesinde (% 83) abal geni, 75 tanesinde (% 92) bap geni, 72 tanesinde (% 89) csukE geni
pozitif olarak saptanmustir. Biyofilm olusturmayan iki izolatta abal, ompA, bfmR genleri
pozitif saptanirken, CSUE geni saptanmamustir. CSUE geni pozitif olanlarin, negatif olanlara
gore anlamli olarak daha giiclii biyofilm aktivitesine sahip oldugu tespit edilmistir
(p=0,009). Biyofilm olusturmayan iki izolatta abal, ompA, bfmR genleri pozitif
saptanmigken, cSUE geni saptanmamistir. CSUE geninin, Biyofilm aktivitesinin derecesi ile
ilgili bir belirte¢ olarak kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.

Caligsmalarda, csuk, bap, ompA, bfmR dahil olmak tizere biyofilm ile iliskili baz1
genlerin A. baumannii izolatlarinda biyofilm olusumu iizerine olumlu veya olumsuz
etkileri gosterilmistir. Fakat, bazi yayinlarda, izolat se¢iminin, izolatlarin dzelliklerinin ve
kullanilan tekniklerin tam olarak tanimlanmadigi gériilmiistiir. Bakterilerin biyotik veya
abiyotik yiizeylerde biyofilm olusturma fenotipleri, izolat tiiriine veya teknige bagh
farklihiklardan dolay1 degisebilmektedir.”® Bunun yani sira biyofilm olusumunda genetik

faktorler dis1 cevresel etkilesimler olabilecegi de unutulmamalidir.

A. baumannii, biyofilmi sayesinde tibbi ortamlarda uzun siire bulunma, hizl direng
gelisimi ve salginlara yol agma yeteneginin bir araya getirilmesiyle karakterize
edilmektedir.® YBU ortamina girikten sonra cogunlukla CID izolatlarin neden oldugu
salginlar meydana gelmektedir. Bu durum, herhangi bir zaman diliminde baskin olan tek
bir endemik izolatin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir.”® Bazen de, belirli bir endemik
bazal oranin iizerinde farkli genotiplerden kiiciik salginlar goriilebilmektedir. Siirveyans

programinin bir pargasi olarak, A. baumannii gibi 6nemli nozokomiyal patojenlerin, rutin
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ya da periyodik olarak tiplendirilmesi tavsiye edilmektedir. Boylece salginlar sirasinda

yeni genotip girislerinin erken saptanmast saglanacaktlr.7

Calismamizda 2016-2017 yillar1 arasinda hasta drneklerinden izole edilmis A.
baumannii izolatlar1 arasinda klonal iliskinin arastirilmasi ve hastanemizdeki genotiplerin

belirlenmesi amaciyla REP-PZR ve MLST genotiplendirme yontemleri kullanilmistir.

Ulkemizde REP-PZR ile tiplendirme yapilan ¢alismalar irdelendiginde Ankara, Bolu,
Rize ve Mersin’de benzer ¢alismalara rastlanmistir. Sar1 ve ark.% calismalarinda 62 CiD
A.baumannii izolatindan %77,4’iiniin, %95 in iizerinde benzerlik gostererek tek bir tipte
kiimelendikleri goriilmiistiir. Mersin’de yapilan bir caligmada ise iki ana genotip olmak
lizere sekiz farkli genotip tespit edilmistir. Ana genotiplerin YBU’de yaygin oldugu ve
YBU-servis hasta transferinin, yayilmay: kolaylastiridig diisiiniilmiistiir.”” Ankara’daki
cesitli hastanelerden toplanan 99 A.baumannii izolat1 ile yapilan ¢aligmada, tigliniin bant
profilleri birbirine benzeyen toplam dort genotip saptanmistir. Her genotipte de farkli
hastanelerden izolat bulunmus, bu durumun hastaneler arasi hasta tranferinden
kaynaklanabilecegi belirtilmistir.”® Rizede 101 A. baumannii izolat: ile yapilan ¢alismada,

ikisi baskin olmak iizere toplam 12 genotip sap‘[anmlstlr.99

Ulkemizde A. baumannii izolatlarinda ST belirlenmesi ile ilgili ok az ¢alisma
bulunmaktadir. Bunlarda biri, Erciyes Universitesi Hastanesi’nde kan 6rneklerinden izole
edilen 98’1 A. baumannii olan 100 Acinetobacter spp. izolatinin, AFLP ve MLST ile
tiplendirdildigi ¢alismadir. Izolatlar, AFLP ile % 80 benzerlik gozetilerek sekiz kiime
halinde ve li¢ tek izolattan olusan 11 genotipe ayrilmistir. En biiyiik kiimelenme olan H
genotipi (41 izolat) ST-84 tipi ve CC15; ikinci bilyiik kiimelenme J Genotipi (18) CC1 ve
diger biiyiik genotipler CC2’ye tanimlanmistir. izolatlarin % 77’si YID olup toplamda %
99’unun CID oldugu tespit edilmistir. Hastane icerisinde CID A. baumannii izolatlar:
yaygin olup ve bunlarin hem izolat hem de klon seviyesindeki gesitliligi farkli suglarin ve
klonlarin endemik oldugunu diistindiirmiistiir. Bu ¢esitliligin ne derecede diger
hastanelerden gelen kolonize hastalarinbasvurularindan kaynaklanmis olabileceginin de

arastirilmasi gerektigi belirtilmistir.*%°

Yunanistan, Italya, Liibnan ve Tiirkiye'den 1999-2009 yillarina ait 28 salgin1 temsil
eden 35 CID A. baumannii izolatinin MLST analiz edildigi ¢alismada, Ulkemizden
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Kocaeli, izmir, Istanbul, Kayseri ve Trabzon’dan gonderilen izolatlar yer almustir.
Kocaeli’nden 2005 yilinda génderilen 47 izolat ST-25, izmir ve Istanbul’dan 2003 yilinda
gonderilen izolatlar ST-15 ve ST-84, Kayseri’den 2003 yilinda gonderilen iki izolat ST-83,
Trabzon’dan 2003 yilinda gonderilen izolat ST-84 olarak tespit edilmistir. Dort Akdeniz
tilkesinin verilerine bakildiginmda; en sik saptanan ST-2 ve daha az orandasirasiyla ST-1,

ST-25 ve ST-78, ST-20,ST-3, ST-84, ST-15, ST-82 ve ST-83 varlig goriilmektedir.®

fran’1n iki kentindeki (Tahran ve Tebriz) iki hastaneden toplanan 71 A.baumannii klinik
izolatinin REP-PZR ve MLST ile molekiiler epidemiyolojisi incelenmistir. CID
A.baumannii oran1 %94,4 olarak tespit edilmistir. REP-PZR ile 11 tek tiyeli, 11 kiime
halinde toplam 22 genotip saptanmistir. ST-323 ve ST-328 dahil alt1 yeni ST ve 6nceden
bilinen ST-2, ST-25, ST-85, ST-94, ST-136 ve ST-307 olmak {izere toplam 12 ST
tanimlanmistir. ST-2 haricinde, her bir ST, farkli bir REP-PZR genotipine karsilik
gelmistir. CC 11, en yaygin klonal grup olarak bulunmustur. Karbapenem direncli
izolatlarin% 67'sinin epidemik CC'lere ait olmasi, karbapenem direncinin, bu klonlarin

diinya capindaki yayilimi ile kuvvetli bir iliskisi oldugunu gostermektedir.*®

Cin’de yapilan bir calismada 2014-2016 yillar1 arasinda ti¢iincii basamak bir hastanede,
101 A. baumannii izolatinin 78’1 (% 77,2) karbapeneme direngli bulunmus ve ¢ogu
YBU’deki hasta &rneklerinden kiiltiirlenmistir. Karbapenem direngli izolatlarin 45’inde
OXA-72 ve 33’iinde ise OXA-23 pozitif bulunmustur. izolatlarin REP-PZR analizinde;
karbepenem direngli olanlar dokuz, karbapenem duyarli olanlar ise 22 genotip olmak iizere
toplamda 31 genotip saptanmistir. Her genotipten bir temsilci izolatin MLST ile sekans tipi
belirlenmis ve dokuz genotipin de ST-2’ye ait oldugu gosterilmistir. OXA-72 iireten ve
OXA-23 iireten A. baumannii izolatlarinin genetik olarak iligkili oldugu ve ayni klona ait
olduklar1 belirtilmistir. ST-2, Cin hastanelerindeki en yaygin karbapenem direncli A.
baumannii klonunu temsil etmektedir. Goriiniise gore, OXA-72 ve OXA-23 iireten A.
baumannii, 2014 yilindan beri YBU’de endemik bir hal almistir. YBU’lerde yiiksek riskli
klon ST-2’nin yayginlagsmasini azaltmak i¢in, antimikrobiyal yonetim, el hijyeni ve ¢evre
temizligi egitim programlar gibi gelismis enfeksiyon kontrol 6nlemleri uygulanmasi

gerektigi bildirilmistir.'®®

Bizim ¢alismamizda, REP-PZR ile 29 genotip saptanmustir. Izolatlarin 53’iinde (% 59)

Genotip A saptanmis ve hastanemizin endemik genotipi olarak belirlenmistir. Diger
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genotipler sayica az goriildiigiinden sporadik olarak degerlendirilmistir. Hastanemiz
endemik genotipi, YID izolatlarm hepsinde (%100), CID izolatlarin 48 (% 88,9)’inde ve
CID olmayan izolatlarin ikisinde (% 6,7) mevcuttur. Genotip A, CID izolatlarda, CID
olmayan izolatlara gore anlamli derecede fazla sayida saptanmistir (p=0,000). Genotip
A’nin antibiyotiklere direng oranlari; kolistin % 1,8, tigesiklin % 23, SXT % 48, amikasin
% 59, gentamisin % 82, levofloksasin % 91, imipenem ve meropenem %96 olarak tespit
edilmistir. Kolistin ve tigesiklinin, hastanemizde A. baumannii enfeksiyonlarinin

tedavisinde kullanilabilecek ajanlar oldugu goriilmektedir.

Sporadik genotiplerin kendi i¢inde dagilimina bakildiginda; YBU-12 ve YBU-22
izolatlar1 Genotip B; YBU-4 ve YBU-25 izolatlar1 Genotip C; SER-1 ve SER-9 izolatlar1
Genotip D; YBU-16 ve D-9 izolatlar1 Genotip E; D-5 ve D-22 izolatlar1 Genotip F; YBU-
20, D-12 ve D-17 izolatlar1 Genotip G; D-6 ve D-15 izolatlarin da Genotip H’yi

olusturmaktadir. Diger izolatlar tek olarak farkli genotipler icerisinde yer almaktadir.

Klinik izolatlar arasindaki biyofilm olusumundaki kantitatif farkliliklar, izolatlarin

L Calismamizda izolatlarin

epidemisitesi iliskisi ile ilgili az sayida ¢alisma mevcuttur.
REP-PZR genotiplere gore, biyofilm aktivitesi ve biyofilm iliskili genlerin varligi

karsilastirilip istatistiksel olarak analiz edilmistir.

Endemik genotip igerisinde yer alan izolatlarin biyofilm aktivitesi degerledirildiginde;
% 61’1nin giiclli, % 27’sinin orta gii¢lii, % 10’unun zayif biyofilm aktivitesine sahip
oldugu ve bir izolatin biyofilm olusturmadig1 goriilmiistiir. Endemik ve sporadik genotipler
arasinda biyofilm aktivitesi bakimindan anlamli bir fark saptanmamuistir (p=0,609).
Endemik genotipe ait izolatlarda sporadiklere gore, ompAve csuE gen pozitifligi anlaml

oranda yiiksek bulunmustur (p=0,002, p=0,000).

Bizim calismamiza benzer olarak, Amerika’da saglik hizmeti sunan merkezlerde
endemik ve sporadik A.baumannii izolatlar1 arasinda antibiyotik direnci ve biyofilm
olusturma yetenegi acisindan fark olup olmadigi arastirilmistir. Yedi ayr1 hastaneden
toplam 290 A. baumannii izolati calismaya alinmis ve REP-PZR ile tiplendirilmistir.
Izolatlarin 169°u, bes endemik genotip arasinda dagilmistir. Endemik genotiplerde,
sporadik genotiplere gore hem bap hem de OXA-23 pozitifligi 5,1 kat fazla bulunmustur.

Ayrica, endemik izolatlarda ii¢ antibiyotik grubuna ( B-laktam, aminoglikozid ve
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florokinolon) daha fazla direng tespit edilmistir. Bes endemik genotipin dordiiniin,

sporadik izolatlardan daha yogun biyofilm olusturdugu sonucuna varilmistir. Bu verilere
bakilarak, endemik A.baumannii izolatlarinin, sporadik izolatlara gore hastane ortaminda
hayatta kalmay1 arttiran viriilans faktorlerine sahip olma olasiliginin daha yiiksek oldugu

diisiiniilmiistiir. '

Hastanemizde YBU ve ¢esitli servislerden izole edilen A.baumannii izolatlarinin
cogunun aynt REP-PZR genotipine ait olmasi, tek klondan yayilim oldugunu
gostermektedir. Genotip A, hastanemizin baskin ana klonunu yansitmaktadir.
Calismamizda, GenotipA’ya ait iki izolatin (YBU-27 ve SER-20) MLST ile ST-2 klonuna
ait oldugu saptanmistir. Genotip B’de (YBU-12, YBU-22), ve Genotip G’de (YBU-20) yer
alan izolatlarin REP-PZR bant profilleri Genotip A’ya ¢ok benzer olup, dendrogamda da
en yakin olan genotiplerdir. Bu iki genotipe ait YBU-12 ve YBU-20 izolatlar1 da, ST-2
olarak tespit edilmistir. Genotip C’de yer alan YBU-25 izolati Koroner YBU’de yatan bir
hastadan izole edilmistir. REP-PZR bant profili Genotip A ile baz1 farkliliklara

gostermesine ragmen 0 da ST-2 klonu igerisinde yer almaktadir.

Avrupa’da A. baumannii salginlari baslica ii¢ klonda toplanmis ve Avrupa Klonlari
(European clones) LII, III olarak gruplanmistir. Fakat giintimiizde bu klonlar diinya
capinda kabul gormiis uluslararasi klonal kompleksleri (CCs) terimi ile sirastyla CC1, CC2
ve CC3'e karsilik gelmektedir. ST-2 klonu CC2’de yer almaktadir.'®® ST-2, Avrupa
iilkelerinde en sik izole edilen klon olarak bilinmektedir. Cogunlukla YBU kaynakli olup,
diger klonlara gore daha yiiksek oranda karbapenem direnci goriilmektedir.'® Biyofilm
olusturma yetenegi ve A549 pnomositlere baglanma, diger ST'lere kiyasla, ST-2, ST-25 ve
ST-78 klonuna ait A. baumannnii izolatlarinda anlaml olarak daha yiiksek bulunmustur.™
Farkli ST’lere ait A.baumannii izolatlar1 ile olusan kan dolasimi enfeksiyonlarindaki klinik
verilerinin arastirildigi ¢alismada, ST-2, antimikrobiyal tedavi uyumsuzlugu, enfeksiyonun

ciddiyeti ve mortalite ile yliksek oranda iliskili bulunmustur.107

Cin’de yapilan bir ¢alismada da, A. baumannii'nin epidemik yayilimi i¢in biyofilmin
gerekli olmayabilecegi bildirilmistir. 114 klinik A. baumannii, ve 32 A. baumannii dis1
Acinetobacter izolatinin biyofilm olusumu, izolatlar arasindaki klonal iligkiler, PFGE ve
MLST yontemi ile belirlenmistir. PFGE ile, biiytik bir salgin klonu ve bestfarkli epidemik

klon tanimlanmistir. Epidemik ve salgin izolatlar1 dahil olmak iizere toplam 89 izolat
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(%78), ST-2 klonuna ait bulunmustur. Sporadik izolatlarda, salgin ve epidemik A.
baumannii izolatlarina gore daha giiglii biyofilm olusumu tespit edilmistir. Fakat sporadik
A. baumannii ve A.baumannii dis1 Acinetobacter izolatlar1 arasinda belirgin bir fark
gbzlenmemistir. Bu da A. baumannii'nin yayilmasi i¢in, biyofilmin 6énemli olmadigin

diisiindiirmiistiir.*®

A. baumannii’de biyofilm ve biyofilm iliskili genlerin epidemik yayilima etkisi ile ilgili
sinirli sayida galisma bulunmaktadir.®® Biyofilmin epidemik ve endemik izolatlarin
patogenezi ve epidemiyolojisi lizerineetkilerini anlamak i¢in daha fazla calismaya ihtiyag

oldugunu diisiinmekteyiz.

ST-2 dahil endemik ve epidemik izolatlar cogunluklagogul direngli oldugundan
neredeyse tedavide kullanilacak tek antimikrobiyal ajan olarak kolistin kalmistir.*®
Calismamizda yer alan kolistin direngli tek izolat (SER-15), Genotip A’ya ait olmasina
ragmen MLST ile ST-604 klonuna ait oldugu belirlenmistir. ST-604 ile ilgili literatiirde tek
calisma bulunmaktadir. 11k olarak 2015 yilinda, karbepenem ve aminoglikozid direngli A.
baumannii izolatlari {izerine ¢aligma yapan Misir’l1 arastirmacilar tarafindan bildirilmistir.
Filogenetik olarak ST-2’ye ¢ok yakin olan ST-604, ortak olarak yiiksek diizey
aminoglikozid direncinden sorumlu armA geni bulunduran dort klinik izolatta tespit
edilmistir.'® Bizim ¢alismamizda ST-604 izolatinin, amikasin ve gentamisin direnci
yaninda kolistin direnci de mevcuttur. Giiglii biyofilm aktivitesine sahip olmakla birlikte
biyofilm iliskili bes geni de pozitif olarak saptanmistir. Cogul antibiyotik direnci ve giiclii
biyofilm aktivitesi nedeniyle yayilim agisindan dikkat edilmesi gereken bir izolat oldugu
goze carpmaktadir. Yaptigimiz literatiir taramasina dayanarak, ¢alismamizin, tilkemizde

ST-604 izolatinin ilk bildirimi oldugunu diisiinmekteyiz.

Genotip D’ye ait iki CID A. baumannii izolatindan biri (SER-9), ST-157 olarak tespit
edilmistir. SER-9 izolati, Aralik 2016’da enfeksiyon hastaliklar1 sevisinden yatan, SER-1
ise Ocak 2017’°de hematoloji servisinde yatan hastadan izole edilmistir. Hastalarin klinik
verileri incelendiginde iki hastanin da hematoljik malignite nedeniyle hematoloji

servisinde kemoterapi aldig1 ve santral vendz kateterleri oldugu goze carpmustir.

ST-157 ilk olarak iilkemiz izolatlarinda Castanheira ve ark.'® tarafindan 2014 yilinda

bildirilmistir. Avrupa ve Akdeniz iilkelerinde 2009-2010 yillarina ait karbepenem direngli
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ABC izolatlarinin tiplendirildigi bu ¢alismada, tilkemizden gonderilen 188 izolat yer
almistir. Ankara’dan gonderilen 20 izolatta ve Istanbul’dan génderilen 7 izolatta, ST-157
tespit edilmistir. Ulkemiz izolatlarinda, en sik ST-2 olmak iizere ST-15, ST-97, ST-84, ST-
158 ve ST-157’nin tek lokus varyant1 ST-10 diger saptanan sekans tipleri olmustur.

flk olarak 2013 ve daha sonra 2015 yillarinda Hindistan’da Rynga ve ark.™ 2

tarafindan yeni bir sekans tipi olarak bildirilen ST-391’in, ST-157’nin Oxford MLST

semasindaki karsilig1 olabilecegi tespit edilmistir.llz' 113

ST-391 (ST-157), Misir’da Kasr Al-Aini Hastanesi’nde saglik bakimu ile iligkili
enfeksiyon etkeni olan 50 karbepenem direngli A. baumannii izolatlati arasinda en baskin
klon olarak saptanmistir. Hastalarin yas, cinsiyeti, antibiyotik alimi, YBU’de bulunmast,
yatis siiresi ve mortalitesi, diger ST lere gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gdstermemistir,**

Vuotto ve ark.**>’nin calismasinda da, ST-391 (ST-157) bildirimi yapilmustir. Bes farkli
Avrupa llkesi hastanesinden, liriner kateter ve idrar 6rneklerinden izole edilen 128 A.
baumannii klinik izolatinin adherans, biyofilm olusturma yetenegi ve klonal iliskilieri

analiz edilmistir. Almanya’da 2012 yilinda iiriner kateter 6rneginden izole edilen ST-391

izolatinin diisiik adherens ve diisiik biyofilm aktivitesine sahip oldugu gosterilmistir.

Bizim ¢aligmamizda da balgam 6rneginden izole edilen ST-157 (SER-9) izolatinin
biyofilm olusturmadig tespit edilmis ve abal, ompA ve bfmR geni pozitif oldugu halde
CSUE ve bap geni negatif bulunmustur. Biyofilm olusturmamasina ragmen CID olmasi ve
immiinsiipresif hastadan izole edilmis olmas1 dikkat edilmesi gereken bir izolat oldugunu

gostermektedir.

Sporadik genotipler arasinda Genotip E’de yer alan CID YBU-16 izolatinin, ST-695
klonuna ait oldugu saptanmistir. Arastirmalarimiz sonucu, Ispanya’li arastirmacilar
tarafindan 2005 yilinda PubMLST veritabanina eklenen ST-695 ile ilgili bir yayina
rastlanmamustir. Ulkemizde klinik A. baumannii érneklerinden ilk kez bildirildigini
diistinmekteyiz. Tigesiklin ve kolistin haricinde diger calistigimiz antibiyotiklere direncli
bulunmustur. Orta gii¢lii biyofilm aktvitesine sahip, ompA, bfmR, csuE ve bap genleri
pozitif bulunmustur. Bu izolatin dis merkezde YBU’de tedavi gérmekte iken hastanemiz

YBU’ye nakledilen bir hastadan izole edilmesi ve sporadik genotipe ait olmasi nedeniyle,
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hastanemize farkli bir hastaneden aktarildigini diisiinmekteyiz. Hastaneler arasi hasta

transferi, farkli klondan CID izolatlarin aktarrminda 6nemli oldugu goriilmektedir.

Calismamizda; klonal iligkili izolatlar REP-PZR ile gosterilmis, biyofilm ve biyofilm
iliskili genler arastirilmis ve MLST ile baz1 6nemli izolatlar tiplendirilmistir. REP-PZR,
ani bir salgin durumunda, hastanemiz gibi diisiik oranda bazal endemisitesi olan
birimlerde, hizl1 bir yontem oldugundan uygun dnleyici miidahaleyi uygulamak igin
kullanilabilir. Fakat uzun siireli klonal iligki arastirmalarinda ayrim giicii daha ytiksek olan

MLST, REP-PZR'dan daha yararl goriinmektedir.

Hastanemizdeki A. baumannii izolatlarinin cogunun CiD, biyofilm iliskili genleri
bulunduran ve bununla uyumlu olarak giiclii biyofilm aktivitesine sahip oldugunu
gormekteyiz. ST-2 klonunun hastanemizin baskin genotipi oldugu tespit edilmistir. Onunla
birlikte ST-157,ST-604 ve ST-695 izolatlar1 da saptanmistir. ST-604 ve ST-695’in

tilkemizden ilk bildirim oldugunu diistinmekteyiz.

Calismamiz, hastanemizde endemik A. baumannii izolatlarinin sekans tipleri,
antibiyotik direng profilleri ve biyofilm aktiviteleri konusunda genis bir veri saglamistir.
Epidemik izolatlar cogunlukla CID veya YID oldugundan, bir¢ok ¢alismada,
antimikrobiyal direncin genetik temeli arastirilmistir. Fakat, A. baumannii'nin viriilans
ozellikleri ve epidemik yayilima etkisi ile ilgili sinirlt sayida ¢aligma bulunmaktadir.™ %
Virtilans ve genetik ile ilgili daha ileri aragtirmalar bu siiregleri anlamamizi gelistirecek ve
A. baumannii biyofilm ile iligkili enfeksiyonlara karsi tedavi ve 6nleme konusunda yeni

bilgiler sunacaktir.*
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SONUC ve ONERILER

Hastanemizde YBU ve cesitli servislerden izole edilen A.baumannii izolatlarinin
¢ogunun ayni genotip paternine sahip olmasi, tek klondan yayilim oldugunu
gostermektedir. Genotip A, hastanemizin baskin ana klonunu yansitmaktadir.
Hastanemiz endemik genotipi (Genotip A), YID izolatlarin hepsinde (%100), CID
izolatlarin 48 (% 88,9)’inde ve CID olmayan izolatlarm ikisinde (% 6,7) mevcuttur.
Genotip A, CID izolatlarda, CID olmayan izolatlara gére anlamli derecede fazla
saptanmistir (p=0,000).

GenotipA’ya ait iki izolatin (YBU-27 ve SER-20), Genotip B (YBU-22), Genotip C
(YBU-25) ve Genotip G’den (YBU-20) birer izolatin ST-2 klonuna ait oldugu tespit
edilmistir.

Kolistin direngli tek izolat (SER-15), Genotip A’ya ait olmasina ragmen filogenetik
olarak ST-2’ye ¢ok yakin olan ST-604 klonuna ait oldugu belirlenmistir. Yaptigimiz
literatiir taramasina dayanarak, ¢alismamizin, iilkemizde ST-604 izolatinin ilk bildirimi
oldugunu diisiinmekteyiz.

Sporadik genotipler arasinda Genotip E’de yer alan CID YBU-16 izolatinin, ST-695
klonuna ait oldugu saptanmustir. Ulkemizde klinik A. baumannii 6rneklerinden ilk kez
bildirildigini diisiinmekteyiz. Bu izolatin dis merkezde YBU’de tedavi gérmekte iken
hastanemiz YBU’ye nakledilen bir hastadan izole edilmesi ve sporadik genotipe ait
olmasi nedeniyle, hastanemize farkli bir hastaneden aktarildigini diistinmekteyiz.
Hastaneler arasi hasta transferi, farkli klondan CID izolatlarin aktariminda énemli
oldugu goriilmektedir.

REP-PZR, ani bir salgin durumunda, hastanemiz gibi diisiik oranda bazal endemisitesi
olan birimlerde, hizl1 bir yontem oldugundan uygun 6nleyici miidahaleyi uygulamak
i¢in kullanilabilir. Fakat uzun siireli klonal iligki arastirmalarinda ayrim giicii daha
yiiksek olan MLST, REP-PZR'dan daha yararl goriinmektedir.

Hastanemizdeki A. baumannii izolatlarinin cogunun CiD, biyofilm iliskili genleri
bulunduran ve bununla uyumlu olarak giiclii biyofilm aktivitesine sahip oldugunu
gormekteyiz.

Endemik ve sporadik genotipler arasinda biyofilm aktivitesi bakimindan anlamli bir

fark saptanmamistir (p=0,609).
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10.

11.

12.

13.

CID olan ve olmayan izolatlar arasinda biyofilm aktivitesi bakimindan anlamli bir fark
saptanmamustir (p=0,213). Biyofilm aktivitesi ve her bir antibiyotik direnci arasindaki
iliski incelendiginde; SXT duyarli olanlarda SXT direngli olanlara gore daha giigli
biyofilm olusturdugu saptanmistir (p=0,016).

Biyofilm iliskili genler arastirildiginda, CID izolatlarda CID olmayanlara gére ompA
ve CSUE gen pozitifligi anlaml1 oranda yiiksek bulunmustur (p=0,003,p=0,001).
Endemik genotipe ait izolatlarda sporadiklere gore ompAve csuE gen pozitifligi anlaml
oranda yiiksek bulunmustur (p=0,002, p=0,000).

CsuE geni pozitif olanlarin, negatif olanlara gore anlamli olarak daha gii¢lii biyofilm
aktivitesine sahip oldugu tespit edilmistir (p=0,009).

Calismamiz, hastanemizde endemik A. baumannii izolatlarinin sekans tipleri,
antibiyotik direng profilleri ve biyofilm aktiviteleri konusunda genis bir veri
saglamustir. CID ve giiglii biyofilm aktivitesine sahip izolatlarin tanimlanmast,
viriilans1 ve epidemisitesi ile ilgili ¢alismalar yapilmasi, hastanelerde uygun enfeksiyon
kontrol 6nlemlerinin uygulanmasi adina énemlidir.

Viriilans ve genetik ile ilgili daha ileri arastirmalar bu siirecleri anlamamizi gelistirecek
ve A. baumannii biyofilm ile iligkili enfeksiyonlara kars1 tedavi ve 6nleme konusunda

yeni bilgiler sunacaktir.
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7. OZET

Acinetobacter baumannii izolatlarinin genotiplerinin saptanmasive biyofilm olusumu
ile karsilastiriimasi

Giris ve amag

CID Acinetobacter baumannii, tiim diinyada yaygin gériilen ciddi bir nozokomiyal
enfeksiyon etkenidir. Bu ¢alismada; EKim 2016 ile Aralik 2017 tarihleri arasinda Kocaeli
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na génderilen klinik
orneklerden izole edilmis A.baumannii izolatlar1 arasindaki klonal iligkisinin ortaya
konmast, epidemik ve sporadik CID izolatlarin sekans tipinin belirlenmesi, biyofilm

aktivitesinin ve biyofilm ile ilgili genlerinin varliginin arastirilmasi amag¢lanmistir.

Gere¢ ve yontem

YBU ve servis hastalarmin érneklerinden izole edilen 60 CID izolat ve 30 CID olmayan
A. baumanii izolat1 calismaya alinmistir. izolatlar arasindaki klonal iliskinin ve
hastanemizdeki genotiplerin belirlenmesi amaciyla REP-PZR yontemi kullanilmigtir. XTT
rediiksiyon analizi kullanilarak izolatlarin biyofilm aktivitesi belirlenmis ve biyofilm ile
iliskili bap, abal, ompA, bfmR, csSUE gen bélgeleri PZR yontemi ile arastirilmistir.
Endemik genotip ve diger CID izolatlarin oldugu sporadik genotiplerden temsilci

izolatlarin MLST ile sekans tipi belirlenmistir.
Bulgular

Izolatlarin % 59°unda, hastanemiz endemik genotipi (Genotip A) saptanmis olup, bu
genotipi temsilen iki izolatin MLST ile ST-2 klonuna ait oldugu bulunmustur. Ayrica
kolistin direngli bir izolat ST-604, sporadik genotiplerden ST-695 ve ST-157 klonlar1 tespit
edilmistir. Hastanemizdeki A. baumannii izolatlarinin ¢ogunun biyofilm iligkili genleri
tasidig1 ve bununla uyumlu olarak giiclii biyofilm aktivitesine sahip oldugu saptanmustir.
CID izolatlarda, CID olmayanlara gére ompA ve cSUE gen pozitifligi anlamli oranda
yiiksek bulunmustur (p=0,003,p=0,001). CSUE geni pozitif olanlarin, negatif olanlara gére
anlamli olarak daha gii¢lii biyofilm aktivitesine sahip oldugu tespit edilmistir (p=0,009).

Sonuc¢
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Hastanemiz YBU ve ¢esitli servislerinde, ST-2 klonuna ait giiglii biyofilm aktivitesine
sahip CID A. baumannii izolatlar1 endemik olarak bulunmaktadir. Bunun yan1 sira ST-604,
ST-695 ve ST-157 klonlar1 da zaman zaman tespit edilmistir. Izolatlar arasindaki klonal
iliskilerin belirlenmesi ve biyofilmin fenotipik ve genotipik olarak arastirilmasi; A.

baumannii enfeksiyonlarinin 6nlenmesi, kontrolii ve tedavisinde yardimci olacaktir.

Anahtar Sozciikler: A. baumannii, Biyofilm, REP-PZR, MLST.

72



8. ABSTRACT

Determination of Genotypes of Acinetobacter baumannii Isolates and Comparison
with Biofilm Formation

Introduction and purpose

MDR A. baumanii is serious nosocomial infection agent seen common in all of the
world. The aim of this study is to investigate biofilm activity and the presence of biofilm
related genes, to determine the clonal relationship between A.baumannii isolates and to
investigate the sequence type in epidemic and sporadic MDR isolates. Strains isolated from
clinical samples sent to the Microbiology Laboratory of Kocaeli University Medical
Faculty Hospital between October 2016 and December 2017.

Materials and methods

It was included 60 MDR and 30 non-MDR A. baumannii strains isolated from ICU and
service patients’samples. In order to determine clonal relationship between isolates and
genotypes in our hospital, REP-PZR method was used. The strains’ biofilm activity was
determined using XTT reduction analysis and biofilm related bap, abal, ompA, bfmR,
csuE gene regions were investigated by PCR method. MLST was used to determine
sequence type of representative isolates from endemic genotype and other MDR isolates of

sporadic genotypes.
Results

The endemic genotype (Genotype A) was determined in 59% of the isolates and two
isolates representing this genotype were belong to ST-2 clones. Also ST-604 clone in a
colistin-resistant isolate, ST-695 and ST-157 clones from sporadic genotypes were
determined. Most of the A. baumannii isolates in our hospital have biofilm-related genes
and have strong biofilm activity. In MDR isolates, ompA and csuE gene positivity were
significantly higher than those non-MDR isolates (p=0,003, p=0,001). CsuE gene positive
isolates were found to have significantly stronger biofilm activity than negative ones
(p=0,009).

Conclusion
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MDR A. baumannii isolates with strong biofilm activity are belong to ST-2 clone and
endemic in ICU and various services of our hospital. In addition, ST-604, ST-695 and ST-
157 clones were also detected. To determine of clonal relationship between isolates and

investigate of phenotypic and genotypic biofilm will help prevention, control and treatment
of A. baumannii infections.

Key Words: A. baumannii, Biofilm, REP-PCR, MLST.
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