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TESEKKUR

Bu tezin planlanmasi, gerceklestirilmesi ve yazimi sirasinda bilgi ve deneyimini
esirgemeyen Prof. Dr. Ozgen Késeoglu Eser’e tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica
O0grenim hayatim stiresince katkilar1 ile her zaman yanimda olan anabilim dalimizin
tim degerli hocalarina, sevgili asistan arkadaglarima, canim aileme ve esime

tesekkiir ederim.

Dr. Baris BORAL



OZET

Acinetobacter baumannii enfeksiyonu tum dunyada artmaktadir. Mikroorganizma,
modern saglk sistemlerindeki en basarili patojenlerden biridir. A. baumannii'de
direng oranlari son yillarda hizla artmistir. Bu ¢alismanin amaci, Turkiye’deki bes
cografik boélgedeki yogun bakim dnitesinde tedavi gdéren, invaziv A. baumannii
enfeksiyonu olan hastalarin demografik 6zelliklerinin arastirilmasi ve klinik izolatlarin
antimikrobiyal direncinin ve molektler epidemiyolojisinin belirlenmesidir.

Calismada; Tirkiye’de Ege, i¢ Anadolu, Dogu Anadolu, Marmara ve Akdeniz
Bdlgelerindeki 10 tip merkezinden 6 ay boyunca toplanan, yogun bakim Unitesinde
tedavi goéren invaziv A. baumannii enfeksiyonu olan hastalardan alinan ornekler ve
A. baumannii kolonizasyonunu belirlemek icin gevresel ornekler degerlendirildi.
Calismaya 10 merkezden toplam 164 klinik A. baumannii izolati ile 4 merkezden
toplam 12 cevresel A. baumannii izolati dahil edildi. izolatlar éncelikle otomatize
sistemlerle tanimlandi, daha sonra konvansiyonel testlerle ve blaoxa-s1 geni pozitifligi
ile dogrulandi.

Antimikrobiyal duyarlilik testleri CLSI M100-S24 kriterleri dikkate alinarak, 6 farkl
antibiyotik (amikasin, ampisilin-sulbaktam, seftazidim, siprofloksasin, imipenem ve
kolistin) kullanilarak mikrodiliisyon yéntemiyle gerceklestirildi. izolatlar ve merkezler
arasindaki genetik iligskiyi belirlemek icin pulse-field jel elektroforez (PFGE) yontemi
kullanildi.

164 hasta icin atfedilebilir mortalite orani %58 olarak belirlendi. Atfedilebilir mortalite
icin risk faktorleri arasinda dibates mellitus [risk orani (HR): 2.74; p=0.026],
karaciger yetmezligi (HR: 4.27; p=0.047), kemoterapi (HR: 3.69; p=0.03) ve
onceden kinolon kullaniminin (HR: 3.64; p=0.01) yer aldigi1 goéruldu.

Antibiyotik duyarllik testleri ile PCR uygulanan 171 A. baumannii izolatindan,
169’unun (%98.8) blaoxa-23, besinin (%2.9) blaoxa-se, bunlardan birinin (%0.6) her iki
geni tasidigi ve bes (%2.9) izolatin blaper1 pozitif oldugu gorildu. izolatlarda blanowm,
blakpc, blaoxa-4s tespit edilmedi. Antibiyotik direng oranlari amikasin, ampisilin-
sulbaktam, seftazidim, imipenem, siprofloksasin ve kolistin i¢in sirasiyla; %91.8,
%99.4, %99.4, %99.4, %100.0 ve %1.2 olarak belirlendi.

Toplam 4 merkezden 12 cevresel A. baumannii izolati; hasta masasindan,
lavabodan, musluktan ve pompadan izole edildi. Cok ilaca direng gosteren gevresel
ve hasta izolatlarinda en duyarli antibiyotik kolistin olarak belirlendi. Cevresel
izolatlari da kapsayan 173 izolatin PFGE analizi ile 87 pulsotip belirlendi. 16 izolat
klonal olarak iligkisiz bulundu. Kalan 157 izolatin (%90.8), %85 benzerlik
seviyesinde 14 farkli grupta (I-XIV) yer aldigi ve Grup VI (n=29), Grup Il (n=24) ve
Grup IX (n=21)'un ana gruplar oldugu géruldid. Grup VI'da yer alan izolatlarin tima
ic Anadolu Bélgesi'ndeki 5 merkezden elde edildi.

Bu calisma, Turkiye’de A. baumannii enfeksiyonlarina yonelik olarak gelecekteki
profilaktik ve terapétik seceneklerin olusturulmasinda &6nemli bir temel
olusturmaktadir. invaziv CiD A. baumannii enfeksiyonlarinda kolistin halen en etkili
antibiyotiktir ve bu hastalarin tedavisinde karbapenemlerin yerine gegmistir.
izolatlarin %90.8’sinde gorilen klonal iligki, Tirkiye'deki farkli bolgelerdeki invaziv
¢ok ilaca direngli A. baumannii izolatlarinin dagiliminin bliytk farkhliklar
olusturmadigini gostermektedir.

Anahtar sozciikler: Acinetobacter baumannii, risk faktorleri, antimikrobiyal
duyarlilik, diren¢ mekanizmalari, polimeraz zincir reaksiyonu, pulsed field jel
elektroforezi, klonal iliski.



ABSTRACT

Acinetobacter baumannii infections are increasing throughout the world. It is one of
the most successful pathogen in modern healthcare system. The antibiotic
resistance rates of A. baumannii have increased rapidly in recent years. The aim of
the study is to investigate demographic characteristics of patients hospitalized in
ICUs with invasive A. baumannii infections and the determination of antimicrobial
resistance and molecular epidemiology of clinical isolates from five geographical
regions of Turkey.

Patients with invasive A. baumannii infections in ICUs and their environment for A.
baumannii colonization were prospectively evaluated in 10 medical centers including
regions of Aegean, Central, Eastern, Marmara and Mediterranean of Turkey in a six
month period. A total of 164 A. baumannii clinical isolates from 10 centers and 12
environmental isolates from four centers were included in the study. A. baumanniii
isolates were initially identified by automated systems and then identification was
confirmed with conventional tests and positivity of blaoxas1 gene. Antimicrobial
susceptibility testing was performed according to CLSI M100-S24 criteria for six
different antibiotics (amikacin, ampicillin-sulbactam, ceftazidime, -ciprofloxacin,
imipenem and colistin) by microdilution method. PFGE was performed to determine
the genetic relatedness among the isolates and centers.

The attributable mortality rate of the 164 patients was 58.5%. The risk factors for
attributable mortality contained diabetes mellitus [hazard ratio (HR): 2.74; p=0.026],
liver failure (HR: 4.27; p=0.047), the use of chemotherapy (HR: 3.69; p=0.03) and
previous use of quinolone (HR: 3.64; p=0.01).

Among the 171 A. baumannii isolates, 169 (98.8%) carried blaoxa-23, five (2.8%)
carried blaoxass and one isolate (0.6%) was positive for both genes. Antibiotic
resistance rates for amikacin, ampicillin-sulbactam, ceftazidime, ciprofloxacin and
colistin were 91.8%, 99.4%, 99.4%, 99.4%, 100% and 1.2% respectively.

Total of 12 environmental A. baumannii isolates were isolated from patient’s tables,
sinks, taps and pumps. These isolates were obtained from four centers.
Environmental isolates were multidrug resistant (MDR) and colistin was the most
susceptible antibiotic both in the patient isolates and the environmental isolates.
PFGE analysis of 173 isolates including environmental ones, showed 87pulsotypes.
Sixteen isolates were found to be clonally unrelated. PFGE revealed that
157(90.8%) of the isolates were in 14 different clusters (I-XIV) at a similarity level of
85% and cluster VI (n=29), Il (n=24) and IX (n=21) were the major ones. The
isolates in cluster VI were all from the five medical centers in Central Anatolia
region.

This study provides an important baseline to assess the future prophylactic and
therapeutic options in A. baumannii in Turkey. Colistin is still the most effective
antibiotic in invasive MDR A. baumannii infections and replaced carbapenems as
the cornerstone of therapy in patients with invasive MDR A. baumannii infections.
Clonal relatedness in 90.8% of the isolates suggested that the distribution of
invasive A. baumannii isolates from different regions of Turkey was not diverse
verifying multidrug resistance in all clusters.

Key words: Acinetobacter baumannii, risk factors, antimicrobial susceptibility,
resistance mechanisms, polymerase chain reaction, pulsed field gel electrophoresis,
clonal relatedness.
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1. GIRIS

Acinetobacter baumannii toprakta, suda ve dogal ¢evrede sik bulunan
bir kokobasildir. Dinyada yaygin olarak izole edilen firsat¢i bir patojendir ve
klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda izole edilen gram negatif non-fermenter
mikroorganizmalar arasinda Pseudomonas aeruginosa’dan sonra ikinci
sirada yer alir. Saglikli kigilerde deri, Ust solunum yollari ve genital sistemde
kolonize olabilen mikroorganizmanin, siklikla hastane enfeksiyonu seklinde
ortaya c¢lkan enfeksiyonlari arasinda; ventilator ile iliskili pndémoni,
bakteriyemi, menenijit ve Uriner sistem, deri ve yumusak doku, santral sinir
sistemi ve kemik enfeksiyonlari yer almaktadir. A. baumannii, hasta morbidite
ve mortalitesini artirmasi sebebiyle dnemli bir halk saghgi problemi olarak
karsimiza ¢gikmaktadir (1-5).

A. baumannii, gerek cok ilaca direngli (CID), gerekse tiim
antibiyotiklere direngli (TID) suslari nedeniyle son 20 yil iginde dnemi artan
bir enfeksiyon etkeni olmustur. Enfeksiyonlarinda tedavi segceneklerinin kisith
olmasi, bakterinin biyofilm olusturabilme 6zelligi ile hastane ortamlarinda
canlihgini koruyabilmesi ve kolonizasyonun genellikle invaziv enfeksiyon ve
salginlarla sonuglanmasi sebebiyle Acinetobacter kolonizasyonu/enfeksiyonu
icin dnlemler alinmasi gerekmektedir (3,5) .

Ulkemizde A. baumannii’'ye iliskin cok sayida arastirma bulunmaktadir
Bu arastirmalarda hastanelerdeki A. baumannii izolatlari arasinda %60-70
oranlarinda klonal iligki saptanmig, ulusal dizeyde yaygin olan klonun ve
hastaneler arasi gecis derecesinin belirlenebilmesi igin ¢ok merkezli
calismalarin yapiimasi gerektigi vurgulanmistir (6-9) .

Ulusal duzeyde ¢ok merkezli yurGtlilecek bu calisma ile; (i) invaziv
hastane enfeksiyonlarina yol agan A. baumannii izolatlarinin dogru
tanimlanmasi, (ii) antibiyotik direng paternlerinin saptanmasi, (iii) izolatlar
arasindaki klonal benzerliklerin ortaya konulmasi, (iv) antibiyotik direng
genlerinin belirlenmesi, (v) Ulke ekonomisinde buylk kayiplara yol acgan,
hasta morbidite ve mortalitesini artiran CiD A. baumannii'nin etken oldugu
hastane enfeksiyonlarinin tedavisinde yeni, ucuz ve kisa sureli tedavi

alternatiflerinin belirlenmesi ve (vi) uygun olmayan ve yudksek maliyetli



antibiyotik tedavilerinin dnlenmesine katki sunulmasi amacglanmistir. Ayrica
(vii) tlkemiz A. baumannii suslarinin fenotipik ve genotipik 6zelliklerinin diger
ulkelerin A. baumannii suglari ile karsilastirilmasi, (viii) suslarin yayilim ve
bulas Ozelliklerinin gosterilmesi, (ix) enfeksiyon kontrol dnlemlerine yonelik

yeni hedeflerin belirlenmesi de ¢alisma amaglari arasinda yer almaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Taksonomi ve Tarihge

Acinetobacter cinsinin taksonomisinin renkli bir gecmisi vardir. Ayirt
edici 6zelliklerinin kisith olmasindan dolayr 1970’li yillardan 6nce siklikla
yanls tanimlanan Acinetobacter cinsinin taksonomik tarihi yirminci yizyilin ilk
dénemlerine uzanir. ilk kez 1911 yilinda, Hollandal bir mikrobiyolog olan
Beijerinck tarafindan topraktan izole edilen ve Micrococcus calcoaceticus
olarak isimlendirilen bu bakteri gunimize kadar bircok taksonomik
degisiklige ugramistir (1) . Diplococcus mucosus, Micrococcus calcoaceticus,
Alcaligenes haemolysans, Mima polymorha, Moraxella iwoffi, Herellea
vaginicola, Bacterium anitratum, Moraxella Iwoffi var. glucidolytica, Neisseria
winogradskyi, Achromobacter anitratus ve Achromobacter mucosus
bunlardan bazilardir.

GUnumuzdeki cins tanimi ise 1954 yilinda Brisou ve Prevot tarafindan,
benzer morfolojik 6zellik gosteren Achromobacter cinslerinden hareketsiz
olanlari ayirarak, Yunanca'da ‘hareketsiz anlamina gelen ‘akinetos’
kelimesinden esinlerek ‘Acinetobacter adinin verilmesiyle olusturulmustur
(1,2) . Baumann ve arkadaslari 1968 yilinda Acinetobacter turlerini ayrintili
olarak tanimlamis ve 1971 yilinda Acinetobacter cinsi, Moraxella ailesi iginde
incelenmigtir. Bergey’s Manual of Systematic Bacterilogy’de 1974 yilinda
Acinetobacter cinsi listenmis ve Acinetobacter calcoaceticus tanimlanmigtir
(1) . Bouvet ve Grimont 1986 yilinda ise DNA-DNA hibridizasyon teknigi ile
Acinetobacter cinsinde yer alan on iki adet tur tanimlamislardir (1,3-5).

GUnUmuzde, Acinetobacter cinsi DNA-DNA hibridizasyon teknigi
kullanilarak gercgeklestirilen c¢alismalarin sonucglarina gore 25 adet DNA
homoloji grubu icermektedir. Bu gruplardan sadece 11’ isimlendirilmis olup,
en az 19 ture iligkin biyokimyasal testler yayinlanmistir (6-8) . Guncel
taksonomik verilere gbére Acinetobacter cinsi Gammoproteobacteria
takiminda, Moraxella, Acinetobacter, Psychrobacter ve ilgili

mikroorganizmalari kapsayan Moraxellaceae ailesi iginde incelenmektedir

).



2.2. Mikrobiyolojik, Metabolik Ozellikler ve Laboratuvar Tanisi

Acinetobacter cinsi; gram negatif, katalaz-pozitif, oksidaz-
negatif, hareketsiz ve non-fermenter kokobasiller olarak tanimlanmaktadir.
Ancak; boyayi zor biraktiklari igin yanlislikla gram negatif veya gram-pozitif
koklar olarak tanimlanabilmektedirler (1) .

insandan izole edilen tirler, klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
yaygin olarak kullanilan, koyun kanli agar veya triptik soy agar gibi kati
besiyerlerinde 37 °C’de iyi Urerler. Mikroorganizmanin izolasyonunda, karbon
kaynadi olarak asetat vb.; nitrojen kaynagdi olarak nitrat iceren,
zenginlestirilmis ve pH’s1 dusuk sivi besiyerinin kullanimi 6nerilmektedir (1) .
Bu amacla secici-ayirt edici besiyerleri gelistiriimis olup bunlar arasinda en
sik Difco Herellea agar (Becton Dickinson, New Jerser, ABD) ve Leeds
Acinetobacter Medium (Santa Maria, ABD) kullaniimaktadir (1,10,11) .

Acinetobacter tirlerinin kolonileri dizgun kenarli, bazen mukoid ve
grimsi-beyaz renktedir. A. calcoaceticus - A.baumannii kompleks'’in kolonileri
Enterobacteriaceae kolonilerine benzer ancak, daha kuguk ve seffaftirlar.
MacConkey agar besiyerinde enterik basillerden daha kuglik, opak,
pigmentsiz ve S tipi koloniler olustururlar. Ug sekerli demirli (TSI) ve oksidatif
fermentatif besiyerinde asit olusturmazlar (11). A. baumannii izolatlar
genellikle glukozu oksitler, koyun kanh agarda hemoliz olusturmaz ve
44°C’de Ureyebilme vyetenediyle diger Acinetobacter tarlerinden ayirt
edilebilir. A. lwoffii glukozu oksitlemeyen ve hemoliz yapmayan turdar. A.
haemolyticus hemoliz yapan bir tlrdur. A. johnsonii ise 37°C’de lUreyememesi
ile diger turlerden ayirt edilebilir(12) .

Rutin tani laboratuvarlarinda diger bakterileri tar dizeyinde
tanimlamak amaciyla yaygin olarak kullanilan basit fenotipik testler, en
yaygin Acinebacter turlerini dahi tanimlamada yeterli degildir. Acinetobacter
turlerini  diger non-fermenter gram negatif bakterilerden ayirt etmeyi
saglayacak kesin bir metabolik test bulunmamaktadir. Bouvet ve Grimont 28
fenotipik testi iceren bir Acinetobacter tanimlama semasi olusturmustur. Bu
semanin etkinliginin %95.6 olarak belirtiimesine ve 12 genomik tartin 11’inin

tanimlanabilmesine karsilik, yeni belirlenen tarler bu gsema kullanilarak



tanimlanamamakta ve 6zellikle A. baumannii ile Acinetobacter genomik tir
13TU birbirinden ayirt edilememektedir (1,13).

Acinetobacter turlerinin tanisinda DNA-DNA hibridizasyon testi
referans standart olarak kabul edilmesine karsilik, uygulamasi zahmetlidir.
Rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kullanim i¢in uygun olmayan bu
yontemler dinyada sadece birkag referans laboratuvarda kullaniimaktadir.

Manuel ve yari-otomatize ticari tanimlama sistemlerinden APl 20NE,
Vitek 2, Phoenix ve MicroScan WalkAway kullaniimakta olan sistemler
olmasina ragmen, tanimlamada bazi sorunlar gosterebilmektedir (14-17) . Bu
sistemler en sik enfeksiyona neden olan Acinetobacter tirlerini tanimlamakta
bile yetersiz kalabilmektedir. Ozellikle, A. calcoaceticus- A. baumannii
kompleksinde yer alan ve klinik agidan 6énemli olan ¢ tlir mevcut ticari
tanimlama sistemleri ile ayirt edilememektedir. En yaygin kullanilan
tanimlama sistemlerinde, A. baumannii, Acinetobacter genomik tir 3 ve
Acinetobacter genomik tur 13TU tdrlerinin tumd A. baumannii olarak
tanimlanmaktadir (1) .

Acinetobacterleri tir dizeyinde tanimlamak icin 6nerilen molekuler
tanimlama yontemleri ise sunlardir: Amplifiye edilmis 16S rRNA gen
restriksiyon analizleri (ARDRA), c¢ogaltilmis parga uzunluk polimorfizimi
(AFLP), yuksek c¢ozunuarlikli parmak izi analizleri, ribotiplendirme, tRNA
“spacer” parmak izi, 16S-23S rRNA intergenik “spacer” dizisi restriksiyon
analizi, 16S-23S rRNA gen “spacer” bolgesi dizi analizi, RNA polimeraz f alt
unitesi (rpoB) geni ile komgu bolgelerinin dizi analizi (13) .

Acinetobacter tdrlerinin  tanimlanmasi igin kullanilan en yaygin
molekuler temelli yontemler 16S rRNA gen restriksiyon analizi (18) ve
AFLP’dir (19,20) . Diger yontemlerden biri olan tRNA parmak izi teknigi (14)
ile A. baumannii ve Acinetobacter genomik tur 13TU ayirt edilememektedir.
Ribotiplendirme (21) ve 16S-23S rRNA gen bdélgesinin dizi analizi (22) ile
A. calcoaceticus ve A. baumannii kompleks ayirt edilebilmektedir. rpoB geni
dizi analizi (23) umut vaat eden bir yontem olarak goérinse de, daha fazla

calisma ile yontemin validasyonunun saglanmasi gerekmektedir (1) .



Yeni gelismeler ise A. baumannii ile iliskili olan ve bu tlrde intrensek
olarak bulunan blaoxa-s1-benzeri kabapenemaz geninin tespitine yodnelik
dogrulama testleridir. “Polimerase Chain Reaction-electrospray ionization
mass spectrometry (PCR—-ESI-MS)” (24) ile Higgins ve ark. (25) tarafindan
geligtirilen ve A. baumannii ile Acinetobacter genomik tir 13TU’unun gyrB
geninden yararlanilarak ayirt edilmesini saglayan, basit ve PCR temelli
yontem de bu gelismeler arasindadir (1) .

Molekuler temelli yéntemler guvenilir ve duyarli ydontemler olmalarina
karsilik yuksek maliyetli ve zahmetlidir. Ayrica gesitli ekipman ve deneyimli
personel gereksinimi nedeniyle Acinetobacter tirlerinin tanimlanmasinda
rutin laboratuvarlarda bu yéntemlerin kullanimi kisitlidir.

Yapilan calismalarda “Matrix-assisted laser desorption ionization—
time-of-flight MS (MALDI-TOF MS)” yontemi ile de umut verici sonuglar
alinmigtir. Yontem 1 saatten kisa surede tir tanimlamasina olanak verse de

pahali ekipman ve veri tabani gerektirir (1) .

2.3. A. baumannii Epidemiyolojisi

Antibiyotik direncinin kiresel bir saglik endisesine ddnustugu
ginimizde Dinya Saghk Orgitii, takip ve goriintileme sistemlerindeki
eksikliklerin antimikrobiyal direncin ortaya c¢ikmasinda ve yayillmasinda
onemli yere sahip oldugunu belitmektedir. Su anda kullanilan takip ve izleme
sistemlerinin en onemli eksigi bakteri izolatlarina iligkin yeterli genetik verinin
bulunmamasidir. Bu sebeple nozokomiyal salginlara neden olan klinik
izolatlarin genetik 6zelliklerini kesin olarak anlamak igin mikrobiyolojik
genotiplendirme kaginilmazdir (26) .

Acinetobacter turlerine iligkin epidemiyolojinin belirlenmesinde ise
genotiplendirme  yontemlerinden yararlanilir.  Siklikla kullanilan  sus
tiplendirme yontemleri arasinda serotiplendirme (27) , multilokus enzim
elektroforezi (28) , DNA temelli yontemlerden “Repetitive extragenic
palindromic” dizi analizi temelli PCR (29) , ARDRA, pulsed-field jel
elektroforezi (PFGE), AFLP (18) , ribotiplendirme (30-32) “Repetitive

extragenic palindromic PCR (Rep-PCR)” yer almaktadir. Bu ydntemlerle



suslarin tanimlanmasinin ardindan o mikroorganizmaya iliskin klonlarin
belirlenebilmesi mumkin olmaktadir. Bu yontemler arasinda en guvenilir
olani PFGE’dir ve Acinetobacter tiplendirmesinde altin standart olarak kabul
edilmektedir.

PFGE, sinirh sayida ve buyuk DNA parcalarindan olusan DNA
profilleri ortaya cikaran ve boylece kolay ayirt edilebilmeyi saglayan bir
makro-restriksiyon analiz yontemidir. PFGE yonteminde DNA'yl kesen
restriksiyon enzimi olan Apal, Acinetobacter kromozomunu c¢egitli yerlerden
keserek buyukltkleri 10-700 bp uzunlugunda degisen 10’dan fazla; fakat
30’dan az farkli parga olusturur. Suslarin birbiri ile olan epidemiyolojik iligkisi
PFGE paternlerinin benzerligine gore degerlendirilir (33) . Calismalarda
PFGE disinda, Rep-PCR ve “Multilocus Sequence Typing (MLST)”
yontemleri de siklikla kullaniimaktadir (34) .

MLST, vyakin bakteri tdrlerini ayirt etmede kullanilan yuksek
¢OzUnurlUklG  bir molekiler yontemdir. MLST verileri tekrarlanabilir ve
tasinabilir verilerdir ve bu verilerin dunya c¢apindaki laboratuvarlar arasinda
karsilagtirimasi kolaydir. Ancak, MLST uygulamalari gercek zamanh bir
surveyans etkinligi saglayamaz (24) .

Yukarida anilan molekuler temelli yontemler; yuksek tekrarlanabilirlik,
guvenilirlik ve ayirt edicilik yonleri ile uygun teknik ve bilgisayar programinin
gelistiriimesini takiben ulusal ve uluslararasi dizeyde genis veri tabanlari
olusturulmasini saglamaktadir.

A. baumannii en énemli CID gdsteren nozokomiyal patojenlerden
biridir. Hastane kaynakli Acinetobacter enfeksiyonlarinda, belli basli epidemik
klonal kompleksler rol oynamaktadir. Salginlara neden olan kisitli sayidaki
epidemik klonlari tespit edebilmek amaciyla 1996 ve 2003 yilinda AFLP,
ribotiplendirme ve hlcre protein analizi gibi yontemler kullanilarak Avrupa
klon I, Il ve Ill adi altinda salgin yapan klonlar tanimlanmistir(35,36) .
Ozellikle Avrupa klonu | ve II'nin CID gdéstermesi nedeniyle tedavide
kullanilabilecek antimikrobiyal ilaglar sinirli kalmaktadir. Diger taraftan
salginlara neden olan epidemik klonlar disindaki A. baumannii klinik izolatlari,

henliz birgok antimikrobiyal ilaca duyarlidir. Oyle ki, Avrupa klonu | ve II'nin



daha sik goruldigu Asya ve Avrupa kitasindaki A. baumannii izolatlarinin
antimikrobiyal direng oranlarinin, Amerika kitasindakilere gore ¢ok daha
yuksek oldugu ve 2004-2009 yillari arasinda antimikrobiyal direncin onemli
duzeyde arttigi tespit edilmistir. Bu klonlara yonelik alinacak onlemler hig
suphesiz nozokomiyal salginlarin 6nune gecgecektir. Bu nedenle
A. baumannii epidemik klonlarinin, non-epidemik A. baumannii klonlarindan
ve A. nosocomialis ve A. pittii gibi non-baumanni Acinetobacter turlerinden

ayirt edilmesi son derece 6nemlidir (26,34) .

2.4. A. baumannii’de Antimikrobiyal Direng ve Mekanizmalari

Diinya genelinde CID A. baumannii hizla artmaktadir. 2004-2009
yillari arasinda 10.149 A. baumannii izolatinin dahil edildigi bir caligmada tum
antibiyotiklere karsi minimal inhibitér konsantrasyon (MiK) degerlerinde
anlamli bir artis saptanmigtir. Bu ¢alismada en yuksek direng oranlari 2009
yihinda Ortadogu’da seftriakson, piperasilin tazobaktam ve seftazidime karsi
sirasiyla %83.6, %82, %80.3 olarak bulunmustur(37) .

Diinyada ilk CID A. baumannii 1998 yilinda Tayvan'da saptanmigtir.
Bu tarinten sonra Tayvan’da CID A. baumanniiye bagh salginlar hizla
gorulmeye baslanmistir(34) . Tayvan antimikrobiyal direng surveyans
programinin 2012 yilinda agiklanan sonuglarina gore, 2002 yilinda %3.4 olan
imipenem direnci 2010 yilinda %58.7’ye yukselmistir(38) .

Karbapenem direngli A. baumannii enfeksiyonlari Avrupa’da birgok
ulkede tedavi agisindan sorun yaratmaktadir. Avrupa’da direng oranlarinin en
yiksek oldugu dlkelerin basinda Turkiye, Yunanistan, italya, ispanya ve
ingiltere gelmektedir(1) .

Klinik izolatlarda yuksek duzey karbapenem direncinin bildiriimesi ile
birlikte diger sinif antimikrobiyal ilaglara veya kombinasyon tedavilerine acilen
ihtiyag duyulmaya baslanmistir. CID A. baumannii enfeksiyonlarinda tedavi
segenegi olarak polimiksinler ve tigesiklinin dahil oldugu kisitli sayida
secenek bulunmaktadir(34) .

Kolistin direngli A. baumannii izolati ilk olarak 1999 yilinda Cek

Cumbhuriyeti'nde tanimlanmistir(39) . Daha sonra Li ve arkadaslari 2006



yihinda ilk kez kolistine heterodirencli bir izolat tanimlamistir(40) . Avrupa,
Amerika Birlesik Devletleri, Latin Amerika ve Asya-Pasifik bolgesinde 2001-
2011 yillari arasinda yapilan SENTRY antimikrobiyal surveyans sonuglarina
gore kolistin direncinin hala dusuk seviyelerde (%0.9-%3.3) oldugu
gOsterilmistir (41) .Tum Dunyada kolistin direnc¢li A. baumannii izolatlar
dikkat ¢ekerken, en yuksek diren¢ oranlari Asya’dan bildiriimektedir. Kuzey
Tayvan'da CID A. baumannii suglarinin klonal yayihimi ile ilgili bir galismada
kolistin, rifampisin ve tigesikline karsi antimikrobiyal duyarlilik sirasiyla
%10.4, %47.8 ve %45.5 olarak bulunmustur (42) . Tum bu yapilan galigsmalar
kolistinin CID A. baumannii enfeksiyonlarinda tek etkili tedavi secenegi
oldugunu gostermektedir.

A. baumannii enfeksiyonlarinda ¢ok sayida antibiyotige kargi direncin
ortaya ¢ikmasi tedavi alternatiflerini kisitlamakta ve bu durum hastaneye
yatis slUresinde 13 gunlik bir uzamaya ve tedavi maliyetinde 3.758 dolarlik
bir artisa neden olmaktadir. Bu durum yeni antimikrobiyal ilaglara olan
ihtiyaci da artirmaktadir (43) .

CiD A. baumannii, klinikte kullanilan pek cok ilaca yiiksek oranda
direnclidir. GUnUmuzde belirlenmis birgok direng mekanizmasi arasinda
B-laktamaz enzimlerinin varhgi, ilacin aktif pompa sistemi ile disar atimi,
aminoglikozitleri modifiye eden enzimler, gecirgenlik bozukluklari ve hedef
bdlgelerde meydana gelen modifikasyonlar sayilabilir (Tablol1). A. baumannii
izolatlarinda direncin yayillmasinda ise plazmit konjugasyonu, transpozonlar

ve integronlar etkili olabilmektedir (34) .
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Tablo 1. Acinetobacter baumannii’de belirlenen diren¢ mekanizmalari ve
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|§
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kDa O MP, 43-kDa
OMP,
Lipopolizakkarit,
OmpA

DNA sirmz GyraAf ParC

Dihidrofolat
rediktaz
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2.4.1. B-Laktamaz Enzimleri

Genis spektrumlu B-laktamlar arasinda yer alan karbapenemler 1985
yilinda tedavide kullaniimaya baslanmistir. Karbapenemler bugiine dek CiD
A. baumannii enfeksiyonlarinin tedavisinde 6nemli bir yere sahip olmakla
birlikte bu antibiyotikleri klinik kullanima yaygin olarak girmesi ile artan direng
oranlari diger antimikrobiyal ilaglara kargi da direngli olan bu bakterilerin
tedavisinde onemli sorun yaratmigtir. Tum dunyada karbapenemazlarin artigi
ve hizli yayilimi, bu enzimlerin erken donemde saptanmasini 6nemli hale
getirmigtir. Bdylece, uygun antibiyotik tedavisinin baslanmasi ve tedavi
basarisizligina neden olan bu enfeksiyonlarin onlenmesi icin enfeksiyon
kontrol 6nlemlerinin alinmasi mumkuin olabilmektedir (43) .

CID A. baumannii enfeksiyonlarinda B-laktamaz enzimi yapimi S-
laktam antibiyotiklere direngte dnemli bir rol oynamaktadir ve direngten en
¢ok sorumlu olan mekanizmadir. Ambler siniflama sisteminde yer alan dort
grup B-laktamaz enzimi de CiD A. baumannii’de bulunabilir (34) . Bunlar
arasinda kromozomal veya plazmite bagli olarak taginabilen blaoxa-23, blaoxa-
24/40 Ve blaoxa-ss benzeri genler A. baumannii’deki karbapenem direncinde en
sik rol oynayan mekanizmalardir(43) .

A. baumannii tlrleri zayif karbapenemaz aktivitesine sahip OXA-51/69
benzeri kromozomal B-laktamaz enzimi Uretirler. Bu enzim 2004 yilinda CID
A. baumannii’de yeni bir alt grup olarak tanimlanmigtir. Calismalarda 1S4
ailesine ait ISAba1’in promotor bodlgede duzenleyici bir rol oynadigi ve
karbapenemaz aktivitesinde artisa neden oldugu bildirilmistir. Bunun disinda,
karbapenemlere karsi etkili ve yaygin olan G¢ adet kazaniimis sinif D OXA
tipi B-laktamaz alt grubu tanimlanmigtir. A. baumannii’'de ilk alt grup, 1985°’te
iskogya’da imipenem tedavisi almamis olan bir hastadan izole edilen
bakteride saptanmistir. Genetik ve biyokimyasal incelemeler sonunda bu
enzim OXA-23 olarak adlandiriimistir(44,45) . ikinci alt grup OXA-40/0OXA-24
grubudur. Bu grup igerisinde, aralarinda birkag aminoasit farkliligi bulunan
OXA-25, OXA-26, OXA-40 ve OXA-72 enzimleri yer alir. OXA-26 ilk olarak
Belgika’'daki bir izolatta gosteriimistir. OXA-40 ise ispanya ve Portekiz’deki A.

baumannii suslari arasinda yaygindir. Ugiincii alt grup ise, ilk olarak
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Fransa’da sonrasinda dunyanin ve Ozellikle Avrupa’nin birgok bdlgesinde
saptanan OXA-58'dir. OXA-58 enziminin asiri exprese edildigi durumlarda
karbapenemlere ylksek dizeyde bir direng gelistigi bildirilmistir (34,45) .

A. baumanniide karbapenem direncinden sorumlu diger bir g-
laktamaz grubu, Sinif B metalo-B-laktamaz (MBL)'lar arasindaki bes enzim
(IMP, VIM, SPM, GIM ve SIM)in yer aldigi gruptur. MBL Ureten bakteriler
genellikle sefalosporinlere, penisilinlere, karbapenemlere ve pB-laktamaz
inhibitorlerine direnclidir. Kazanilmis sinif B karbapenemazlar icinde yer alan
MBL ilk kez 1991 yilinda, Japonya'da 1988 yilinda izole edilmig bir susta
IMP-1 olarak tanimlanmistir. Enzimi kodlayan blamvep geninin sinif |
integronlarda bulunan bir gen kaseti icinde yer aldigi bildirilmigtir (46,47) .
Kazanilmis sinif B karbapenemazlar icinde diger bir grup, VIM tipi MBL’dir.
VIM tipi MBL, ilk kez 1999 yilinda, italya'da 1997 yilinda izole edilmis bir
susta tanimlanmistir (48) . A. baumannii’de IMP ve VIM tipi MBL’lerin her ikisi
de bulunmaktadir. VIM tipi MBL'leri kodlayan genler tipki IMP enzimini
kodlayan genler gibi sinif | integronlar tzerinde, hareketli gen kasetleri icinde
tasinirlar. blamep ve blaviv genleri integronlar Uzerinde tasinabilmeleri
sebebiyle horizontal olarak aktarilabilirler. Bu sekilde hizli yayilabilme
Ozellikleri nedeniyle bakterilerdeki IMP ve VIM B-laktamaz uretimi de hizla
artmaktadir.

ilk VIM tipi MBL'larin tanimlanmasindan sonra A. baumannii’de de
VIM-1, VIM-3, VIM-4 ve VIM-11 gibi diger varyantlar da tanimlanmigtir. Es
zamanl olarak IMP-1, IMP-2, IMP-4, IMP-5, IMP-6, IMP-8, IMP-11, IMP-19
ve IMP-24 tipi MBL’ler de dunya genelinde A. baumannii'nin de dahil oldugu
bircok gram negatif basilde tanimlanmistir. Yakin zamanda ise A.
baumannii’de NDM (Yeni Delhi metallo-B-laktamaz)-1 ve NDM-2 tipi MBL’ler
saptanmigtir (34) .

Sinif A p-laktamazlar o6zellikle karbapenem direncinde mindr rol
oynayabilmektedir. Bunlara 6rnek olarak TEM, SHV, CTX-M, GES, SCO,
PER ve KPC tipi pB-laktamazlar verilebilir (34) . A. baumannii’de tanimlanan
ilk KPC tipi, ilk kez 2010 yilinda Porto Riko’da tanimlanan KPC-10'dur (49) .

Acinetobacter izolatlarinda farkli geniglemis spektrumlu S-laktamaz (GSBL)
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varhgi da gosterilmistir. Bunlar arasinda TEM, SHV, CTX-M, PER ve VEB
dunyanin gesitli Glkelerinden bildirilmigtir. Bu enzimler arasinda en sik rapor
edilen GSBL PER-I'dir. Ayrica, CTX-M enzimleri de tipki MBL’ler gibi
integronlarla veya plazmitlerle tlrler arasinda aktarilabilmektedir (50-52) .

Acinetobacter turlerinde B-laktamaz Uretiminin saptanmasi igin cesitli
molekuler yontemler kullaniimaktadir. PCR yontemi ile blaoxa, blatem, blashv,
blactx-m, blarer, blamvme ve Dblavim gen varlhdr gosterilebilmektedir.
A. baumannii'de 6zellikle blaoxa-23'lin bakteride CIDin gdstergesi olabilecegi
belirtimektedir (53,54) .

2.4.2. ilag Atim Pompalari

ilag atim pompalari, 6zellikle CID gram negatif bakterilerde direncten
sorumlu diger énemli bir mekanizmadir. ilagc atim pompalarina bagl olarak
tigesiklin ve imipenem basta olmak Uzere farkli sinifta yer alan birgok
antimikrobiyal ilaca diren¢ gelisebilmektedir (55) . Oldukg¢a kisitli tedavi
seceneklerine sahip olan CiD ve TiD gérilen A. baumannii izolatlarinda atim
pompa inhibitdrlerinin  yeni ilac hedefi olarak kullanimasi CiD’in
ekspresyonunun oOnlenmesi ve tedavide kullanilacak ilacin etkinliginin
korunmasi agisindan énemlidir (56) .

A. baumannii’'de direng gelisimine neden olan ilagc atim pompalari;
“resistance-nodulation-division (RND) superfamily”, “the major facilitator
superfamily” (MFS), “the multidrug and toxic compound extrusion (MATE)
family” ve “the small multidrug resistance (SMR) family” olarak
siniflandiriimaktadir. Bu ailelerden RND ve MFS en sik ¢alisilan ve direncle
guglu iligkisi bulunan ilag atim pompalaridir (34) . Diga atim sistemi olan
“‘RND superailesi tasiyici genleri” ¢oklu ilaca direngli A. baumannii izolatlarini
ayirt edici dzellige sahiptir (57) . RND ailesinde yer alan AdeABC ilk kez CiD
A. baumannii izolatinda tanimlanmigtir. Diger aile Uyeleri arasinda ise,
AdeDE, AdeXYZ ve AdelJK genleri yer almaktadir. Bunlar arasinda AdeABC
ve AdelJK'nin CIiD ile glgli iliskisi olabilecegini gdsteren c¢alismalar
mevcuttur. MFS ailesinde de TetA, CmlA, MdfA, CraA ve AmvA genlerinin
A. baumannii'de farkli sinif antibiyotiklere direng gelisiminden sorumlu
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oldugunu belirten calismalar bulunmaktadir. Bu durum, atim pompalari ile

direncin, birlikte eksprese olabilecegini dusundirmektedir (34,57) .

2.4.3. integronlarin Direng Gelisimindeki Rolii

integronlar, bakteriyal kromozom veya plazmit (zerinde bulunan
Ozellikle gram negatif basillerde plazmitler Uzerinde tasinan ve birgok
antibiyotige karsi direng gen kasetini tasiyan yapilardir. Horizontal gen
transferi ile direng genlerinin basaril bir sekilde aktariimasini ve yayilmasini
saglamaktadirlar. Ozellikle sinif | integronlar, antimikrobiyal direncin
yayllmasinda biiyiik dnem tasimaktadir. A. baumannii izolatlarinda, CiD ile

sinif | integronlar arasinda bir iligki olabilecegi belirtilmistir (58-60) .

2.4.4. Permeabilite Bozukluklari

Porinler, membranlar Uzerinde birgok fonksiyonu gerceklestiren ve
molekullerin ¢ift kath lipid bariyerlerden gecisini saglayan protein yapidaki
kanallardir. Porinler A. baumannii’de OMP38 ile epitel hlicre apoptozisini
uyarabilir. Biyofilm formasyonu ise OmpA ile iligkilidir. Bu dis membran
proteinleri sadece bakterinin virtlansini etkilemez ayni zamanda direng
gelisiminde de oldukga 6nemli rol oynar (34) . Yapilan caligmalarda
karbapenemaz etkinligi bulunmayan Acinetobacter klinik izolatlarinda 29-
kDa'luk OMP kaybinin imipenem direnci ile iliskili oldugu (61) ; ompA geninin
ortadan kaldirilmasiyla kloramfenikol, aztreonam ve nalidiksik asit MiK
degerlerinde azalma oldugu bildirilmistir (62) Avusturalya’da yapilan bir
calismada ise, dis membrandaki lipopolisakkarit (LPS) kaybinin, membran
gecirgenliginde azalmaya ve kolistin direncinin ortaya ¢ikmasina neden
oldugu belirtilmigtir (63) .

2.4.5. Aminoglikozitleri Modifiye Eden Enzimler

Aminoglikozitleri modifiye eden enzimler, aminoglikozitlere karsi
gelisen direngte temel basamaktir. Aminoglikozit direncinden ¢ogunlukla
asetiltransferaz, adeniltransferaz ve fosfotransferaz olarak tanimlanan 3 sinif

enzim sorumludur. Bu enzimleri kodlayan genler plazmit, transpozon ve
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integronlar ile aktarilabilir. Acinetobacter turlerinde diger patojenlere goére
aminoglikozit direnci daha fazladir. Yapilan ¢alismalarda A. baumannii’'de

degisik tipte aminoglikozitleri modifiye eden enzim varhg bildirilmistir (34,45)

2.4.6. Hedef Bolge Degisiklikleri

A. baumannii’de penisilin baglayan proteinlerdeki (PBP) degisikliklerin,
B-laktam direnci ile iligkili oldugu gosterilmistir. Yapilan ¢alismalarda, direncli
A. baumannii suslarinin 24-kDa’luk PBP’yi agiri urettigi, duyarli suslar ile
karsilastirildiginda direncli suslarin sahip oldugu 6 PBP’nin daha fazla
eksprese edildigi (45) ve imipenem direncinin, diger diren¢g mekanizmalarinin
yoklugunda, imipeneme afinitesi disuk PBP’nin asiri ekspresyonu ile iligkili
oldugu belirtilmigtir (34) .

Mutasyona bagh olarak DNA giraz veya topoizomeraz IV enzimlerinde
gerceklesen yapisal degisiklikler de A.baumannii suglarinda kinolon direncine
neden olmaktadir (45) .

2.5. A. baumannii’de Risk faktérleri, Korunma ve Kontrol Onlemleri

A. baumannii; diger bakterilere gore kuru yuzeylerde veya cansiz
ortamlarda uzun sure canl kalabilmesi nedeniyle invaziv girisimlerde
bulunulan hastalarda ve yogun bakim unitelerinde yatan hastalarda kolonize
olmakta ve salginlara neden olabilmektedir (64) .

Hastanede yatan hastalarda yuksek oranda tasiyicilik, oOzellikle
salginlar sirasinda saptanmaktadir. Yogun bakim hastalarindan alinan diski
drneklerinde CID Acinetobacter tirleri izole edimis ve trakeostomili
hastalarin %45’inde kolonizasyon saptanmistir (64) .

A. baumannii kompleks adi altinda toplanan A. baumannii, A.
nosocomialis ve A. pittii siklikla yogun bakim Unitesinde yatan hastalardan ve
saglik calisanlarindan izole edilmekte olup, Oozellikle A. baumannii,
ventilatorle iligkili pndémoni, bakteriyemi, menenjit, Uriner sistem ve yara
enfeksiyonlari gibi ciddi enfeksiyonlara neden olabilmektedir (65) . Tum

Acinetobacter turleri arasinda A. baumannii, enfeksiyonlarla ve salginlarla
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iligkili en o6nemli tlrdldr; ancak karbapenem direngli A. baumannii, A.
baumannii kompleksten fenotipik ydntemlerle ayirt edilememektedir (66) .

Toplum kaynakli Acinetobacter enfeksiyonlarinda alkol ve sigara
aliskanliklari, diabetes mellitus ve kronik akciger hastaligi risk faktorleri
arasinda yer alir. Hastane kaynakli enfeksiyonlarda ise hastanede yatis
suresi, cerrahi girisim, enfeksiyon varligi ve antibiyotik kullanim oykusu,
intestinal kolonizasyon, malignensi, immun baskilanma, parenteral beslenme,
intraven0z veya Uriner kateter varligi, yanik veya yogun bakim unitesinde
yatis ve mekanik ventilasyon risk faktorleri arasinda sayilabilir. Acinetobacter
enfeksiyonlari dezenfekte edilmis solunum aletlerinin kullanimini takiben dahi
gelisebilmektedir. Bu nedenle riskin yuksek oldugu servislerde, tibbi aletlerin
dekontaminasyonuna, el ylkama ve diger hijyen kurallarina ve akilci
antibiyotik kullanimina dikkat edilmelidir (64) .

2.6. A. baumannii Viralans Faktorleri ve Patogenez

A.baumannii enfeksiyonlarinin patogenezinde rol oynayan faktorler
tam olarak bilinmemektedir. Mevcut bilgiler mikroorganizmanin toksin
uretmedigi ve sitolizin 6zelliginin olmadigi yonindedir. A. baumannii’de ¢ok
az sayida virtlans faktortu gosterilmis durumdadir. Pilus yapimi, demir alimi
ve metabolizmasi, “quorum sensing” ile tip 1V ve tip V sekresyon sistemlerinin
virllanstan sorumlu oldugunu bildiren calismalar mevcuttur (67-69)
Enfeksiyonlari sirasinda mikroorganizmanin virtlansini artiran 6zellikler ise
soyle siralanabilir: (i) fimbria ve/veya kapsuler polisakkarit varliginda insan
epitel hiucrelerine adezyon, (ii) polisakkarit kapsul varhgi, (iii) bazi suglarin
protez ve kateterlere aderensini artiran yuksek ylzey hidrofobisitesi, (iv)
demir selasyonu yapan besiyerlerinde, demir ile diizenlenen siderofor salimi
ile ireyebilme ve (v) ozellikle idrar yolu ve diger dokularda patogenezde etkili
olan, fare mesane dokusuna adezyondur (69) .

Bakteride ince fimbria varligi polistrene adezyonda rol oynayan onemli
bir faktordur ve mikroorganizmanin farkli polimerlere, 6zellikle kateter ve

protez gibi plastik yuzeylere tutunmasinda rol oynar (70) . Acinetobacter
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yuzey hidrofobisitesi ve bakterinin polistren ylzeylere tutunmasi ylksek
oranda iligkilidir (71) .

A. baumannii biyolojik yuzeylere tutunarak biyofilm olusturur. Biyofilm
yapimi “‘quorum sensing” ile dizenlenen birkag yolagi igerir. Biyofilm
olusumunda fimbria varhgr baslangic adhezyonu ic¢in  gereklidir.
Ekzopolisakkarit yapimi biyofilmin maturasyonuna neden olurken (67,68) ,
dis membran proteinlerinin birikimi ise biyofilm yapimini belirgin oranda
artirmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, biyofiim yapimi ile PER-1 B-laktamaz
arasinda pozitif; siprofloksasin direnci ile biyofilm yapimi arasinda ise negatif

bir iligki oldugu gosterilmigtir (72) .
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3. GEREG ve YONTEM

3.1. Bakteri izolatlari

Calisma kapsaminda 2012 yili igerisinde Hacettepe Universitesi Tip
Fakiltesi Erigkin Hastanesi, Gazi Universitesi Tip Fakultesi Hastanesi,
Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi, Ankara Atatlrk Egitim ve Arastirma
Hastanesi, Kayseri Egitim ve Arastirma Hastanesi, Canakkale 18 Mart
Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi, Dr. Litfii Kirdar Egitim ve
Arastirma Hastanesi, Atatirk Universitesi Tip Fakiltesi Aziziye Hastanesi,
Ege Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi’ne basvuran hastalardan ve c¢evreden izole edilen 171 adet
hastane kaynakli A. baumannii izolati incelendi.

Arastirmaya katilan merkezlerde hastane enfeksiyonu olarak
tanimlanan, Ozellikle yogun bakim Uniteleri ve cerrahi servislerinde tedavi
goren hastalarin kan, beyin omurilik sivisi ve diger steril vicut sivisi gibi
orneklerden elde edilen ve invaziv enfeksiyon etkeni olarak kabul edilen
A. baumannii izolatlari galismaya dahil edildi.

Arastirmaya katilan tUm merkezlerde proje kapsaminda daha 6nceden
dizenlenen bir hasta bilgi formu, her merkezde hastalar izleme alan
Enfeksiyon Hastaliklari Uzmani tarafindan dolduruldu. Bu formlarda
hastalarin demografik bilgileri (yas, cinsiyet, meslek, vb.) ile altta yatan
hastalik, risk faktorleri, hastanede yatis sulresi, invaziv girisim veya
operasyon varhgi, antibiyotik tedavisi ve tedavi yaniti gibi bilgilere yer verildi.
(Ek1). Ayni sekilde arastirmaya katilan tUm merkezlerde, proje kapsaminda
daha o6nceden dizenlenen mikroorganizma bilgi formu her merkezde

arastirmaya katilan Klinik Mikrobiyoloji Uzmani tarafindan dolduruldu (Ek 2).

3.2. izolatlarin Tanimlanmasi

Oncelikle izole edildikleri merkezlerde konvansiyonel yéntemlerle ve
otomatize sistemlerle Acinetobacter olarak tanimlanan izolatlar, Hacettepe
Universitesi Tip Fakdltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal’'nda konvansiyonel

yontemlerle ¢alisilarak, tir dizeyinde tanimlama dogrulandi. Ayrica, izolatlar
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tir dizeyinde tanimlama amaciyla blaoxasi gen varlidi yénunden de
incelendi. Tanimlanmasi dogrulanan izolatlar gliserolli buyyonda -80 °C’de

saklandi.

3.3. Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Antimikrobiyal duyarlilik testleri “Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI)” sivi mikrodilusyon yontemine gore gerceklestirildi(73) .

izolatlarin antimikrobiyal duyarlilik testleri icin CLSI &nerilerine gére
hazirlanan katyon ayarli Mueller Hinton Broth (KAMHB) (BD, ABD) besiyeri

kullanildi.

3.3.1. Antibiyotiklerin Hazirlanmasi

Calismada sulbaktam-ampisilin (Avis ilagc AS, istanbul, Tirkiye),
seftazidim (Glaxo Smith Kline AS, istanbul, Tirkiye), amikasin (Zentiva ilac
AS., istanbul, Tlrkiye), siprofloksasin (Sanovel ila¢g AS, istanbul, Tirkiye),
imipenem (Merck Sharp and Dohme ila¢g AS, istanbul, Tirkiye), kolistin
(Sigma, isvicre) antibiyotikleri kullanildi.

Antibiyotikler, uygun ¢ozucu ve seyrelticiler ile sulandirildi. Her bir
antibiyotik igin antibiyotiklerin konsantrasyonu 1024 ug/ml olacak sekilde stok
¢Ozeltisi hazirlandi. (Tablo 2)

Tablo 2. Antibiyotikler i¢in kullanilan ¢oézicu ve seyrelticiler

Antibiyotikler Cozucii Seyreltici
- Fosfat tamponu pH 8.0
Sulbaktam-ampisilin 0.1 mol/L Su
Seftadizim Sodyum karbonat Su
Amikasin Su Su
Siprofloksasin Su Su
Imipenem Fosfat tamponu pH 7.2 Fosfat tamponu pH 7.2
0.01 mol/L 0.01 mol/L
Kolistin Su Su

Antibiyotik duyarlilhk testleri icin kullanilacak antibiyotikler 0.125-256
pg/ml konsantrasyon araliginda test edildi.



20

3.3.2. Mikrodiliisyon Plaklarinin Hazirlanmasi

Antibiyotiklerin seri dilisyonlari 6nce tuplerde yapildi. Daha sonra
uygun konsantrasyondaki antibiyotik ¢ozeltileri mikroplaklara dagitildi. Her
antibiyotik seti icin bir besiyeri kontrol ve bir bakteri kontrolu c¢aligildi.
Standart suslar ile hazirlanan plaklardan biri test edildi. MIK degerleri
beklenen sinir degerde bulunan plaklar daha sonra -80°C’de saklandi.
imipenem ve kolistin mikroplaklari ise her kullanim &ncesinde yeniden

hazirlandi.

3.3.3. izolatlarin Hazirlanmasi

1) Test edilecek izolatlar koyun kanli agar plaklarina pasajlandi.

2) Ertesi gun ¢alisilacak izolatlardan 6ze yardimi ile alinan bir koloni, 2
ml sterii MHB iceren tuplere aktarilarak 0.5 McFarland
bulanikliginda suspansiyonlar hazirlandi.

3) -80 °C’da saklanan antibiyotik iceren mikroplaklar oda sicakligina
getirildi.

4) Her bir izolata ait bakteri stispansiyonlari 1/10 oraninda sulandirilip
vortekslendi. Oda sicakligina gelen mikroplaklarin her bir sirasinda
yer alan 12 kuyucuk icine tek bir izolata ait bakteri
suspansiyonundan 50’ser pl konuldu.

5) Mikroplaklar etivde 35+2 °C’de 24 saat inklibe edildi.

6) Ertesi giin mikroplaklar okunarak MiK degerleri kaydedildi.

3.3.4. Sonuglarin Kalite Kontrolu

Antibiyotik duyarlilik testlerinde sulbaktam-ampisilin i¢cin Escherichia
coli ATCC 35218, diger antimikrobiyaller igin Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 pozitif kontrol suslari olarak kullanildi. (73) (Tablo 3).
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Tablo 3. CLSI tarafindan bildirilen Escherichia coli ATCC 35218 ve
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 suslarina iliskin MiK

degerleri.
Antibiyotik E. coli ATCC 35218 P. aeruginosa ATCC 27853
Sulbaktam-ampisilin 8/4-32/16 -
Seftazidim - 1-4
Amikasin - 1-4
Siprofloksasin - 0.25-1
imipenem - 1-4
Kolistin - 0.5-4

izolatlarin MiK degerleri 2014 yili CLSI (73) (Tablo 4) ve 2014 yili

EUCAST rehberlerine ait (74) direng sinir dederleri esas alinarak duyarl ve

direncli olarak degerlendirildi. (Tablo 5)

Tablo 4. A. baumannii'ye iligkin CLSI tarafindan bildirilen direng¢ sinir

degerleri.
Antibiyotik Duyarh (pug/ml)  Orta direncli (ug/ml)  Direncli (ug/ml)
Sulbaktam-ampisilin <8/4 16/8 = 32/16
Seftazidim <8 16 =32
Amikasin <16 32 > 64
Siprofloksasin <1 2 24
imipenem <2 4 >8
Kolistin <2 - >4

Tablo 5. A. baumannii’ye iliskin EUCAST tarafindan bildirilen direng sinir

degerleri.
e . . Direngli
Antibiyotik Duyarh (pug/ml) Orta direngli (pg/ml) (g/ml)

Sulbaktam-
ampisilin ) i i
Seftazidim - - -
Amikasin <8 - > 16
Siprofloksasin <1 - >1
imipenem <2 - >8
Kolistin <2 - > 2
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3.4. Antimikrobiyal Diren¢ Genlerinin Belirlenmesi

3.4.1. DNA ekstraksiyonu

1.

Kanli agara tek koloni ekim yontemi ile ekilen bakterilerin 18-24
saatlik inklUbasyonu sonunda, bakteri kulturinden tek koloni alindi,
MHB’a ekildi ve 37°C 18 saat inkube edildi.

inkiibasyonun ardindan siispansiyon, 15 dakika 3000 rpm’'de
santrifiij edildi. Ustte kalan sivi dékildi. Kalan kisim (zerine 1ml
TrissEDTA (TE) tamponu eklenerek vortekslendi ve ependorf
tUplere aktarildi.

Suspansiyon tekrar 1 dakika 10.000 rpm’de santriflj edildi ve
ustteki sivi atildi.

Cokelti Gzerine 1 ml TE tamponu eklenerek birkag kez pipetaj
islemi uygulandi. Tupler vortekslendi ve mikrosantrifijde 1 dakika
santrifuj edildi.

Ustte kalan sivi alindiktan sonra yikama islemi (4. basamak) en az
3 kez tekrarlandi. En son yikamadan sonra Ustteki sivi atildi,
cOkeltiye 100 pl TE tamponu eklendi ve tupler 1si bloguna konarak
15 dakika 100 °C’da bekletildi.

Bu islemi takiben bakteriler mikrosantrifujde 1 dakika santrif(j
edildi. Ust sivi gokeltiye dokunmadan yeni bir steril ependorfa
alindi ve elde edilen DNA, ileri molekuler testlerin uygulanmasi

asamasina kadar -20°C’de saklandi.

3.4.2. Multipleks Polimeraz Zincir Yontemi (PCR)

3.4.2.1. blaoxa-23, blaoxa-24, blaoxa-s1 ve blaoxa-ss PCR Protokolii

3.4.2.1.1 Multipleks PCR

Multipleks PCR ile blaoxa-23, blaoxa-24, blaoxa-s1 ve blaoxa-ss genlerinin

saptanmasi, Woodford ve ark.’lari (75) tarafindan tanimlandigi sekilde

gerceklestirildi. Kullanilan primerler 100 pmol/ul sulandirildi.
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blaoxa-s1: F-5-TAATGC TTT GATCGG CCT TG-3°
R-5-TGG ATT GCA CTT CAT CTT GG-3" (353 bp)
blaoxa-23: F-5-GAT CGG ATT GGA GAA CCAGA-3’
R-5-ATT TCT GAC CGC ATT TCC AT-3" (501 bp)
blaoxa-24: F-5-GGT TAG TTG GCC CCC TTA AA-3°
R-5-AGT TGA GCG AAA AGG GGA TT-3" (246 bp)
blaoxa-ss F- 5-AAG TAT TGG GGC TTG TGC TG-3’
R-5-CCC CTC TGC GCT CTA CAT AC-3" (599 bp)

3.4.2.1.2. PCR karnigimu:

Caligsmada kullanilan PCR karisimi Tablo 6’da 6zetlenmigtir.

Tablo 6. Calismada kullanilan PCR karigiminin igerigi.

Malzeme Miktar

Taqg DNA tamponu (10x)
(New England Biolabs Inc., Ipswich, MA)

2.5 ul
dNTP (200 mM)
(New England Biolabs Inc., Ipswich, MA) 0.5
Primerler (30 pmol)
blaoxasi F 0.3 ul
blaoxas1 R
0.3 ul
blaoxa-23 F
0.3 ul
blaoxa23 R
0.3 ul
blaoxa-24 F
0.3 ul
blaoxa24 R
0.3 ul
blaoxa-ss F
blaoxa.ss R 0-3ul
OXA-58 03 |J|
Taq polimeraz (5 U/pl)
(New England Biolabs Inc., Ipswich, MA) 0.2 l
DNA 5 ul
Su 14.4 ul

Toplam 25 ul
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3.4.2.1.3. PCR kosullar:

DNA amplifikasyonu ThermalCycler (Global Genomics Partner,
MyGenie96) cihazi ile gergeklestirildi. Amplifikasyon programi;
5 dakika 94 °C
25 saniye 94 °C
40 saniye 55 °C
50 saniye 72 °C olacak sekilde toplam 30 déngu olarak ayarlandi.
Amplifikasyonun sonunda tlplerin 72 °C’de 6 dakika bekletiimesi ile

reaksiyon sonlandirildi.

3.4.2.2. blanowm, blakpc, blaoxa-4s PCR Protokolu

Multipleks PCR protokollu Poirel ve ark.’lar (76) tarafindan belirtildigi
sekilde gerceklestirildi.

Kullanilan primerler:

blanom: F-5-GGT TTG GCG ATCTGG TTT TC-3°
R-5- CGG AAT GGC TCATCA CGA TC-3" (621 bp)
blakpc: F-5-CGT CTAGTT CTG CTG TCT TG-3°
R-5-CTT GTC ATC CTT GTT AGG CG-3" (798 bp)
blaoxa4s: F-5-GCG TGG TTA AGG ATG AAC AC-3°
R-5"- CAT CAA GTT CAA CCC AAC CG-3’ (438 bp)
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3.4.2.2.1. PCR karigimi:

Kullanilan PCR karigimi Tablo 7°’de 6zetlenmisgtir.

Tablo 7. Calismada kullanilan PCR karigiminin igerigi.

Malzeme Miktar (ul)

Taqg DNA tamponu (10x)

(New England Biolabs Inc., Ipswich, MA) 2.5

dNTP (200 mM)

(New England Biolabs Inc., Ipswich, MA) 0.5

Primerler (30 ymol)
bIaNDM F 0.3
bIaNDM R 0.3
blakpc F 0.3
blakrc R 0.3
bIaOXA.48 F 0.3
blaoxA.4g R 0.3

Taq polimeraz (5 U/ul)

(New England Biolabs Inc., Ipswich, MA) 0.2

DNA 5.0

Su 15.0

Toplam 25.0

3.4.2.2.2. PCR kosullan:

DNA amplifikasyonu ThermalCycler (Global Genomics Partner,
MyGenie96) cihazi ile gergeklestirildi. Amplifikasyon programi;

10 dakika 94 °C

30 saniye 94 °C

40 saniye 55 °C

50 saniye 72 °C olacak sekilde toplam 36 doéngu olarak
programlandi. Amplifikasyonun sonunda tiplerin 72 °C’de 5 dakika
bekletiimesinin ardindan reaksiyon sonlandirildi.
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3.4.2.3. blarer-1ve, blaime PCR Protokoliu

PCR yodntemi ile blarer-1 ve blaimp genlerinin varhgi, Weldhagen ve
ark’'larinin tanimladigi sekilde gergeklestirildi(77) . Primerler 100 pmol/ul
olacak sekilde sulandirildi.

blaper-1: F- 5°-ATG AAT GTC ATT ATA AAA GC-3°

R-5-ATT TGG GCT TAG GGC AGA A -3" (920 bp)
blamp: F-5'-GAA GGY GTT TAT GTT CAT AC-3°
R-5-GTA MGT TTC AAG AGT GAT GC-3" (501 bp)

3.4.2.3.1. PCR karigimi

Kullanilan PCR karigimi Tablo 8’de 6zetlenmistir.

Tablo 8. Calismada kullanilan PCR karigiminin igerigi.

Malzeme Miktar (ul)
Taqg DNA tamponu (10x)
(New England Biolabs Inc., Ipswich, MA) 2.5
dNTP (200 mM)
(New England Biolabs Inc., Ipswich, MA) 0.5
Primerler (30 ymol)
blaper-1 F veya blawe F 0.3
blapER.l R veya bIa|Mp R 0.3
Taq polimeraz (5 U/ul)
(New England Biolabs Inc., Ipswich, MA) 0.2
DNA 5.0
Su 16.2
Toplam 25.0

3.4.2.3.2. PCR kosullar:

DNA amplifikasyonu ThermalCycler (Global Genomics Partner,
MyGenie96) cihazi ile gergeklestirildi. Amplifikasyon programi;

10 dakika 94 °C

30 saniye 94 °C

40 saniye 55 °C

50 saniye 72 °C olacak sekilde toplam 36 doéngu olarak programlandi.

Amplifikasyonun sonunda 72 °C'de 5 dakika polimerizasyonun
ardindan reaksiyon sonlandirildi.
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3.4.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Hazirlan 50X TAE (242 g tris; 57.1 ml glasiyal asetik asit, 0.5 M EDTA,
pH 8) solisyonundan 20 ml alinarak 1 litre distile su ile karistirildi ve 1X TAE
tamponu hazirlandi.

PCR UrUnlerini yuratmek igin 250 ml 1X TAE igerisine %Z2’lik olacak
sekilde agaroz tartilarak eklendi. Tamponunun igerisinde agaroz eritildikten
sonra 45-50°C’ye sogutuldu ve icerisine 25 ul etidyum bromir coézeltisi
eklendi. DUz bir zeminde agarozun dokulecegdi kalip hazirlandi ve jel kaliba
dokilerek donduruldu. Onceden hazirlanan 1X TAE tamponu elektroforez
tankinin igine yerlestirilmig olan jelin Gzerine dokuldu.

PCR Urlnlerinin herbirinden 10 pl alindi ve 10 pl orange G ylkleme
tamponu ile karigtirilarak jeldeki kuyucuklara yuklendi. Molekuler agirlik
standardi olarak 100 bp ladder (New England Biolabs Inc., Ipswhich, MA)
kullanildi. YUratme iglemi 110 voltta 120 dakikada gergeklestirildi. Yurutulen
jel distile su ile calkalanarak fazla boyanin uzaklasmasi saglandi ve jel
BioSpectrum 500 (UVP, Cambridge, UK) ile ultraviyole 1sik altinda incelendi.
PCR Urdnlerindeki blarer-1, blaive, blavim, blanom, blakec, blaoxa-as, blaoxa-

23, blaoxa-24, blaoxa-s1 ve blaoxa-ss genlerinin varlidi aragtirildi.

3.5. PFGE

Calismaya dahil edilen 173 izolatin tiplendirmesi PFGE yontemi ile
Apal enzimi kullanilarak Durmaz R. ve ark.’nin belirttigi sekilde gerceklestirildi

(6) .

3.5.1. izolatlarin hazirlanmasi

1) Tur duzeyinde tanimlanan izolatlarin kanl agar plaklarina tek
koloni ekimi yapildi.

2) 37 °C’de bir gece inklibasyon sonunda kulturlerin safligi kontrol
edildi.

3) Saf kultur olarak elde edilen koloniler plastik 6ze ile toplanarak, 1
ml hicre suspansiyon tamponu (HST) (100Mm tris HCI, 200Mm
EDTA pH 8 ) icinde stspanse edildi.



4)
5)

6)
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Bakteri yogunlugu 4 McFarland olacak sekilde ayarlandi.

Hucre suspansiyonu, 2500 rpom’de, 4°C’de, 15 dk santrifij edildi ve
santrifij sonrasi Ustteki HST atild1.

Pelletin Uzerine tekrar 1 ml soduk HST eklenerek kisa sureli

vorteks yapildi.

3.5.2. izolatlarin agaroza gomiilmesi

1)

2)

3)

4)

5)

6)

HST igerisinde %2’lik digUk erime 1sili agaroz hazirlandi. Balon
joje igerisine 9 ml HST ve % 2’lik (0,2 g) disuk erime 1sili agaroz
(BIO-RAD Low melting agar 161-3113EDU) eklendi. Balon jojenin
agiz kismi aliminyum folyo ile kapatildi ve mikrodalga firinda 10
saniye bekletilip cikarildiktan sonra hafifce karistirildi. Agaroz
tamamen ¢ozulene dek iglem tekrarlandi.

Agaroz c¢ozuldukten sonra balon joje, sicakhgr 45-50°C’ye
ayarlanmig su banyosuna birakildi.

Ardindan igine %1 sodyum dodesil sulfat (SDS) eklendi ve stok
solisyondan 1,5 ml’lik ependorflara 200 ul dagitilarak, kuru isi
blogunda 45-50°C’de kullanima hazir sekilde bekletildi.

HST icerisinde hazirlanmig bakteri suspansiyonundan 200 ul
alinarak, 50°C’de tutulan ve igerisinde 200 pl dusik erime 1sili
agaroz-SDS bulunan tipe eklendi. Birka¢ kez pipetaj yapilarak
hacrelerin homojen olarak dagilmasi saglandi.

Karisim bekletimeden agaroz kalibina (10mm x 5mm x 1,5mm,
Bio Rad Laboratories) aktarildi.

Kaliplar 4 °C’de 20 dakika bekletildi.

3.5.3. Agaroz igerisindeki huicrelerin pargalanmasi

1)

2)
3)

Lizis solusyonu (50 Mm Tris, 50 Mm EDTA, %1 sarkozil, 20 mg/ml|
proteinaz K) hazirlandi ve 500 pl steril kapakli tliplere dagitildi.
+4°C’deki kaliplar lizis solusyonu igerisine yerlestirildi.

Solusyonlar 55 °C’de 2 saat sureyle galkalamali su banyosunda
bekletildi.
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3.5.4. Lizis isleminden sonra kaliplarin yikanmasi

1)

Lizis agamalarinin ardindan kaliplar 2 kez ultra-saf su ile ve 3 kez
TE tamponu ile 15’er dakika yikandi. Boylece saflastiriimis olan
DNA Kkaliplari restriksiyon enzimi (RE) ile kesime hazir hale

getirildi.

3.5.5. Agaroz kaliplari icindeki DNA’nin RE ile kesilmesi

1)

2)

3)

4)

A. baumannii i¢in etkinligi daha 6nceden arastirilan Apal enzimi
kullanildi.

DNA iceren agaroz kalibi bir lam Uzerine alinarak bisturi
yardimiyla 1/4 oraninda kesildi. Pargalardan biri 200 pl RE
tamponu igerisinde 25 °C’de 15 dakika inkibe edildi.

Her kalip 30 Unite Apal karisimi ile 37 °C’de 2 saat inkUbe edilerek
kesim isleminin gergeklesmesi saglandi.

Kesim isleminden sonra kaliplar 200 pl 0.5X TBE tamponu ile

yikanarak elektroforez tankina yiklenmeye hazir hale getirildi.

3.5.6. Elektroforez jelinin hazirlamasi ve kaliplarin jele yliklenmesi

1)

2)
3)

4)

5)
6)

7)

100 ml 0.5X TBE tamponu ig¢inde %1’lik agaroz (Pulsed-field
certified agarose, BioRad Laboratories) hazirlandi.

DUz bir zeminde agarozun dokulecegi kalip hazirlandi.

RE ile kesilmig olan agaroz kaliplari taragin u¢ kismina paralel
olarak yerlestirildi.

Kurutma kagidi veya kagit havlu ile agaroz kaliplarinin etrafindaki
sivinin fazlasi alindi.

45-50°C ye kadar soguyan agar kasetin Gzerine dokuldu.

Oda sicakhginda 20 dakika katilasmasi igin bekletildi ve
katilastiktan sonra taraklar gekildi.

Agaroz kasetinin ¢ergeveleri ¢ikarildi ve iginde 1900-2000 ml 0,5X
TBE tamponu bulunan PFGE tankina yerlegtirildi.
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3.5.7. Elektroforez

CHEFF-DR Il cihazinda (Bio-Rad Laboratories, Nazareth, Belgium)
elektroforez yapildi. Asagidaki elektroforez sartlari; baslangi¢ vurus siresi 5
sn, bitis vurus suresi 20 sn, vurus acisi 120°, akim 6V/cm?, sicaklik 14°C ve

sure 19 saat olarak ayarlandi.

3.5.8. Sonuglarin gézlenmesi ve analizi

1) Elektroforez igleminden sonra jel, 5 pg/ml etidyum bromr iceren
400 ml ultra-saf su iginde 20 dakika bekletilerek boyandi.

2) UV sik altinda goruntulendi.

3) Gel logic 1500 goruntileme sistemi (Kodak Company, NY, USA)
kullanilarak DNA bantlarinin fotografi ¢ekildi ve fotograflar TIFF
formatinda bilgisayara kaydedildi.

4) BioNumerics yazilim sistemi (Applied Maths, Austin, ABD)

kullanilarak bant profillerinin analizi gerceklestirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hastalarin Klinik Ozellikleri

Calismaya katilan hastalara iliskin kayitlar incelendiginde, A.
baumannii izole edilen 164 hastanin, 88’inin erkek 76’sinin kadin oldugu ve
her iki cinsiyette yas dagiliminin 0-78 yas arasinda degistigi kaydedilmistir.
Calismaya dahil edilen hastalarin ortalama yasi 60.1 olup, hastalarin 160’
erigkin, 4’4 cocuk yas grubundadir. Hastalarin %30.5’i dahili yodun bakim
unitelerinde, %52.4 cerrahi yogun bakim Unitelerinde, %11’'i yanik
unitelerinde ve %6.1’i acil servislerde yatarak tedavi gormektedir. Hastalarin,
siraslyla %11 ve %9unda kortikosteroid ve kemoterapdtik ilag kullanim
oykusu bulunurken; organ veya kemik iligi transplantasyonu yapiimis hasta
bulunmamaktadir. Santral ve Uriner kateterizasyon, mekanik ventilasyon gibi

invaziv girisimler ise hastalarin timinde saptanmigtir (Tablo 9).

Tablo 9. Calismaya dahil edilen hastalarin demografik 6zellikleri ve risk
faktorleri (n=164).

Bulunma yuzdesi

Sayi (n) (%)
Cinsiyet
Erkek 88 53.6
Kadin 76 46.3
Bulundugu Bolim
Dahili yogun bakim uniteleri 50 30.5
Cerrahi yogun bakim Uniteleri 86 52.4
Yanik yogun bakim dniteleri 18 11
Acil yogun bakim Uniteleri 10 6.1
Immiinsiipresyon
Kortikosteroid kullanimi 18 11
Transplantasyon (organ, kemik iligi) - -
Kemoterapétik ilag kullanimi 15 9.1
Invaziv Iislemler
Santral kateterizasyon 125 76.2
Uriner kateterizasyon 161 98.2
Mekanik ventilasyon 112 68.7
Nazogastrik tup 86 52.4
Orotrakeal entubasyon 74 454
Diger 32 19.5

Mortalite 96 58.5
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Calismada A. baumannii izole edilen hasta érnekleri incelendiginde,

kan orneklerinin en sik izolasyon yapilan klinik ornek tard oldugu goruldu

(Sekil 1).

mKan

mBAL
uBOS

m Doku

u Plevral Sivi
m Dren

BAL: Bronkoalveolar lavaj, BOS: Beyin omurilik sivisi

Sekil 1. A. baumannii izole edilen klinik 6rneklerin dagihmi (n=164).
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Calismaya dahil edilen 164 hastanin %95’inde, ventilator iliskili
pnoméni (VIP), hematolojik veya solid timorler, diabetes mellitus (DM),
kronik obstruktif akciger hastaligi (KOAH), kronik bobrek hastaligi (KBH),
kronik karaciger hastaligi (KKH) ve febril nétropeni (FEN) gibi altta yatan
cesitli hastaliklar saptandi (Tablo 10).

Tablo 10. Calismaya dahil edilen hastalarda tespit edilen altta yatan

hastaliklarin yizdelik dagilimi (n=164).

Altta Yatan Hastaliklar (%)

= FEN

= KKH

u ARDS

m KOAH

= KBH

u DM

m Malignite
mViP

0 5 10 15 20 25 30

FEN: Febril nétropeni, KKH: Kronik karaciger hastaligi, ARDS: Akut
respiratory distres sendromu, KOAH: Kronik obstriktif akciger hastaligi, KBH:
Kronik Bobrek Hastaligi, DM: Diabetes mellitus, VIP: Ventilator iligkili

pnémoni
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Calismaya dahil edilen hastalarin basvuru anindaki tanilan
incelendiginde, ilk sirada malignitelerin (%20.6), ikinci sirada ise enfeksiyon
hastaliklarinin (%18.2) yer aldidi géruldu (Sekil 2).

Basvuru Anindaki Tanilar (%)

m Malignite

m Enfeksiyon
mYanik

m Travma

m Diger

Sekil 2. Calismaya dahil edilen hastalarin basvuru anindaki tanilarinin

yuzdelik dagihmi (n=164).
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CiD A. baumannii enfeksiyonu tanisi konulmadan énce hastalarda

kullanilan antibiyotikler incelendiginde ilk sirada karbapenemler (67/153),

ikinci sirada 3. kusak sefalosporinler (51/153) yer aldi§i saptandi (Tablo 11).

Tablo 11. CiD A. baumannii enfeksiyonu tanisi konulmadan énce kullanilan

antibiyotiklerin dagilimi (n=153).

70

60

50

40

30

20

10

Tani Oncesi Kullanilan ilaglar

m Penislin ve Turevleri
m 3. Kusak Sefalosporin
= Aminoglikozidler

m Kolistin

m Karbapenem

= Vankomisin

= Kinolon
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CID A. baumannii enfeksiyonlu 153 hastanin tedavisinde kullanilan
ilaglar incelendiginde; %32.2’sinin monoterapi, %67.7’sinin ise kombine
terapi aldigi; monoterapide en sik kolistinin, kombine terapide ise en sik

kolistin ve karbapenemlerin kullanildidi belirlendi (Tablo 12).

Tablo 12. CID A. baumannii enfeksiyonuna yonelik monoterapi ve kombine
terapi alan hasta sayilari ve hastalarin tedavisinde kullanilan

antibiyotiklerin dagihmi (n=152)

50
45 M Kolistin
W Tigesiklin
40
B Karbapenem
35
B Sulbaktam
30
H Kolistin + Karbapenem
25 23 - o
m Kolistin + Tigesiklin
20 1 m Kolistin + Sulbaktam
15 - M Kolistin + Beta laktam
10 - Tigesiklin + Karbapenem
5 - 3 1 | Tigesiklin + Sulbaktam
0 - . H Karbapenem + Aminoglikozid
Monoterapi Kombine Terapi

Calismaya dahil edilen hastalarin mortalite icin risk faktorleri
degerlendirildiginde, 65 yasin Uzerinde olmak, diabetes mellitus, karaciger
yetmezligi gibi altta yatan hastaliklar, kemoterapdtik ilag kullanimi ve daha

onceden kinolon kullanimi mortalite ile iligkili bulundu (Tablo 13).



Tablo 13. invaziv 6rneklerinden A. baumannii izole edilen 164 hastanin

mortalite igin risk faktorleri

Tek yoénli varyans analizi

Mortalite Sag kallm  Risk orani (%95 CI) P
(n=96) (n=68)

Demografik Ozellikler

Yas 1,863 (1,251-2,775) 0,001
<64 39 45
265 57 23

Cinsiyet 1.380 (0,939-2,028) 0,093
Erkek 48 43
Kadin 48 25

Komorbidite
DM 23 7 2.746 (1.103-6.833) 0.026
KOAH 12 6 1,476 (0.525-4.149) 0.458
KBH 12 8 1.071 (0.413-2.781) 0.887
KC yetmezligi 11 2 4,271 (0.915-19.932) 0.047
KS kullanimi 11 0.471 (0.179-1.242) 0.122
Notropeni 2 1.435 (0.255-8.065) 0.680
Malignite 27 12 1.826 (0.849-3.924) 0.120
Kemoterapi 14 3 3.699 (1.020-13.421) 0.035

invaziv islemler
Mekanik ventilasyon 67 38 1.824 (0.955-3.484) 0.067
Santral kateterizasyon 74 54 0.872 (0.409-1.858) 0.723
Uriner kateterizasyon 94 66 1.424 (0.196-10.368) 0.726

Tani Oncesi Kullanilan

ilaglar
Penisilin ve turevleri 29 15 1.529 (0.744-3.142) 0.246
3. kusak sefalosporin 32 23 1.067 (0.542-2.099) 0.852
Kinolon 22 5 3.646 (1.30-10.227) 0.010
Aminoglikozit 7 2 2.512 (0.504-12.510) 0.246
Karbapenem 49 37 0.840 (0.438-1.610) 0.599
Kolistin 3 5 0.391 (0.090-1.699) 0.196
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4.2. Antibiyotik Duyarlilik Test Sonuglari

Hastalarin temas ettigi ortamlardan izole edilen 12 gevresel izolat ve
164 Klinik izolatin mikrodilusyon yontemi ile gerceklestirilen antibiyotik
duyarlilik testleri sonunda MIK degerlerinin dagilimi, MiKso, MiKeo degerleri

ve direng yuzdeleri belirlendi (Tablo 14).

Tablo 14. Calismada incelenen klinik ve gevresel izolatlara iligkin MiK50,

MiK90 degerleri, MiK dagilimi ve direncin gdriilme yiizdesi

(n=171).
Antimikrobiyal MiK50 MiK90 MiK Dagihmi  Direng (%)
Amikasin 2256 2256 1-2>256 91.8
Ampisilin-
sulbaktam 256 2256 4 — 2256 99.4
Seftazidim 256 2256 0.125 - 2256 99.4
Siprofloksasin 128 2256 0.5 -2256 100.0
imipenem 64 128 0.125 — 2256 99.4
Kolistin 0.5 1 0.25-64 1.2

4.3. Molekiiller Caligma Sonuglari

CiD A. baumannii izolatlarinda direng genlerinin belirlenmesine ydnelik
kullanilan molekuller agirlik standardi (100 bp DNA Ladder, New England

Biolabs, ingiltere) baz dizilimleri Sekil 3'de gosterilmistir.
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Sekil 3. Calismada kullanilan molekuler agirlik standardi baz gifti (bp)

dizilimleri

Calismaya dahil edilen izolatlarin tGminde blaoxasi, 169 (%98.8)
izolatta blaoxa23 ve 5 (%2.9) izolatta blaoxass saptanirken; higbir izolatta

blaoxa-24 saptanmadi (Sekil 4).

M12 3 435

(OXA-58, 599 bp

500bp =t

N\

WA 4 1 T -
UAA-531, 232 DD

Sekil 4. A. baumannii izolatlarina ait blaOXA PCR UrUnlerinin agaroz jel
elektroforez goruntisut. M: 100 bp molekuler agirlik standardi; 1 ve 3:
blaOXA-51 ve blaOXA-58 pozitif izolatlar; 2, 4 ve 5: blaOXA-51 ve
blaOXA-23 pozitif izolat.
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M123456789PN

OXA-58, 599 bp

Sekil 5. A. baumannii izolatlarina ait blaoxa PCR urunlerinin agaroz jel
elektroforez goruntusu. M: 100 bp molekuler agirlik standardi; 2:
blaoxa-s1, blaoxa-23 ve blaoxa-ss pozitif izolat; 3-9: blaoxa-sive blaoxa-23

pozitif izolatlar. P: Pozitif kontrol; N: Negatif kontrol.

M 1 2 345067

Sekil 6. A. baumannii izolatlarina ait blarer-1 PCR Urunlerinin agaroz jel
elektroforez goérunttsi. M: 100 bp molekuler agirlik standardi; 1-
4,6: blarer-1 negatif izolatlar; 5 ve 7 blaper-1 pozitif izolatlar.
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Merkezlere gore direng geni dagilimi degerlendirildiginde, blaOXA-23
geni her merkezden izole edilirken; blaOXA-58 geni sadece Kayseri Egitim
Arastirma Hastanesi’'nden izole edilen A. baumannii suslarinda tespit edildi.

Ayrica blaOXA-58 diren¢ geni saptanan bir susta blaOXA-23 geni de
saptandi. Calismada arastirilan diger bir diren¢g geni blaPER-1 ise bes
izolatta tespit edildi ve bu izolatlarin ikisi Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi’'nden, ikisi Gazi Universitesi Tip Fakultesi Hastanesi'nden, biri ise
Latfi Kirdar Egitim ve Arastirma Hastanesi’'nden elde edildi. Ayrica, bu
izolatlarda blakrc, blaoxa-4s, blanom ve blaime genleri de incelendi ancak

izolatlarin higbirinde bu genler tespit edilmedi (Tablo 15).

Tablo 15. Calismada incelenen direng genlerinin merkezlere gore dagilimi.

35 1 3131 3232

m blaOXA-23

m blaOXA-51
blaOXA-58

m blaPER-1

4.4. Pulse Field Jel Elektroforez (PFGE) Sonuglari

Tiplendirmeye alinan 173 A. baumannii izolatina iligkin PFGE
dendrogrami sekil 7°de gosterildi. Bu verilere gore izolatlar arasinda 89 farkli
pulsotip saptandi. Pulsotiplerden 29 tanesinin birbirleriyle ayirt edilemez
profili gosteren =2 sus icerdigi belirlendi. Kimelerin genisliginin 2-10 sus
arasinda degistigi ve 14 farkli PFGE grubu oldugu gosterildi. Kimelesme
orani %65.3 olarak hesaplandi. Pulsotipler arasindaki benzerlik oraninin

2%85 alinmasi nedeniyle 16 susun klonal yonden ilintisiz oldugu, 157
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(%90.7) susun ise birbirleriyle iligkili 14 grup icerisinde toplandigi kaydedildi
(Sekil 7).

PFGE gruplari incelendiginde en genis grubu, VI numarali grubun
(n=29) olusturdugu; bu grubu sirasiyla Il ve IX numarali gruplarin (n=24,
n=21) takip ettigi gorildu. Elde edilen veriler antibiyotik duyarhlik test verileri
ile degerlendirildiginde elde edilen PFGE gruplarindaki antibiyotik direng

oranlari Tablo 16’da gosterildi.



Tablo 16. Acinetobacter klinik izolatlarinda PFGE gruplari ile antibiyotik duyarlilik profillerinin korelasyonu

PFGE kiimelerindeki direncli izolatlarin sayis1 (%)

PFGE grup
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 Kiimelenmeyen
_direnc;li
Antibiyotik izolatlar
Seftazidim 19 24 2 14 3 29 2 3 21 2 7 3 12 10 14
(100) | (100) | (200) | (100) | (100) | (100) | (100) | (200) | (100) | (200) | (100) | (42,8) | (100) | (90,9 (87,5)
imipenem 19 24 2 14 3 29 2 3 21 2 7 6 12 11 15
(100) | (100) | (100) | (100) | (100) | (100) | (100) | (100) | (100) | (100) | (100) | (85,7) | (100) | (100) (93,7)
Siprofiloksasin 19 24 2 14 3 29 2 3 21 2 7 7 12 11 15
(100) | (100) | (100) | (100) | (100) | (100) | (100) | (1200) | (100) | (100) | (100) | (100) | (100) | (100) (93,7)
Sulbaktam- 18 24 2 14 3 29 2 3 21 2 7 7 12 11 15
ampisilin (94,7) | (100) | (100) | (200) | (100) | (100) | (200) | (100) | (100) | (100) | (100) | (100) | (100) | (100) (93,7)
Amikasin 16 24 2 14 3 29 1 3 21 2 7 6 12 1 13
(84,2) | (100) | (100) | (100) | (100) | (100) | (50) | (100) | (100) | (100) | (1200) | (85,7) | (100) 9) (81,2)
Kolistin 0@ | 0@ | 0 | 0@ | 0 | 0M©O [1550)| 0@ | 0@ | 0@ | 0( (11 2) 0() | 0(0) 0 (0)

ev
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Sekil 7. Calismada degerlendirilen A. baumannii izolatlarina iliskin PFGE

dendogrami

AHZ
AH16
AH2
AH15
ME?

Dabhiliye YB
Dahiliye YB
Dahiliye YB
Dahiliye YB
Naérolop YB
Anestezi YB
GAN GEVRE.
Beyin Cerrahi.
Koroner YB

Gégis Cerrah.

Anestezi YB
Dabhiliye YB
Yenidodan YB
Dahiliye YB
Yanik YB
Anestezi YB
Dahiliye YB
Naérolof YB
Anestezi YB
Dahiliye YB
Anestezl Y8
Dahiliye YB
Anestezi YB
Anestezi YB
Anestezi YB
Anestezl YB
Anestezi Y8
Néroloji YB
Anestezi YB
Narolop YB
Norolog YB
Naroloj YB
Anestezi Y8
Dailiye YB
Dahiliye YB
Bayin Cerr YB
CEVREQ18..
Dahiliye YB
Anestezi YB
Anestezi YB
Dahiliye YB
Nerolos YB
Anestezi YB
Anestezl YB
Anestezi YB
Dahiliye YB
KVCYB
Dahiliye YB

ERZS5/1 (2) Genel Cerrahi.
ERZS1Z (2) Dahiliye Y8

AH12(2)
ME1
ME1S
ME17
ME22
ME23
ME24
AH18
AHB
HACET4
HACETE
LK14
AEH10

Anestezi YB
Dahiliye YB
Dahiliye YB
Dahiliye YB
Dabhiliye YB
KVC YB
Acil YB
Anestezi YB
Anestezi YB
Anestezi YB
Genel Cerrani,
Yanik YB
Dahiliye YB

31.01.
18.02..
25.02..
03.07..
0302,
22.08..
17.08..
30.07..
30.05..
14.06..
2208,
2404
2501,
13.01..
27.08..
11.09..
00.05..
02.02..
13.05,
14.06..
12.01..
2504,
08.05..
1201,
27.01..
27 04,
17.05..
27.04..
19.07.
12.07..
ogo4.
15.04..
12.03.
19.07..
09.03..
09.07..
20.02..
17.05..
10.04,
07.02..
0s.01.,
ce.02..
01.02..
1503,
18.03..
08.01.
24.04..
15.04..
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GAZIS  Anestezi YB
MES Dahlliye YB
AH13 Koroner YB
GAZI Dahiliye YB
GAZI3  BeyinCerr YB
GAZI4 KVC YB
GAZI2 KVCYB
KEAH18 Koroner YB
KEAHE  Dahiliye YB
KEAH1  Dahlliye YB
ME12{2) Dahiliye YB
ME CEVR. MECEVRE 1.
ME CEVR. MEGEVRES:.
MEQ Gogus Cerrah.
LK3 Acil YB

LK10 Yanik YB
LKS Acil YB

LKé Yanik YB

LKS Anestezi YB
ERZ1 Dahillye YB
ERZ18  Anestezi YB
ERZ2 Dahllye YB
ME16 Genel Cerrahi.
ME18 AcilYB
ME19 Genel Cerrahi.
ME20 Dahiliye Y8
ME4 Dahiliye YB
ME1 Acll YB

MEB Dahiliye YB
ME25 KVC YB
ME26 Genel Cerrahi,
ME13(2) Dahiliye YB
GAZI CE. CEV 0132-M.
GAZI8  Dahillye YB
ME10 Dahiliye YB
LK CEVRE Yanik YB
LK18 Yanuk YB
LK23 Actl YB

LK27 Cerrahi Y8
LK28 Naroloj YB
LK29 Acil YB

LK31 Aci YB
ERZ14  Dahiliye YB
EGE1 Dahiliye YB
EGE4 Dahiliye YB
EGE3 Anestezi YB
GAZIGE. GEVRE14.L
ME14(2) Koroner YB
ME3 Dahillye YB
CAN CEV. CAN CEVRE.
GAN1 Dahiliye YB
CAN2 Dahiliye YB

Kan
2404, Kan
2201.. BOS
06.03.. Kan
13.01.. Kan
29.03.. Kan
02.02.. Kan
01.03.. Kan
09.03.. Dren
06.03.. MECEVR.
10.03.. MEGEVR.
05.03.. Plewal sivi
07.01.. Kan
21.03.. Kan
11.04.. Kan
17.03.. Kan
09.03.. Kan
0€.01.. Kan
28.05.. Kan
2801.. Kan
12.04.. Plevral
05.04.. BAL
08.04.. Doku
08.04..
08.01.
14.03..
04.03..
0€.05..
05.05.
10.02..
15.04..
18.04..
04.03.
0203..
18.01..
0804,
02.05..
01.05..
07.05.
18.07..
14.04.
12.01..
21.02.
16.02..
15.04..
29.02..
0201,
26.02.
31.01.. Kan
15.02.. Kan
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Sekil 7 (Devami). Calismada degerlendirilen A. baumannii izolatlarina iligskin

PFGE dendogrami.
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AHTB
HACET2
HACET3
HACET?
AH19
LK22
AH14(2)
ERZ4(2)
ME6
AH11
KEAH 8
ERZ3(2)
KEAH 13
KEAM 3
GAZI GE
KEAH10
KEAH11
KEAH17
KEAH19
KEAHS
KEAH20

ME CEVR. MEGEV10
ME CEVR. MECEV12a
ME CEVR. ME GEV12b

Me2
ME21
ERZ19
LK7
ERZ11
LK13
LK16
LK12

. LK1

LK17

Sekil 7 (Devami). Calismada degerlendirilen A.

PFGE dendrogrami.

Yanik YB 04.03.
Dahiliye YB  13.06..
Dahiliye YB  22.08..
Dahillye YB  29.01..
Dahiliye YB  01.01..
Anestozi YB 2304,
KVC YB 29.03..
Anestezl YB 1204,
Dahiliye YB  27.10..
Anestezi YB  27.02..
AcilYB 20.01..
Anestezi YB 0602,
Dahiliye YB  09.02..
Genel Cerrahi, 2002,
Dahiliye YB  29.03..
Beyin Cerrahi. 03.01..
Koroner YB  01.03.
Dahiliye YB  07.05..
CEVRE 15.04.
Dahiliye YB  21.06..
Dahiliye YB  28.05..
Dahliiye YB  17.06..
Dahiliye YB  27.02..
Dahiliye YB ~ 19.04.
Beyin Cerr YB 12.03..
08.03..
10.03..
1003,
Dahiliye YB  08.01..
Dahillye YB  24.06.
Anestezi YB 2005,
Yamk YB 14.01.
Anestezi YB  16.04..
Yanuk YB 06.03..
Yanik YB 20.02..
Yanik YB 07.03.
Yanik YB 06.03..
Yank YB 03.01..
Yanik YB 01.02..
Acl YB 0504,
Yanik YB 03.05..
Yanik YB 07.01..
Yanik YB 01.05..
Yanik YB 02.03..
Acil YB 04.04..
Acil YB 10.02..
Anestezi YB  06.04..
Gensl Cerr YB 09 04,
Noroloi YB  19.04..
Beyin Cerr YB 01.06..
Dahiliye YB  15.05..
Dahiliye YB  0205..
Dahiliye YB  28.02..
Dahiliye YB  17.03.
Norolog YB ~ 26.03..
Genel Cerr YB04.04..
Beyin Cerr YB 04.03..
Dahiliye YB  21.06..
Dahilye YB  02.01..
Yanik YB 19.06..
Dahiliye YB  21.06..
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baumannii izolatlarina iliskin
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Tiplendirilen 173 A. baumannii izolatina iliskin veriler (epidemiyolojik
Ozellikleri ve antibiyotik duyarhlik testleri ile molekuler testlerin sonuclari)

merkezlere gore soyle degerlendirildi:

1) Gazi Universitesi

Gazi Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi’nden 10 Ocak 2012-25
Nisan 2012 tarihleri arasinda tiplendirilen suslarin 7/12’si kandan, 1/12i
BOS’dan ve 4/12'U gevreden izole edildi. Tiplendirilen 4 izolatin PFGE Grup |,
3 izolatin Grup VI, 2 izolatin Grup Il, 1’er izolatin Grup XI ve Grup lII'te yer
aldigi belirlendi. Tiplendirilen 1 izolatin ise herhangi bir PFGE grubunda yer
almadigi ve tiplendirmeye alinan pulsotiplerden 2’sinin birbiriyle ayirt
edilemez profil gosteren =22 sus icerdigi goruldu (Sekil 4.3).

Cevresel ornekler ile klinik érnekler karsilastiriidiginda 15 Nisan 2012
tarihinde izole edilen GAZI CEVRE1-32 érnekleri ile 18 Nisan 2012 tarihinde
Dahiliye Yogun Bakim Unitesi’nde tedavi goren bir hastanin kanindan izole
edilen GAZIi8 érnedi arasinda %97.7 oraninda benzerlik saptandi. Anestezi
Yogun Bakim Unitesi’nde tedavi géren hastalardan izole edilen GAZi6 ve
GAZi7 érnekleri ile gevreden izole edilen GAZI CEVRE1-8 érnekleri arasinda
%95.5 oraninda benzerlik oldugu tespit edildi. Diger gevresel drnekler ve

klinik 6rnekler arasinda bdyle bir benzerlik gorulmedi (Sekil 8).
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GAZIN Dahiliye . 24.04.2012 Kan

GAZI3 Beyin Cer. 22.01.2012 BOS

GAZI4 KVCYB 09032012 Kan

GAZI2 KVCYB 13012012 Kan

| GAZI CEVRE 1-32CEV 0132.15.04.2012 CEVRE 0132-Musluk
Al GAZI8 Dahiliye . 18.04.2012 Kan

GAZIS Anestezi . 10.01.2012 Kan

GAZI6 Anestezi . 12.01.2012 Kan

GAZI7 Anestezi . 25042012 Kan

. GAZI CEVRE 1-8 CEVRED. 15042012 CEVRE018

|| GAZI GEVRE 014 GEVRE14.1504.2012 CEVRE14 -Lavabo
GAZI CEVREM. GEVRE 15.04.2012 Masa

Sekil 8. Gazi Universitesi Hastanesi’'nden izole edilen A. baumannii suglarina

iliskin PFGE dendrogrami.

2) Ankara Egitim Arastirma Hastanesi

Ankara Egitim Aragtirma Hastanesi’nden, 12 Ocak 2012-11 Eylul
2012 tarihleri arasinda dért yogun bakim Unitesinden 10'u kan ve ikisi BOS
orneklerinden olmak Uzere 12 A. baumannii susu izole edildi.
Genotiplendirilen sekiz izolatin PFGE Grup VI, iki izolatin Grup X ve birer
izolatin Grup V ile Grup XIV’de yer aldigi bildirildi. Tiplendirlen pulsotiplerden
2’sinin birbiriyle ayirt edilemez profil gésteren =2 sus icerdigi goruldu (Sekil
9).

AEH1 Noroloji YB 12.01.20. Kan
AEH2 Anestezi YB 27.01.20. Kan
AEH4 Noroloji YB 27.04.20. Kan
AEH7 Noroloji YB 17.05.20. Kan
AEH9 Noroloji YB 27.04.20. Kan
AEH6 Beyin Cerr. 08.04.20. BOS
AEH13 Noroloji YB 11.09.20. Kan
AEHS Anestezi YB 09.03.20. Kan
AEH10 Dahiliye YB 13.06.20. Kan
AEH11 Danhiliye YB 22.08.20. Kan
AEH12 Dahiliye YB 27.08.20. Kan
AEH3 Beyin Cerr. 04.03.20. BOS

720

895

Sekil 9. Ankara Egitim Arastirma Hastanesi’'nde izole edilen A. baumannii

suslarina iliskin PFGE dendrogrami.
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3) Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nden 06 Mart 2012—-27
Ekim 2012 tarihleri arasinda dort farkh yogun bakim dnitesinden, timu kan
orneklerinden, toplam yedi A. baumannii susu izole edildi. Bu izolatlardan
besinin PFGE Grup IX'da ve iki susun Grup VIda yer aldigi goéruldd.
Tiplendirilen pulsotiplerden ikisinin birbiriyle ayirt edilemez profil gésteren =2
sus icerdigi bildirildi (Sekil 10).

HACET4 Anestezi YB ~ 23.08.2012 Kan
HACET®6 Genel Cerrahi. 19.09.2012 Kan
HACET2 KVC YB 29.03.2012 Kan
HACET3 Anestezi YB 12.04.2012 Kan
HACET7 Dahiliye YB 2710.2012 Kan
; HACET1 Anestezi YB  06.03.2012 Kan
" HACET5AnesteziYB  06.09.2012 Kan

130

Sekil 10. Hacettepe Universitesi Hastanesi'nden izole edilen A. baumannii

suslarina iliskin PFGE dendrogrami.

4) Ankara Atatiirk Egitim Arastirma Hastanesi

Ankara Atatlrk Egitim Arastirma Hastanesi'nden 01 Ocak 2012-17
Mayis 2012 tarihleri arasi bes farkl yogun bakim Unitesinden, tim0 kandan,
toplam 19 (AAEH10 yok) A. baumannii izole edildi. Tiplendirilen izolatlar
incelendiginde sekizinin PFGE Grup VI'de, 6’sinin Grup 1X'de, birer izolatin
Grup VII ve Grup VIlII'de yer aldigi; U¢ izolatin ise herhangi bir grupta yer
almayip 6zgul pulsotipler olusturdugu belirlendi. Tiplendirilen pulsotiplerden
dglndn birbiriyle ayirt edilemez profil gdsteren =2 sus igerdigi goruldu (Sekil
11).
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AH1. Anestez. 18.03.20. Kan
AH1. Anestez.06.02.20. Kan
AEHI9NOGroloji. 27.04.20. Kan
AH7AAnestez.09.05.20. Kan
AH5 Anestez. 13.05.20. Kan
AH6 Anestez.09.05.20. Kan
AH17 Noroloji. 20.02.20. Kan
AH4 Anestez.17.05.20. Kan
- AH9 Anestez. 10.04.20. Kan
AH16 Anestez.07.02.20. Kan
AH2 Dahiliye. 05.01.20. Kan
AH1 Dahiliye. 29.01.20. Kan
AH3 Dahiliye. 01.01.20. Kan
- AH7BAnestez.23.04.20. Kan
- AH19 Anestez. 27.02.20. Kan
| AH18Anestez. 25.02.20. Kan
© AH8 Anestez.23.04.20. Kan
- AH15KVC YB 09.02.20. Kan
AH11 Anestez.02.04.20. Kan
- AH13Koroner. 12.03.20. Kan

87.3

72.8| e

Sekil 11. Ankara Ataturk Egitim Arastirma Hastanesi’nden izole edilen A.

baumannii suslarina iliskin PFGE dendrogrami.

5) Kayseri Egitim Arastirma Hastanesi

Kayseri Egitim Arastirma Hastanesi'nden 2 Subat 2012-19 Temmuz
2012 tarihleri arasinda beg farkli yogun bakim unitesinden toplam 24 (KEAH
16 yok) A. baumannii izole edildi. Tiplendirilen suslardan sekizi PFGE Grup
VI'de, altisi Grup XI'de, Ugu Grup I'de, ikisi Grup X'da, ikisi Grup IV'de yer
alirken; U¢ susun herhangi bir grupta yer almadidi belirlendi. Tiplendirilen
pulsotiplerden dérdinlin birbiriyle ayirt edilemez profil gdsteren =22 sus
icerdigi goruldu (Sekil 12).



KEAH 3
KEAH1
~ KEAH10
~ KEAH11
KEAH17
KEAH19
KEAHS
KEAH20
 KEAH4
| KEAH12
KEAH15
KEAH 7
KEAH18
KEAHB
KEAH21
KEAH23
KEAH24
KEAH25
KEAH9

1 | KEAH14
- I P keaw2
HIRERRY KEAH 22 Dahiliye YB

|
I
I

KEAH 13 Koroner YB

Dahiliye YB
Dahiliye YB
Dahiliye YB
Dahiliye YB
Dahiliye YB
Dahiliye YB
Dahiliye YB
Beyin Cerr YB
Dahiliye YB
Dahiliye YB
Yenidogan YB
Dahiliye YB
Koroner YB
Dahiliye YB
Dahiliye YB
Anestezi YB
Anestezi YB
Dahiliye YB
Dahiliye YB
Dahiliye YB
Dahiliye YB

01.03.2012
07.05.2012
01.03.2012
21.06.2012
28.05.2012
17.06.2012
27.02.2012
19.04.2012
12.03.2012
21.06.2012
14.06.2012
22.05.2012
24.04.2012
29.03.2012
02.02.2012
12.03.2012
18.07.2012
19.07.2012
12.07.2012
02.02.2012
14.06.2012
02.02.2012
09.07.2012
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Kan
Kan
Kan
Kan
Kan
Kan
Kan
Kan
Kan
Kan
Kan
Kan
Kan
Kan
Kan
Kan
Kan
Kan
Kan
Kan
Kan
Kan
Kan

Sekil 12. Kayseri Egitim Arastirma Hastanesi’nden izole edilen A. baumannii

suslarina iliskin PFGE dendrogrami.

ic Anadolu Bdlgesi'nde yer alan merkezlere iligkin veriler birlikte

degerlendirildiginde, farkli merkezlerdeki suslarin ayni pulsotip igerisinde yer

aldigi tespit edildi. Gazi Universitesi Dahiliye Yogun Bakim Unitesi’nden elde

edilen bir gevresel izolat ile Kayseri Egitim Arastirma Hastanesi Dabhiliye

Yogun Bakim Unitesi’nden izole edilen A. baumannii suslarinin ayni pulsotip

icerisinde yer alidigi saptandi (Sekil 13).
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Sekil 13. ic Anadolu Bdlgesi'nde yer alan merkezlerden izole edilen A.

baumannii suslarina iliskin PFGE dendrogrami.
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6) Ege Universitesi

Ege Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi'nden, 02 Ocak 2012-21
Subat 2012 tarihleri arasinda iki farkli yogun bakim lnitesinden CiD dért A.
baumannii susu izole edildi. izolatlarin ticl Il numarali PFGE grubunda yer

alirken, ikisi ayni pulsotip icerisinde yer aldi (Sekil 14).

EGE1 Dahiliye YB 12.01.2012 Kan
EGE4 Dahiliye YB 21.02.2012 Kan
EGE3 Anestezi YB 16.02.2012 Kan
EGE2 Dahiliye YB 02.01.2012 Kan

Sekil 14. Ege Universitesi Hastanesi'nden izole edilen A. baumannii

suslarina iliskin PFGE dendrogrami.

7) Mersin Universitesi

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nden 2 Ocak 2012-24
Haziran 2012 tarihleri arasinda bes farkli yogun bakim (initesinden CiD’li 31
A. baumannii izole edildi. Tiplendirilen 5/31 érnek yogun bakim Unitelerindeki
cevreden, 26/31 ornek ise hastalardan alinan invaziv 6rneklerden izole edildi.
Tiplendirilen bu 11/31 sus PFGE Grup IlI'de, 6/31 sus Grup IXda, 5/31 sus
Grup XlI'de, 4/31sus Grup I'de, 1/31 sus Grup lII'te ve 1/31 sus Grup Vil'de
yer aldi. Kalan Ug¢ sus ise herhangi bir PFGE grubu icerisinde yer almadi.
Tiplendirilen pulsotiplerden besinin birbiriyle ayirt edilemez profil gésteren =2
sus icerdigi gorulda.

Mersin Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi'nden izole edilip
tiplendirilen A. baumanni izolatlarinin PFGE dendrogrami incelendiginde ME
CEVRE10, 12a ve 12b isimli Dahiliye Yogun Bakim Unitesi’ndeki masalardan
ve pompadan alinan érneklerden elde edilen izolatlarin; ME2 ve ME21 hasta
izolatlari ile ayni pulsotip icerisinde yer aldigi; Gogus Cerrahi Yogun Bakim
Unitesi’nden izole edilen ME CEVRE14, ME CEVRE9 suglari ile ME9 klinik
izolatlarinin ayni pulsotip icerisinde yer aldigi tespit edildi.Ayrica ME1, 15, 17,
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22, 23, 24 numarali suslarin ayni pulsotip igerisinde yer almalarina karsin
farkli yogun bakim Unitelerinden izole edildigi belirlendi (Sekil 15).

ME14 (2) Koroner YB 29.02.2012 BAL
ME7 Dahiliye YB 06.02.2012 Dren
ME1 Dahiliye YB 08.01.2012 BAL
ME15 Dahiliye YB 24.04.2012 Doku
ME17 Dahiliye YB 15.04.2012 Doku
ME22 Dahiliye YB 17.06.2012 Kan
ME23 KVC YB 22.06.2012 BAL
ME24 Acil YB 06.05.2012 Kan
MES Dahiliye YB 21.02.2012 Dren
I | ME CEVRE 14 MEGEVRE 14: TAK 06.03.2012 MEGE.
'l ! 2l l:]! ME CEVRE 9 MEGEVRES: MASA 10.03.2012 MEGE.
i | MES Geégus Cerrahisi YB 05.03.2012 Plevral,
' I NE12(2) Dahiliye YB 09.03.2012 Dren
11 ME3 Dahiliye YB 02.01.2012 Kan
ME16 Genel Cerrahi YB  12.04.2012 Plevral,
ME18 Acil YB 05.04.2012 BAL
ME19 Genel Cerrahi YB  09.04,2012 Doku
ME20 Dahiliye YB 08.04.2012 Kan
ME4 Dahiliye YB 08.01.2012 Kan
ME11 Acil YB 14.03.2012 BAL
MES Dahiliye YB 04.03.2012 Kan
ME25 KVC YB 06.05.2012 Kan
ME26 Genel Cerrahi YB  05.05.2012 Doku
ME13 (2) Dahiliye YB 10.02.2012 BAL
U1 R ME10 Dahiliye YB 04.03.2012 BAL
MEB Genel Cerrahi YB  20.02.2012 Kan
g- " ' } l”1 " W] ME CEVRE 10 MECEV10 08.03.2012 MASA
: ME CEVRE 1. MEGEV12a 10.03.2012 MASA
i i _t" . ME CEVRE 1. ME GEV12b 10.03.2012 POMPA
|1 U Me2 Dahiliye YB 08.01.2012 Diren
ME21 Dahiliye YB 24.06.2012 BAL

Sekil 15. Mersin Universitesi Hastanesi’nden izole edilen A. baumannii

suslarina iliskin PFGE dendrogrami.

8) Atatiirk Universitesi (Erzurum)

Atatiirk Universitesi Tip Fakiltesinden 3 Ocak 2012—6 Haziran 2012
tarihleri arasinda bes farkli yogun bakim tnitesinden toplam 20 A. baumannii
izole edildi. Tiplendirilen izolatlardan 10/20’u PFGE Grup XIV, 3/20°'G Grup |,
2/20’si Grup VII, 2/20’si Grup XlI, 1/20’i ise Grup II'de yer aldi. iki izolatin ise
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herhangi bir PFGE grubunda yer almadigi ve tiplendirilen pulsotiplerden
ucunun birbiriyle ayirt edilemez profil gosteren 22 sus icerdigi goruldu.

Tiplendilen 10/20 izolat bes farkh yodun bakimdan izole edilmelerine
ragmen ayni paterni gosterdi. Ayni pulsotip icerisinde yer alan 10 izolatin ilki
28 Subat'ta Dahiliye Yogun Bakim Unitesi'nde; son izolat ise 1 Haziran'da
Beyin Cerrahi Yogun Bakim Unitesi'nde izole edildi ve bu izolat 4 aylik
dénemde bes farkli yogun bakim Unitesinde saptandi (Sekil 16).

ERZ1 Dahiliye YB 06.01.2012 Kan
ERZ18 Anestezi YB 28.05.2012 Kan
ERZ2 Dahiliye YB 28.01.2012 Kan
ERZ4(2) Dahiliye YB 09.02.2012 Kan
ERZ5/1 (. Genel Cerrahi .  01.02.2012 Dren
ERZ5/2 (. Dahiliye YB 15.03.2102 Kan
ERZ14 Daniliye YB 14.04.2012 Kan
ERZ3 (2) Beyin Cerrahi YB03.01.2012 BOS
ERZ11  Anestezi YB 16.04.2012 Kan
ERZ19 Anestezi YB 20.05.2012 Kan
ERZ10 Anestezi YB 06.04.2012 Kan
ERZ12 GenelCerr YB 09.04.2012 Kan
ERZ13  Noroloji YB 19.04.2012 Kan
ERZ15 BeyinCerr YB 01.06.2012 Kan
ERZ16 Dahiliye YB 15.05.2012 Kan
ERZ17  Dabhiliye YB 02.05.2012 Kan
ERZ6 Danhiliye YB 28.02.2012 Kan
ERZ7 Dahiliye YB 17.03.2012 Kan
ERZ8 Noroloji YB 26.03.2012 Kan
ERZ9  GenelCerr YB 04.04.2012 Kan

Sekil 16. Atatiirk Universitesi Hastanesi’nden izole edilen A. baumannii

suslarina iliskin PFGE dendrogrami.

9) Lutfu Kirdar Egitim Arastirma Hastanesi

Latfi  Kirdar Egitim Arastirma Hastanesi'nden 3 Ocak 2012-16
Temmuz 2012 tarihleri arasinda 5 farkh yodun bakim Unitesinden 31 A.
baumannii izole edildi. Bu izolatlardan 1/31’i yogun bakim Unitesinde bulunan
egyalardan, 30/31 ise hastalarin kan kultirlerinden izole edildi. Tiplendirilen
12/31 sus PFGE Grup Xlil'de, 7/31’i Grup II'de, 5/31’i Grup I'de, 2/31’i Grup
IV'de, 2/31’i Grup IX'da ve 1/31’i Grup XlII’de yer aldi. 2/31 sus herhangi bir
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grupta yer almadi ve tiplendirilen pulsotiplerden altisinin birbiriyle ayirt
edilemez profil gosteren 22 sus igerdigi belirlendi.
Suslara iliskin dendrogramda c¢evreden izole edilen susla ayni

pulsotipe sahip bes susun oldugu ve bu suslarin dort farkli yodun bakim

unitesinden izole edildigi saptandi (Sekil 17).

LK10 Yanik YB 21.03.2012 Kan

LKS Acil YB 11.042012 Kan
LKé Yanik YB 17.03.2012 Kan
LKS Anestezi YB 09.03.2012 Kan
LK3 Acil YB 07.01.2012 Kan
LK22 Acil YB 20.01.2012 Kan
LK CEVRE Yanik YB 02.03.2012 Cevre
LK18 Yanik YB 18.01.2012 Kan
LK23 Acil YB 09.04.2012 Kan
LK27 Cemrahi YB  02.05.2012 Kan
LK28 Noroloji YB  01.05.2012  Kan
LK29 Acil YB 07.05.2012 Kan
LK31 Acil YB 16.07.2012 Kan
LK2 Yanik YB 25012012 Kan

LK20 AnesteziYB 13.01.2012 Kan
LK13 Yanik YB 06.03.2012 Kan
l LK18& Yanik YB 20.02.2012 Kan

i LK12 Yanik YB 07.03.2012 Kan

i LK11 Yanik YB 06.03.2012 Kan
IR IR AR K17 YankYB 03012012 Kan
i E LK21 YankYB 01022012 Kan
= LK24  AcilYB 05042012 Kan
LK25 Yanik YB 03.052012 Kan
LK18 Yanik YB 07.01.2012 Kan
LK28 Yanik YB 01.05.2012 Kan
LK8 Yanik YB 02032012 Kan

LK1 Acil YB 04.04.2012 Kan
LK7 Yanik YB 14.01.2012 Kan
LK14 Yanik YB 0403.2012 Kan
LK15 Acil YB 10.02.2012 Kan

LK30 Yanik YB 19.06.2012 Kan

Sekil 17. LGtfU Kirdar Egitim Arastirma Hastanesi’'nden izole edilen A.
baumannii suslarina iliskin PFGE dendrogrami.

10) Canakkale Onsekiz Mart Universitesi

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi’nden 31 Ocak 2012—-22 AJustos
2012 tarihleri arasinda alti farkli yogun bakim unitesinden 13 A. baumannii



57

izole edildi. Tiplendirilen suslardan ikisi yogun bakim unitelerindeki
esyalardan, digerleri ise bu yogun bakim Unitelerinde yatmakta olan
hastalarin kan kulttrlerinden izole edildi. Tiplendirilen 13 sus IV numarali
PFGE grubunda yer alirken bir susun herhangi bir PFGE grubunda yer
almadigr belirlendi. Tiplendirilen pulsotiplerden ikisinin Dbirbiriyle ayirt
edilemez profil gosteren 22 sus icerdigi ve bu iki pulsotipten birinde alti,
digerinde ise dort sus bulundugu belirtildi (Sekil 18).

Suslarin analizinde yogun bakim Unitesindeki bir yataktan izole edilen
sus ile bes susun ayni paternde oldugu ve diger g¢evre susunun da bu

pulsotip ile %97.7 oraninda benzerlik gosterdigi saptandi (Sekil 18).

g 8 &
e CANS Dabhiliye YB 21.06.2012 Kan
\— CANS (2) Dahiliye YB 21.06.2012 Kan
GCAN CEVRE. GGEV2-Yatak B. 26.02.2012 GGEV2-Yatak B.
CAN1 Dahiliye YB 31.01.2012 Kan
CAN2 Dahiliye YB 15.02.2012 Kan
532 CAN3 (2) Dahiliye YB 25.02.2012 Kan
CAN4 Dabhiliye YB 03.04.2012 Kan
2 CAN7 Noroloji YB 03.07.2012 Kan
%0 CANG6 Anestezi YB 05.06.2012 Kan
CAN CEVRE. CCEV1-Etajer  03.02.2012 GCEV1-Etajer
20 CAN10 Beyin Cerrahi YB 22.08.2012 Kan
CAN11 Koroner YB 17.08.2012 Kan
CANS Gogis Cerrahi YB30.07.2012 Kan
| CANS Anestezi YB 30.05.2012 Kan

Sekil 18. Canakkale Universitesi Hastanesi’'nden izole edilen A. baumannii

suslarina iliskin PFGE dendrogrami.
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5. TARTISMA

Dinya genelinde ve ulkemizde A. baumannii’'nin etken oldudu c¢ok
ilaca direncgli enfeksiyonlar hizla artmaktadir. Birgok antibiyotige dogal direncli
olmasi ve hizli sekilde diren¢c mekanizmalari kazanabilmesi nedeniyle A.
baumannii, hastane ortamina hizli ve kolay bir sekilde uyum saglar ve kontrol
edilmesi gl¢ salginlar olusturabilir. Ozellikle ventilatorle iligkili CID
Acinetobacter enfeksiyonlari yogun bakim Unitelerinde 6nemli bir sorun
haline gelmekte; mortalite ve morbiditede dnemli bir artisa neden olmaktadir.

Karbapenem direngli A. baumannii enfeksiyonlari Avrupa’da bircok
ulkede tedavi agisindan sorun yaratmaktadir. Avrupa’da direng oranlarinin en
yiksek oldugu ilkelerin basinda Tirkiye, Yunanistan, italya, ispanya ve
ingiltere gelmektedir (1) . 2001-2011 yillari arasinda Avrupa, Amerika Birlesik
Devletleri, Latin Amerika ve Asya-Pasifik bodlgesinde yapilan SENTRY
antimikrobiyal slUrveyans sonuglarina gore, karbapenem direncinin yliksek
olmasina ragmen kolistin direncinin hala disuk seviyelerde (%0.9-%3.3)
oldugu gosterilmistir (41) . Bizim ¢calismamizda da mikrodilisyon yontemi ile
gerceklestirilen antibiyotik duyarlilik sonuclarina gére invaziv CiD A.
baumannii enfeksiyonlarinda kolistinin halen en etkili antimikrobiyal ilag
oldugu belirlenmisgtir.

Tayvan’da 2014 yilinda yapilan ve A. baumannii enfeksiyonlarinda
mortalite acisindan risk faktorlerinin incelendigi bir calismada, uzun sure
yogun bakim Unitesinde tedavi gormek, APACHE Il skorunun >20 olmasi,
solunum yolu kokenli bakteriyemi varligi, enfeksiyon tanisi dncesinde 3.
kusak sefalosporin kullanimi ve karaciger sirozu varliginin mortaliteyi artirdigi
bildirilmigtir. Ayni ¢alismada 182 A. baumannii izolatinin karbapenemlere
duyarhih@r 0, kolistin ve tigesikline duyarliliklari sirasiyla %100 ve %40.1
olarak kaydedilmis ve bu izolatlarin PFGE ydntemine gore 38 farkh pulsotip
icerdigi belirtilmistir (66) . Calismamizda; altta yatan hastaliklar, yas, cinsiyet,
hastalara uygulanan invaziv iglemler ve tani 6ncesi kullanilan antibiyotikler ile
mortalite iligkisi de arastiriimistir. Sonucta, 65 yasin Uzerinde olmak, diabetes

mellitus, karaciger yetmezligi, kemoterapik ila¢ kullanimi ve tani 6ncesi
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kinolon kullanimi mortalite ile iligkili bulunurken, karbapenem veya 3. kusak
sefalosporin kullaniminin mortalite ile iligkisi gosterilememistir.

Tayland’da Inchai ve ark., tarafindan ventilator iligkili A. baumannii
pnomonisi tanisi konulan hastalarla yapilan bir c¢alismada, Onceden
karbapenem kullaniminin CID A. baumannii; énceden kolistin kullaniminin
ise TID A. baumannii enfeksiyonlari igin risk faktérii oldugunu belirtmislerdir
(78) . Calismamizda TID A. baumannii suglarinin nicelik bakimindan uygun
olmamasi ve iki grup olusturulamamasi nedeniyle benzer bir degerlendirme
yapilamamis olsa da; CiD A. baumannii suslarinin izole edildigi hastalarin
%43.7’sinin enfeksiyon tanisi dncesinde karbapenem, %5.2’sinin ise kolistin
kullanim oykusu bulunmaktadir.

A. baumannii’de karbapenem direncinin yayilmasinda blyuk déneme
sahip genlerden biri 1985 yilinda iskogya’'nin Edinburg sehrindeki bir klinikte
izole edilmigtir. Plazmit aracili aktarilabilen ve karbapenem direncinin kiresel
olarak yayllmasina 6onemli katkida bulunan bu gen daha sonra blaoxa-23
olarak isimlendirilmistir. Bu genin diginda blaoxa24 ve blaoxass gen
kimelerinin de yuksek duzey karbapenem direncine neden oldugu
gosterilmigtir (45) .

Ulkemizde A. baumanniinin diren¢ genleri ile iliskin cok sayida
arastirma bulunmaktadir. Bu c¢alismalar genellikle bakterinin  klinik
orneklerden izolasyon sikhgi ve cesitli antibiyotiklere duyarhliklari ile ilgili
calismalari kapsamaktadir. Konya'da karbapeneme direncli 105 A.
baumannii susu ile yapilan bir calismada blaoxa-23 ve blaoxass genleri
sirasiyla %46.7 ve %53.3 olarak tespit edilmistir (81) . 2013 yilinda Cift¢i ve
ark.nin yaptigi bir calismada cografik olarak farkli 13 bdlgeden izole edilen A.
baumannii suslarinin  %23.7’sinde blaoxa-23, %12.5’'inde blaoxass geni
saptanmistir. Sadece karbapenem direngli izolatlara bakildiginda bu oranlar
sirasiyla, %74.4 ve %17.3'e yukselmektedir (82) . Her iki calismada da
blaoxa-24 geni saptanmamistir. Vahaboglu ve ark. tarafindan yapilan bir
calismada ise, blaoxass geni orneklerin %13.2’sinde tespit edilmistir (83) .
2014 yilinda Cigek ve ark.nin yaptigi bir galismada blaoxa-23 geni 6rneklerin

%78.2’sinde saptanirken, blaoxass veya blaper-1 saptanmamistir. Yine ayni
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calismada, Turkiye'de ilk kez bir izolatta blaoxaso geni gosterilmigstir (84) .
Ergin ve ark.nin Ankara’da 2004-2010 yillari arasinda izole edilen invaziv A.
baumannii suslari ile gerceklestirdikleri calismada blaoxa-2s geninin tum
izolatlarin %31’inde, blaoxa-ss geninin ise tum izolatlarin %23’inde bulundugu
belirtimistir. Ayni galismada bu direng genlerinin gorulme sikliklari incelenmis
ve blaoxass geninin 2010 yilinda goérulme sikhdinin azalmaya basladigi
ancak, blaoxa-23z geninin gorulme sikliginda 2008-2010 yillari arasinda artig
oldugu vurgulanmistir (85) . Keskin ve ark.nin 2014 yilinda yaptigi ¢calisma
sonuglarina gore, blaoxa-23 ve blaoxa-ss sikhidi sirasiyla %91.5 ve %7 olarak
bulunmustur (86) . Calismamizin sonuglari, yukarida bahsedilen galismalarla
uyumlu olup blaoxass geninin sikligi dusik olarak saptandi. Tim
merkezlerden elde edilen izolatlarda blaoxa-23 geninin sikhgr %98.8 iken,
blaoxa-ss geninin sikhgl %2.9 olarak bulundu. Kaydedilen karbapenem MiKso
ve MiKgo degerleri yiiksek olup, sirasiyla 64—128 mg/L olarak belirlendi.

Tarkiye'de 2014 yilinda 11 hastaneden izole edilen 763 A. baumannii
susu ile Asik ve ark. tarafindan gercgeklestirilen bir calismada PER-1 sikhidi
%24.6 olarak bulunmustur. 2008 yilindan 2010 yilina kadar olan donemde
PER-1 enziminin sikhgi sirasiyla %52.9, %35.9 ve %8.3 olarak saptanmis ve
PER-1 tipi geniglemis spektrumlu B- laktamaz Uretiminde azalma oldugu
vurgulanmistir (87) . Calismamizda da PER-1 enziminin sikligi %2.9 olarak
belirlendi. Keskin ve ark.nin Nisan 2010—-Aralik 2011 tarihleri arasinda yaptigi
¢alismanin sonucunda ise PER-1 enziminin sikligi %21 olarak bulunmustur
(86) .

Farkli Ulkelerde karbapeneme direncgli A. baumannii ile yapilan
calismalarda blaoxa-23 ve blaoxa-ss geni taslyan A. baumannii izolatlarinin
salginlara neden oldugu belirtiimektedir. Bu Ulkelerde saptanan direng
genlerinin sikhigi Ulkemizdeki oranlara benzer olup, yillara gore karbapenem
MiK degerlerindeki artis vurgulanmaktadir (88,89) .

Yunanistan’da yapilan bir ¢alismaya gore, 2010 yilinda blaoxa-23 ve
blaoxass direng genlerinin sikhgr sirasiyla %71.8 ve %27.6 ve her iki geni
birlikte tagiyan izolatlarin gorulme sikhgr %0.6 iken; 2011 yilinda blaoxa-23 ve

blaoxass tagiyiciigl sirasiyla %95 ve %4.7, her iki geni birlikte tasiyan



61

izolatlarin gorilme sikhgr ise %0.78 olarak belirtilmigtir. Ayni g¢alismada
1999-2009 vyillari arasinda dzellikle italya, Yunanistan, Lilbnan ve Tirkiye
gibi Akdeniz ulkelerinde blaoxa-ss genini tagiyan izolatlar baskin iken; 2009
yilindan itibaren bu oranin degistigi; basta Akdeniz ulkeleri olmak Uzere
Avrupa Ulkelerinin gogunda blaoxa-2z geninin gorulme sikhginin hizla artma
egiliminde oldugu ve bu durumun vyapilan calismalarla desteklendigi
belirtiimektedir. Ayrica blaoxa-23 geninin blaoxass’e gore daha yulksek bir
karbapenem direncine neden oldugu; 2010 yilinda kaydedilen karbapenem
MiKso ve MiKoo degerleri sirasiyla 16-256 mg/L iken, 2011 yilinda bu
degderlerin sirasiyla, 128-256 mg/L’ye ulastigi belirtiimektedir (79) .

italya’da Principe ve ark.nin karbapenem direngli A. baumannii
izolatlarinin prevalansini belirlemek igin 2014 yilinda yaptiklari ¢alismanin
sonucunda tim izolatlarin kolistine duyarl oldugu ve blaoxa-23 ile blaoxa-ss
sikhginin sirasiyla %81.7 ve %4.5 oldugu bildirilmistir. Bu izolatlarla
gerceklestirilen genotiplendirme calismalari sonucu uluslararasi klon 2
(IC2)'nin baskin oldugu ve bu klon igerisinde en baskin tipin sekans tipi 2
(ST2) oldugu saptanmistir (80) .

Gunumuze dek yapilan calismalar, salginlardan sorumlu olan A.
baumannii klonlarinin kisith sayida oldugunu gostermektedir (91) . Bu kisitli
olan klonlari tespit edebilmek amaciyla 1996 yilinda Dijkshoorn ve ark. Kuzey
Avrupa’nin farkli boélgelerinden topladiklari suslara farkli tiplendirme
yontemleri uygulayarak Avrupa klonu | ve Il'yi tanimlamistir (35) . 2003
yilinda ise Hollanda’da yapilan bir gcalismada salginlara neden olan bir baska
klon olan Avrupa klonu Il tanimlanmistir (36) . Laboratuvarlar arasinda bir
standart olusturmak amaciyla Diancourt ve ark. salginlara neden olan suglari
MLST ydntemi ile tiplendirerek; Avrupa klonu I, Il ve lIl’e karsilik gelen klonal
kompleksleri (CC) tanimlamislardir. Bu g¢alismaya gore daha 6nce Avrupa
klonu | olarak tanimlanan izolatlar, 5 farkl sekans tipi (ST1, ST7, ST8, ST19
ve ST 20) olarak CC1 adi altinda, Avrupa klonu Il'ye karsilik gelen izolatlar 3
farkh sekans tipi (ST2, ST45, ST47) olarak CC2 igerisinde, Avrupa klonu lIl'e
karsilik gelen izolatlar ise 2 farkli sekans tipi (ST3 ve ST14) olarak CC3
icerisinde siniflandiriimigtir (91) .
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Amerika Birlesik Devletleri’nde karbapenem direncgli A. baumannii
izolatlarinda direng genlerinin ve klonal yayiliminin incelendigi 6 hastanenin
katildigi ¢cok merkezli bir galismanin sonuglarina gore blaoxa-23 geni %42
oraninda saptanmig, yapilan tiplendirme sonucunda klonal kompleks
(CC2)nin baskin oldugu bulunmustur. izolatlar arasinda yapilan PFGE
tiplendirme sonuglarina goére sadece ayni hastanelerde izole edilen izolatlarin
birbirleriyle  kime  olusturdugu saptanirken, MLST yoéntemi ile
tiplendirildiginde izolatlarin ayni klonal kompleks (CC2) icinde yer aldi§i tespit
edilmistir (44) . izolatlar ayni ST igerisinde yer alsa da hastaneler arasindaki
PFGE paternlerinin genellikle farkli oldugu vurgulanmigtir. Bu bulgunun
kullanilan iki tiplendirme yonteminin galisma karakteristigi ile uyumlu oldugu
oldugu belirtilmistir, 6yle ki PFGE zamansal ve mekansal epidemiyolojik
Ozellikleri iyi yansitirken, MLST’nin zamanla daha genis bolgelerden gelen
izolatlar arasi klonal iliskiyi tanimlamada avantajli oldugu belirtilmigtir (44) .

Ulkemizde yapilan galismalarda ise birgok arastirmacinin calismakta
oldugu hastanelerdeki A. baumannii suglari Gzerinde yaptiklari molekuler
tiplendirme calismalari mevcuttur (6,7) . Bu arastirmalarda, hastanelerdeki A.
baumannii izolatlari arasinda %60-70 gibi oldukga yiksek oranlarda klonal
iliski saptanmis ve ulusal diuzeyde yaygin klonun ortaya konulabilmesi ve
hastaneler arasi sus gecis derecesinin belirlenebilmesi igcin ¢ok merkezli
caligsmalarin gerekliligine vurgu yapiimigtir.

Calismamizda Turkiye genelini temsil eden 7 il ve 5 bolgedeki
hastanelerin yogun bakim unitelerinden izole edilen suglar tiplendirildi. Her
hastanin bulundugu ¢evreden o6rnek alinmasina karsin, sadece 12 c¢evre
orneginden A. baumannii izole edildi. Cevresel izolatlarla ayni ortamda
bulunan hastalardan elde edilen klinik izolatlar kargilastirildiginda bazilarinin
ayni pulsotip igerisinde oldugu, bazilarinin ise ayni grup igerisinde yer aldigi
gosterildi. Mersin Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi, Canakkale Onsekiz
Mart Universitesi Hastanesi ve Lutfi Kirdar Kartal Egitim ve Arastirma
Hastanesi’'nin ¢evresel izolatlari ile bu merkezlerin yogun bakim Unitelerinde
tedavi goren hastalardan elde edilen klinik izolatlar benzer pulsotip igcerisinde

yer almaktadir. (i) Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi'nin bir cevresel
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izolati ile Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi'nin bir klinik izolatinin
birebir ayni olmasi, (ii) yogun bakim Uniteleri arasinda kiglk ¢apl salginlara
neden olan ayni pulsotipteki izolatlarin farkli merkezlerde saptanmasi ve (iii)
tiplendirilen izolatlarin  %90.7’sinin  birbirleriyle iligkili olmasi hastane
enfeksiyonuna neden olan izolatlar arasinda ¢ok buyuk farkliliklar olmadigini
gOstermektedir.

Merkezlerden izole edilen o6rnekler PFGE gruplari agisindan
incelendiginde enfeksiyon etkeni olan suslarin, Hacettepe Universitesi Tip
Fakiltesinde 2, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Hastanesi’nde 1,
Mersin Universtesi Tip Fakiltesi Hastanesinde 6, Ege Universitesi Tip
Fakiltesi Hastanesi'nde 1, Gazi Universitesi Tip Fakultesi Hastanesi'nde 3,
Ankara Ataturk Egitim Arastirma Hastanesi'nde 4, Atatiirk Universitesi Tip
Fakultesi’'nde 4, Lutfi Kirdar Kartal Egitim Arastirma Hastanesi’nde 6, Kayseri
Egitim Arastirma Hastanesi'nde 5 farkl grupta toplandigi ve merkezlerdeki
suglarin birbirleriyle iligkili oldugu goruldu.

Merkezlerdeki suslar salgin agisindan incelendiginde, Canakkale 18
Mart Universitesindeki yogun bakim (Unitelerinden elde edilen 11 Klinik
izolatin 10’'unun ve 2 cevresel izolatin ayni PFGE grubu icerisinde yer aldigi
goruldu. Suslarin tumdndn IV numarali PFGE grubu igerisinde bulundugu ve
cevresel izolatlar da dahil izolatlarin identik olduklari saptandi. Cevresel ve
klinik izolatlar arasindaki benzerlik ve ilk izole edilen klinik izolatlar ile
cevresel izolatlarin yakin zaman diliminde Dahiliye Yogun Bakim
Unitesi'nden c¢ikmasi muhtemel bir salgini isaret etmektedir. Ayrica, bu
izolatlarin daha sonra diger yogun bakim Unitelerine vyayildiklari da
gorulmektedir. Bu grup icerisinde yer alan ve salgina neden olan tum
ornekler blaoxa-23 ve dogal bir B-laktamaz geni olan tim A. baumannii
suslarinda bulunmasina ragmen, zayif duzey karbepenemaz aktivitesine
sahip ve diger direng genleri ile birlikte bulunarak, sinerjik bir etki gosteren
blaoxa-s1 direng genlerini tagsimaktadir.

PFGE gruplari arasinda en genis kimeyi VI numarali grup
olusturmaktadir. Bu grup incelendiginde; suslarin timinin i¢ Anadolu

Bolgesi'ndeki bes merkezden izole edildigi gorulmektedir. Bu izolatlarin
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bazilari tamamen identik olup ayni pulsotip igerisinde yer almaktadir. Bu grup
icerisinde yer alan suglardan bazilarinin Ankara Egitim Arastirma
Hastanesi’'nde, Kayseri Egitim Arastirma Hastanesi’nde ve Ankara Atatirk
Egitim Arastirma Hastanesi'nde muhtemel kuglk salginlar olusturdugu
gorulmektedir. Bu gruptaki tim suslar da blaoxa-23 ve blaoxas1 genlerini
birlikte bulundurmaktadir.

On iki numarali PFGE grubu incelendiginde, tamaminin Latfi Kirdar
Kartal Egitim Arastirma Hastanesi’'ndeki klinik izolatlardan olustugu
g6rulmektedir. Bu izolatlarin 11’i Yanik Unitesi'nde, biri ise Dahiliye Yogun
Bakim Unitesi'nde tedavi géren hastalardan izole edilmistir. Hastalarin
neredeyse tumunin ayni Unitede tedavi goruyor olmasi ve suglar arasinda
%93.5 oranindaki benzerlik muhtemel bir salgin varligini digtindirmektedir.
Alinan c¢evre oOrneklerinde etkenin izole edilmemis olmasi; salginin
muhtemelen saglik personeli aracihdi ile yayildigini dastindirmekte ve bu
konudaki  enfeksiyon  kontrol  dnlemlerinin  artirilmasi  gerektigini
gOstermektedir.

On dort numarall PFGE grubunu Erzurum Atatiirk Universitesi’'nden
izole edilen suslar olusturmaktadir. Suslarin birbiriyle identik olmasi ve
izolasyon tarihlerinin yakin olmasi 5 farkli yogun bakim Unitesini kapsayan bir
salgin ihtimalini disindurmektedir. Ayrica salgina neden oldugu dusuntlen
suslarin tamaminda blaoxa-23 ve blaoxa-s1 genleri birlikte bulunmaktadir.

Calismamizin  bazi kisith yonleri bulunmaktadir. Calismamizda
atfedilen mortalite degerleri kullaniimistir. Hastalarin siklikla immunsuapresif
olmasi ve altta yatan bircok hastaligi bulunmasi nedeniyle calismamizda
kullanilan mortalite verileri goreceli, subjektif verilerdir. Calismamizin bir diger
kisith noktasi ise, A. baumannii Gremesi olan gevresel orneklerin sayisinin az
olmasidir. Bu nedenle meydana gelen salginin ¢evreden mi yoksa bir indeks
vakadan mi kaynaklandigi tam olarak ayirt edilememektedir.

A. baumannii'ye bagli gelisen enfeksiyonlarin %80’'i hastane
kaynaklidir. CID A. baumannii enfeksiyonu yodun bakim Unitelerinde yatis
suresini 5 gune dek uzatmaktadir ve bu yatan hastalarda mortaliteyi yaklasik

%50 oraninda artirmaktadir (90) . Gun gectikgce artan A. baumannii
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enfeksiyonlarini kontrol altina almak igin enfeksiyon kontrol uygulamalarina
titizlikle uyulmasi gok dnemlidir. Ciddi hastali§i olanlarda CID bu suslarin
hizla artmasi; salginlarin 6nlenmesi ve enfeksiyonun kontrolli acgisindan
surveyans programinin ne kadar kritik bir rold oldugunu gostermektedir.
Cevresel kontaminasyon, c¢apraz kontaminasyon, hava yolu ve hastalar
yoluyla transfer A. baumannii epidemilerine neden olan anahtar faktorlerdir.
Ayrica klonal yayilimin da CID A. baumannii artisinda énemli rolii vardir (34)
. Bu nedenle ortam temizligine énem verilmesi, hasta izolasyonu, el yikama
aliskanliginin kazandirilmasi, gereksiz hasta yatiginin 6nlenmesi, gereksiz
antibiyotik kullanimindan kacinilmasi ve personel egitimi gibi uygulamalara
onem verilmelidir. Yapilan c¢alismalar A. baumannii’'nin ventilatorlerde,
paspaslarda, lavabolarda, radyolojik malzemelerde bes aya dek canhligini
koruyabildigini gostermektedir. Bu nedenle ortam dekontaminasyonunda
kullanilan Grunler, bu Urdnlerin dilisyonu ve ortamin temizlenme sikhigi
onemlidir. Bir salgin sirasinda bakteri igin potansiyel kaynak olusturan,
hastalarin odasindaki perde, yastik ve minderlerin incelenmesini iceren ek
cevresel dekontaminasyon stratejileri de goz énunde bulundurulmalidir (90) .

Tlrkiye’de invaziv A. baumannii izolatlarinda antibiyotik direncine
neden olan molekller mekanizmalar ve mikroorganizmanin Ulke ¢apindaki
klonal yayihimina iligskin ¢ok az veri bulunmaktadir. Bu arastirmanin, ¢ok
merkezli bir arastirma olarak yogun bakim unitelerinde ortaya c¢ikan invaziv
CiD A. baumannii enfeksiyonlarinda hem antibiyotik direng mekanizmalarinin
belirlenmesi hem de klonal iligkinin gosteriimesi agisindan énemli bir veri
tabani olusturdugu kanaatindeyiz. izolatlar arasinda klonal farkhligin diisik
olmasi yani sira bu izolatlarda en etkin antibiyotigin kolistin ile sinirli kalmasi
yakin gelecekte ulusal capta hastanelerimizde PDR A. baumannii
enfeksiyonlariyla kargi karsiya kalinacaginin gostergesi olarak kabul
edilebilir.

Calismamizin bir sonraki agamasinda PFGE gruplar arasinda en sik
saptanan pulsotiplerin belirlenmesi ve bu suslarin MLST ydntemi ile
tiplendirilerek, Avrupa ve dunyadaki salginlara neden olan suslarla

karsilastiriimasi amacglanmaktadir.
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EKLER

Ek 1. Hastalarin demografik bilgileri

COK MERKEZLi iNVAZiV ACINETOBACTER BAUMANNII CALISMASI
HASTA BiLGi FORMU

Bagvuru hastanesinin adi

Doktor adi

Hasta Bilgileri

Hasta adi

Hasta yasi /cinsiyeti

Bagvurdugu bolim

Hastaneye yatis tarihi

Yatan hasta servisi/giris tarihi

Yogun bakim bolumu/giris tarihi

Basvuru tanisi

Mikroorganizma bilgileri

invaziv A.baumannii enfeksiyonu baslangic tarihi

A.baumannii izole edilen klinik 6rnek

Acinetobacter disinda Gireyen mikroorganizma

invaziv A.baumannii tedavisinde kullanilan antibiyotikler

Kan kiltiriinde A.baumannii pozitifligi

Kan kiltiriinden A.baumannii izole edilme sayisi

A.baumannii enfeksiyonuna eslik eden risk faktérleri

Altta yatan hastaliklar

Diabetes melllitus

KOAH

Kronik Bobrek hastalig

Notropeni

Malignensi

Karaciger yetmezligi

ARDS

Ventilator iliskili pndmoni

Kortikosteroid kullanimi

Kemoterapi ve/veya sitotoksik ila¢ kullanimi

Diger

Tani Oncesi antibiyotik kullanim éykiisi

Kullanilan antibiyotikler

Mekanik ventilasyon varhgi

intravaskiiler alet varligi

Kateter varligi/ kateter tipi

Santral venoz kateter

Diger invaziv girisimler

Orotrakeal intlibasyon

Uriner kateter

Nazogastrik sonda

Kemik iligi ve/veya organ nakli durumu

Prognoz

Klinik sonug

Olim nedeni




Ek 2. Mikroorganizma bilgi formu

COK MERKEZLi iNVAZiV ACINETOBACTER BAUMANNII GALISMASI
MiKROORGANiZMA BiLGi FORMU
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Bagvuru hastanesinin adi

Doktor adi

Hasta bilgileri

Hasta adi

Hasta yas! /cinsiyeti

Basvurdugu bolim

Yatan hasta servisi/giris tarihi

Yogun bakim bolimu/giris tarihi

Bagvuru tanisi

Hastada iireyen A.baumannii bilgileri

A.baumannii izole edilen klinik 6rnek

A.baumannii'ye ek lGireyen mikroorganizma

Gram negatif basiller

Gram pozitif bakteriler

Diger

A.baumannii mikrobiyolojik tani yéntemi

Konvansiyonel yéntemler

Otomatize sistem

A.baumannii duyarllik testleri

Kullanilan yéntem

Cok ilaca direng durumu

Calismaya alinan érnek disi A.baumannii
iiremesi/érnek tipi

Kan kiiltiiriinde A.baumannii pozitifligi

Kan kiiltirinden A.baumannii izole edilme
sayisi

Cevre A.baumannii tarama kiltirii

Kiiltiir alinan servis/YBU adi

Kiltir yapilan tarih

Kiiltiir yapilan 6rnek tipi (lavabo, musluk, vs)

A.baumannii Gireyen 6rnek tipi

A.baumannii iireme tarihi

A.baumannii disinda lireyen mikroorganizma

Gram negatif basiller

Gram pozitif bakteriler

Diger

A.baumannii mikrobiyolojik tani yontemi

Konvansiyonel yéntemler

Otomatize sistem

A.baumannii duyarlilik testleri

Kullanilan yéntem

Cok ilaca direng durumu




