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1.0ZET

Karbapenem Direncli Acinetobacter baumannii Klinik izolatlarinin Molekiiler

Epidemiyolojisinin Arastirilmasinda Farkh Yontemlerin Karsilastirilmasi

Karbapenemler; direngli Acinetobacter baumannii enfeksiyonlarinin tedavisinde
yaygin olarak kullanilan antibiyotiklerdir ve kullanimina paralel olarak artan oranlarda
ozellikle oksasilinaz (OXA) enzimleri ile karbapenem direnci goriilmektedir.
Karbapenemaz iireten A. baumannii izolatlar1 arasindaki klonal iliskinin hizli ve
giivenilir bir yontemle saptanmasi, yayilmasini simirlayici onlemlerin alinmasi ve
antibiyotik tedavisinin yonlendirilmesinde ¢ok onemlidir. Bu calismada, karbapenem
direngli A. baumannii izolatlarinda OXA genlerinin ve OXA genlerini tasiyan
izolatlarin ‘European klonlari’ (EU) ile iliskisinin farkli epidemiyolojik yontemlerin
karsilastirilmasi yoluyla arastirilmasi amaglanmistir. Ocak 2014-Agustos 2015 tarihleri
arasinda 72 hastanin kan kiiltiirlerinden izole edilen karbapenem direngli ve orta duyarl
A. baumannii izolati calismaya dahil edildi. A. baumannii izolatlarinda OXA genlerinin
varlig1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yontemiyle saptanmis ve DNA dizi analizi
yontemiyle dogrulanmistir. Izolatlar arasindaki klonal iliskiyi belirlemek amaciyla
degisken alanli jel elektroforezi (PFGE; Pulsed-field gel electrophoresis), Multilokus
dizi tiplendirme (MLST; Multilocus sequence typing) ve ‘Matrix-assisted laser
desorption ionization-time of flight mass spectrometry’ (MALDI-TOF MS) analizi
yapilmis ve yontemler karsilastirilmistir. Karsilagtirma yapilirken; yontemler arasindaki
ayiricilik ‘Simpson Index of Diversity’ (SID) kullanilarak, yontemlerin uyumu ‘Wallace
katsayis1’ ile istatistiksel olarak belirlenmistir. Tiim izolatlarda PZR ile blaoxa-23-iike V€
blaoxa-s1-like genleri birlikte bulunmustur. PFGE ile izolatlar A, B, C, D ve E olmak
tizere bes pulsotipe ayrilmistir. AS alttipinde EU klon II; C1 alttipinde EU klon I ve E
pulsotipinde EU klon III bulunmustur. Her alttipten segilen 6rneklerin MLST analizi ile;
ST1, ST2, ST81, ST157 ve ST604 sekans tipleri bulunmustur. MALDI-TOF MS
yontemiyle MLST ve PFGE verileri arasinda uyum goriilmemistir. Bu calismayla,
PFGE metodu ayiricilik olarak en yiiksek metod olarak bulunmustur. Wallace katsayisi
ile PFGE’nin MLST ile %100 eslestigi ve sonug olarak bu yontemlerin epidemiyolojik

arastirmalar i¢in daha uygun oldugu ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Acinetobacter baumannii, MALDI-TOF MS, MLST, PFGE



2. SUMMARY

Comparison of Different Methods in the Investigation of Molecular Epidemiology

of clinical isolates of Carbapenem Resistant Acinetobacter baumannii

Carbapenems are commonly used antibiotics in the treatment of resistant
Acinetobacter baumannii infections, and in parallel with its use, increasing rates of
carbapenem resistance caused by oxacillinase (OXA) enzymes are seen. The rapid and
reliable detection of clonal relationship between the carbapenemase producing A.
baumannii isolates is very important in taking the measures to limit the spread and
directing the antibiotic treatment. In this study, we aimed to investigate the OXA genes
in carbapenem resistant A. baumannii isolates, and the association between the isolates
with OXA genes and European clones (EU) by comparing different epidemiological
methods. Carbapenem resistant and intermediate resistant A. baumannii isolates isolated
from blood cultures of 72 patients between January 2014 and August 2015 was included
in the study. The presence of OXA genes in A. baumannii isolates were determined by
Polymerase Chain Reaction (PCR), and results were confirmed by DNA sequence
analysis. In order to determine the clonal relationship between the isolates, Pulsed-field
gel electrophoresis (PFGE), Multilocus sequence typing (MLST) and Matrix-assisted
laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS)
analysis were performed and the methods were compared each other. The
discriminatory power of the methods was determined statistically by the Simpson Index
of Diversity (SID). Congruence between methods was estimated by the Wallace
Coefficient. blaoxa-2s-ike and blaoxa-si-like genes were found together with PCR in all
isolates. The isolates were divided into five pulsotypes which were A, B, C, D and E
with PFGE. The A5 and C1 subtypes, and E pulsotype were found to be same subtype
with EU clone 11, I and 11, respectively. With MLST analysis of the samples selected
from each subtypes; ST1, ST2, ST81, ST157 and ST604 sequence types were found. In
this study, PFGE method was found to be the highest discriminatory power. PFGE were
100% matched with MLST according to the Wallace coefficient. As a result, these

methods were found to be more suitable for epidemiological studies.

Key Words: Acinetobacter baumannii, MALDI-TOF MS, MLST, PFGE



3. GIRIS ve AMAC

Acinetobacter baumanni, hastane kaynakli bakteriyemi, sepsis, pndomoni,
menenjit, idrar yolu, deri ve yumusak doku enfeksiyonlarindan siklikla izole edilen
nonfermentatif Gram-negatif bir bakteridir. A. baumannii’nin hastane ortaminda bulasi;
kisiden kisiye temas, su ve gida kontaminasyonu ve kontamine olmus hastane
ekipmaniyla olabilmektedir. Hastane ortaminda uzun siire hayatta kalmasi nedeniyle

siklikla salginlara neden olmaktadir (1-4).

Acinetobacter baumannii, ampisilin, amoksisilin/klavulonik asit, sefazolin gibi
birinci kusak sefalosporinler ile sefotaksim, seftriakson gibi ig¢ilincii kusak
sefalosporinlere ilaveten aztreonam gibi bir ¢ok antibiyotige dogal direnclidir (5).
Klinik izolatlarin cogu karbapenemler de dahil tiim antimikrobiyal ajanlara direnclidir.
Molekiiler c¢aligmalar, antibiyotiklere kars1 direngten sorumlu genleri ve direng
mekanizmalarimin ¢ogunu karakterize etmistir. Coklu ilag direnci, mutasyonlardan
ve/veya  diger  bakteri cinslerinden  diren¢  genlerinin  aktarilmasindan
kaynaklanabilmektedir. Direng genleri; plazmidler, transpozonlar ve integronlar ile
aktarilabilmektedir. A. baumannii’nin beta-laktamaz enzim {iretimi antibiyotiklere kars1
baslica diren¢ mekanizmalarindan biridir. Bunun disinda dis zar proteinlerindeki
degisiklik, penisilin baglayan proteinlerdeki degisiklik ve efluks pompa aktivitesi de
direng mekanizmalar1 arasinda yer almaktadir (2, 6). A. baumannii’nin sebep oldugu
nozokomiyal enfeksiyonlarda son c¢are olarak kullanilan en etkin antimikrobiyal
ajanlardan karbapenemlere direng artan oranlarda bildirilmektedir. Karbapenemleri
hidrolize eden A.baumannii’de en yaygin simnif D karbapenemazlar; oksasilinaz (OXA)
enzimleridir (6, 7). A. baumannii ile iliskili OXA beta-laktamazlar; intrinsik
kromozomal OXA-51-like, OXA-23-like, OXA-24/40-like, OXA-58-like, OXA-143-
like ve OXA-235-like olarak bes alt sinifa ayrilmaktadir (7-9).

1980'lerin basindan bu yana, ¢ogul direngli uluslararast A. baumannii klonlar
olan EU klon I, II ve III’in diinya ¢apinda hastane salginlarina sebep olan ii¢ baskin
klon oldugu bilinmektedir. EU klon I Ispanya, Polanya ve Italya; EU klon II Cek
Cumhuriyeti, Ispanya, Portekiz, Giiney Afrika, Fransa, Yunanistan ve Tiirkiye; EU klon
III ise Fransa, Italya, Yunanistan ve Hollanda’dan bildirilen epidemik Avrupa

klonlaridir (2, 6). Karbapenem direngli A. baumannii’nin etken oldugu salginlarin



molekiiler epidemiyolojik analiziyle klonlarin k&keni belirlenmektedir. Ozellikle
Avrupa’da ve diinyadaki salginlarla ‘EU klon I, II ve III’ veya ‘International Clonal
Complexes CCl1, CC2 ve CC3’ Kklonlartyla iligkisi, epidemik kokenlerinin
prevalansindaki artis ve enfeksiyon kontrol Onlemleri acisindan biliyiikk Onem
tasimaktadir. Ulkemizde A. baumannii klonal kokenleri genellikle EU klon I ve II ile
iligkili bulunmaktadir. A. baumannii izolatlarnin, bu kokenlerle klonal yakinliginin
arastiritlmasi icin molekiiler epidemiyolojik yontemlerin kullanilmasi gerekmektedir.
Ozellikle karbapenemaz iireten A. baumannii izolatlar1 arasindaki klonal iliskinin hizli
ve giivenilir bir yontemle saptanmasi, yayillmasini sinirlayici dnlemlerin alinmasi ve
antibiyotik tedavisinin yonlendirilmesinde ¢ok 6nemlidir (6-10). Molekiiler tiplendirme
yontemleri arasinda, PFGE altin standart yontem olarak kullanilmakla birlikte ge¢ sonug
veren, zahmetli ve pahali bir yontemdir. Nisbeten yeni bir teknik olan MLST
epidemiyolojik iliskiyi belirlerken izolatlarin temel metabolik fonksiyonlarini kodlayan
genlerin allelik profillerini glincel PubMED MLST veritabanlariyla karsilastirilip
sekans tiplerini belirleyen tiplendirme yontemidir MLST yakin iliskili genomik tiirleri
ayirt etmek i¢in PFGE ile kiyaslanabilecek kadar giiclii bir aragtir ve en biiyiik
dezavantaji ise maliyetinin yiiksek olmasidir (6, 9, 11, 12). MALDI-TOF MS yontemi
son yillarda kiiglik ¢aptaki salgmnlari tiplendirmede kullanima girmis, ribozomal
proteinlerin iyonizasyonu esasina dayanan, bakteri tanimlamada hizli bir identifikasyon
ve tiplendirme yontemidir (13). Tirleri tanimlanma iglemi, tiplendirme is akisinda ilk
adimdir. Bakteriyel izolatlar1 hizl1 ve giivenilir bir sekilde ayirt etme veya “tiplendirme”
yetenegi, bakteriyel tiplendirme calismalart ve daha biiyiik Olgekli epidemiyolojik
siirveyans projeleri i¢in ¢ok Onemlidir. Yontemin, alt-tiirler diizeyinde ya da tiir
diizeyinde epidemiyolojik analizler i¢in kullanilma potansiyeline sahip oldugu
belirtilmektedir (14). A. baumannii i¢cin MALDI-TOF MS ile klonal iliskinin
degerlendirildigi smirli sayida ¢alisma bulunmaktadir (13). A. baumannii igin izolat
sayis1 az iken epidemiyolojik iliski degerlendirmesi yapilabilirken, izolat sayisinin fazla
oldugu genis capta calisma sayis1 azdir (10, 15, 16). MALDI-TOF MS ile hizli ve
giivenilir epidemiyolojik iliski degerlendirilmesi yapan, c¢alisilan Ornek sayisinin

artirlldigi ¢alismalara gerek duyulmaktadir.

Epidemiyolojik iligkiyi belirlerlemede hizli, giivenilir, uygulamasi kolay,

laboratuvarlar aras1 tekrarlanabilirligi ve ayiricilik giicii yiiksek, maliyet etkin en uygun



yontemin belirlenmesi; salgin yonetimi ve enfeksiyon kontrolii i¢in ihtiya¢ duyulan en
biiyiik faktorlerden biridir. En uygun yontemin belirlenmesi i¢in ¢alismalar devam
etemektedir ve patojenlerin yayilmasimi Onleyecek enfeksiyon kontrol Onlemlerinin
uygulanmasini hizlandirabilecektir (11, 12). Calismamizda, karbapenem direngli A.
baumannii izolatlarmin OXA genlerinin ve OXA genlerini tasiyan izolatlarin EU
klonlariyla iliskisinin PFGE pulsotipi, MLST ve goeBURST tiplendirilmesi, MALDI-
TOF MS ile Principal Component Analysis (PCA) dendogram analizleri ile
belirlenerek, yontemlerin ayiricilifinin ve uyumunun karsilastirmali olarak istatiksel

degerlendirilmesi amaglanmustir.



4. GENEL BIiLGILER
4.1. Acinetobacter spp.
4.1.1. Tarihce ve Taksonomi

Acinetobacter tiirlerini ilk kez 1911°de Beijerinck tarafindan, kalsiyum asetat ile
zenginlestirilmis minimal ortam kullanarak topraktan izole etmistir (1, 2). Acinetobacter
tirlerinin tanimlanmasinda uzun siire yetersiz kalinmis ve 1950'lerde Achromobacter
anitratus, Achromobacter mucosus, Alcaligenes haemolysans, Cytophaga, Diplococcus
mucosus, Bacterium anitratum, Herelleavaginicola, Lingelsheimia, Mimapolymorpha,
Micrococcus calcoaceticus, Moraxella Iwoffii ve Neisseria winogradskyi gibi farkli
cinsler i¢inde smiflandirilmistir (3, 4). Baslangigta Micrococcus calcoaceticus olarak
bilinen Acinetobacter cinsi; Yunanca’da ‘“akinetos: hareketli olmayan” anlamina
gelmektedir. 1954 yilinda Brisou ve Pre’vot tarafindan Achromobacter ailesi iginden
hareketsiz olmalar1 nedeniyle ayrilmistir (4, 6). Baumann ve ark. 1968 yilinda M.
calcoaceticus, A. hemolysans, M. polymorpha, M. Iwoffi, H. vaginicola ve B. anitratum
gibi mikroorganizmalarin fenotipik Ozelliklerine gore Acinetobacter cinsi iginde
oldugunu caligmalarinda yayinlamiglardir. Bununla birlikte taksonomi komitesi 1971°de
Acinetobacter’i cins olarak kabul etmistir. 1974’te, Bergey'in Bakteriyoloji El
Kitabinda, bu bakteriler, sadece Acinetobacter calcoaceticus adli tiir olarak
Neisseriaceae familyasinda yer almistir (2, 6, 9). Literatiirde A. calcoaceticus tiirii
benzer ozelliklerine gore; A. anitratus ve A. calcoaceticus bv. Iwoffii olarak iki alttiire

ayrilmistir (6).

Acinetobacter cinsi; Gram-negatif, aerobik, nonfermentatif, hareketsiz, katalaz-
pozitif, oksidaz-negatif 6zellikli bakteri tiirlerini icerir. 1986'da Bouvet ve Grimnot
tarafindan gerceklestirilen DNA-DNA hibridizasyon ¢alismalar1 sonucu, Acinetobacter
cinsi 26 tiir ve dokuz genomik tiirden olugmaktadir (6). Acinetobacter calcoaceticus, A.
baumannii, Acinetobacter genomik tiir 3 ve Acinetobacter genomik tiirler 13TU
fenotipik benzerliklere sahiptir. Tanimlamada ayirt edilmeleri giictiir ve bu nedenle

siklikla A. calcoaceticus-complex olarak adlandirilir (17).

Acinetobacter tiirlerinin genetik yapisi ileri diizey molekiiler yontemler ile yillar
icinde biiyiik Olclide taksonomik degisimlere ugramistir. Bakteri taksonomistleri

tarafindan yapilan siniflamada; Pseudomonadales ve Moraxellaceae familyasininda yer



aldigi gamma Proteobacteria grubunda kabul edilmistir. Bdylece taksonomik
smiflandirma; Alem: Bakteri, Sube: Proteobacteria, Simif: Gama Proteobacteria,
Takim: Pseudomonadales, Familya: Moraxellaceae, Cins: Acinetobacter siralamasiyla
olmaktadir. Bu tiirlerden A. baumannii, A. haemolyticus ve A. calcoaceticus tiirleri

klinik 6neme sahiptir (4).
4.1.2. Acinetobacter Tiirlenin Tanimlanmasi

Acinetobacter tiirleri Gram-negatif, kisa, dolgun, tipik olarak 1.0-2.5 um
boyutlarinda kokobasillerdir. Uremenin logaritmik fazinda yapilan gram boyamalarda
basil, duraklama fazinda ise genellikle ciftler halinde veya degisken uzunlukta
kokobasil formunda bulunurlar (4). Kanli agar besiyerinde 37°C'de 18-24 saat
inkiibasyondan sonra koloniler; normal sekilde ve biiyiikliikte, renksiz (beyaz veya
krem renkli), piirtizsiiz veya mukoid (kapsiil mevcut oldugunda), 1-2 mm ¢apindadir.
Eozin Metilen Blue agar {lizerinde mavimsi-gri renkte koloniler olustururlar.
MacConkey agar iizerindeki kolonileri renksiz ya da hafif pembemsi renktedir (2).
Acinetobacter cinsi, zorunlu aerob, hareketsiz, katalaz pozitif, indol negatif, oksidaz
negatif, sitrat pozitif ve G+C igerigi %39-47 olan nonfermentatif bakterilerdir (6, 18).
Acinetobacter izolatlarinin bilyiik kismi nitrati nitrite indirgeyemez. Acinetobacter'in
hiicre duvart Gram-negatif bakterilerinkine 6zgiidiir. Gram boyamada alkol
dekolarizasyonuna direngli olmast Gram-pozitif kok olarak hatali saptanmasina yol

acabilir (2).

Acinetobacter’lerin tanimlanmasinda; diger Gram-negatif nonfermentatif
bakterilerden ayirabilen metabolik test bulunmamaktadir. Tanimlamada ticari
sistemlerden faydalanilmaktadir. Bu sistemlerden API 20 NE Acinetobacter cinsine ait
yeni tiirlerin tanimlanmasinda yetersiz kalmaktadir. Birbirleriyle olduk¢a benzer ve
iligkili olan A. calcoaceticus, A. baumannii, A. pittii ve A. nosocomialis’in fenotipik
ozelliklerinden yararlanilarak birbirlerinden ayrilmasi zordur (19). Molekiiler teknikler
bu tiirlerin ayriminda kullanilmakta ve tiirlerin timii A. calcoaceticus - A. baumannii

kompleks olarak adlandirilmaktadir (6).

Tiir tanimlamada; glinlimiizde rutin laboratuvarlarda manuel tekniklerden
yararlanildig1 ve ‘API20 NE, Vitek 2:0, Phoenix ve Microscan WalkAway’ gibi yar1 ve

gelismis otomatize sistemler de kullanilmaktadir. A. baumannii, Acinetobacter genomik



tir 3 ve Acinetobacter genomik tiir 13 TU bu sistemlerde A. baumannii olarak

tanimlanmaktadir (6).

Rutin laboratuvarlarda son yillarda tiir tanimlamasinda kullanilan bir diger
yontem ise ‘Matrix-assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight Mass
Spectrofotometry (MALDI-TOF MS)’dir. MALDI-TOF MS yontemi manuel ile
otomatize sistemlere gore basit, hizli ve giivenilir bir tekniktir. MALDI-TOF MS
mikrobiyal tanimlamada etkili, dogru ve uygun maliyetli alternatif yontem olarak
kullanilmaktadir (20). Bu teknolojinin bakteriyel tanimlama i¢in kullanilmasinin baslica
avantajlarindan biri; 24 saat ile 48 saat arasinda alinan tanimlama sonucunu, bir saatten
daha az bir zamana indirmesidir. Tanimlamasi rutin yontemlerle yapilamayan ve 16S
rRNA gen dizilemesiyle tanimlanan bir¢ok bakterinin giiniimiizde MALDI-TOF MS ile
tanimlanmas1 yapilmaktadir (20, 21).

4.1.3. Patogenez ve Virulans Ozellikleri

Virulansi ile ilgili yapilan kapsamli arastirmalara gére Acinetobacter tiirlerini
gercek patojenik potansiyeli veya viriilans repertuvar:t hakkinda hala ¢ok az bilgi
bulunmaktadir. Birkag faktoriin A. baumannii'nin viriilansina katkida bulunabilecegi
diistintiliirken, o6zellikle dig membran proteinlerinin (OMP'ler) bir iiyesi olan OmpA,
patojenik potansiyeline 6nemli 6lgiide katkida bulundugu bilinmektedir. A. baumannii
OmpA, konak hiicrenin mitokondrisi ve epiteline baglanir, OmpA mitokondriye
baglandiginda mitokondriyal disfonksiyonu indiikler ve mitokondrilerin sigmesine
neden olur. Bu durum, apoptozom olusumuna yol agan bir heme proteini olan sitokrom
c'nin salinmasin izler. Bu reaksiyonlarin hepsi hiicrenin apoptozuna katkida bulunur
(22). Patojen {izerinde fazlaca bulunan yiizey proteini olan OmpA; biyofilmlerin
tamamlanmasina ve olusumuna kars1 direnglidir. Bu iki temel stres sagkalim stratejisi,
konake1 iginde ve disinda bakteriyel sagkalimi desteklemeye yardimci olan onemli

virlilans faktorleridir (23, 24).

A. baumannii’nin biyofilm yapisi, elverissiz kosullarda bulundugu ortama
tutunmasindan sorumludur. A. baumannii’nin; yogun bakim iinitelerinde kullanilan cam
materyaller ve ekipmanlar gibi abiyotik yiizeyler ilizerinde ve epitelyal hiicreler gibi
biyotik yiizeylerde biyofilm olusturabildigi bilinmektedir. Biyofilm olusumu

kontroliinden sorumlu en yaygin faktorler; ortamda besin maddesi bulunusu, yilizeylere



tutunmasindan sorumlu pili (fimria) yapisi, dis zar proteinleri ve makromolekiiler
sekresyonlardir (23). Pili ve biyofilm-iligkili protein iiretiminin, her ikisi de A.
baumannii'nin  belirli yiizeylere yapismasindan sonra biyofilm {iretimi ve
olgunlagmasinin baglamasma katkida bulunur. Pili abiyotik ylizeylere yapistifinda,
mikrokolonilerin olusumunu baslatir, bunu biyofilm yapilarinin gelisimi izler. Biyofilm-
iliskili protein, bakteri hiicrelerinin yiizeyinde bulunur. Bu protein; olgun biyofilmin
abiyotik veya biyotik ylizeyler iizerinde stabilize olmasiyla biyofilm gelismesine ve
olgunlagsmasina katkida bulunur. Metal katyonlar gibi ¢evresel sinyaller A.

baumannii'nin belirli yilizeylere tutunma kabiliyetini arttirir (25).

Acinetobacter baumannii viriilansina katkida bulundugu gosterilen diger
proteinler fosfolipaz D ve C enzimleridir. Fosfolipaz D; insan serumuna, epitelyal hiicre
kagagina ve patogenezine karsi direng gosterir. Fosfolipaz C ise epitelyal hiicrelerdeki
toksisiteyi arttirir (26). OmpA 1ile birlikte, bakteri hiicresinin ylizeyinde eksprese edilen
fimbria ise konak epiteline patojenin adezyonundan sorumludur (27).

Acinetobacter baumannii patojenitesinden sorumlu olan diger viriilans faktorleri
arasinda lipopolisakkarid (LPS) ve kapsiiler polisakkaritler (CPS) bulunmaktadir. A.
baumannii LPS'nin roli ile ilgili calismalar, yiizey karbonhidrat kalintilarinin virulansa
katkisin1 gostermistir (28). Endotoksinler, hem toll-like reseptor (TLR) 2 hem de TLR4
reseptOrlerine bagli olarak insan monositik hiicrelerinde enflamatuar sinyallemenin
gliclii bir uyaricisi olarak diistiniiliirler. Bu nedenle, Acinetobacter enfeksiyonlarinin
patolojisi LPS’e karsi asir1 dogal bagisiklik yaniti ile iligkili olabilir (29-31). A.
baumannii'nin viriilansinda rol oynayan diger belirleyiciler, kapsiiler polisakkaritlerdir.
Russo ve ark.’larmin c¢alismasi, A. baumannii AB307-0294 klinik izolatindan elde
edilen K1 kapsiiliiniin in vivo ve in vitro olarak bakteriyel korunmada dnemli bir rol
oynadigini ortaya koymustur. A. baumannii'nin kapsiiler polisakkaritinin aktif korumast,
komplement sisteminin bakterisid aktivitesini engellemesini saglar (32). Genom
dizilemesi, genetik manipiilasyonlar ve hayvan modelleri uygulamalari ile ilgili giincel
analizler, virulans faktorlerine iliskin mevcut bilgilere katkida bulunacagi ve

genisletilecegi yoniindedir (33).



4.1.4. Acinetobacter baumannii Enfeksiyonlari

Acinetobacter baumannii'nin cilt ve yumusak doku enfeksiyonlari, yara
enfeksiyonlari, idrar yolu enfeksiyonlar1 ve sekonder menenjiti i¢eren genis bir aralikta
ciddi nozokomiyal enfeksiyonlara neden oldugu bilinmektedir (34). Bununla birlikte, en
yiiksek mortalite oranlarina sahip en 6nemli enfeksiyonlar ventilator iligkili pndmoni ve
kan dolasimi enfeksiyonlaridir (35). Enfeksiyonlar, altta yatan bir hastaligi olan veya
biiyiikk cerrahi operasyonlar ge¢irmis hastalarda daha yaygindir. A. baumannii; agik
yaralar, intravaskiiler kateterler ve mekanik ventilatorler yoluyla viicuda kolayca
girebilir. A. baumannii’nin neden oldugu enfeksiyonlar, &zellikle uzun siireli hastanede
yatis ile iligkilidir (6). A. baumannii patojenlerinin gogunlugu hastanede yatan hastalarin
solunum yollarindan izole edilir ve iist solunum yolu kolonizasyonunu gercek
pnomoniden ayirt etmek ¢ok zordur. Bununla birlikte, tim Gram-negatif bakteriler

arasinda en yaygin ikinci etiyolojik ajandir (36).

Acinetobacter baumannii’nin pnémoni ve baktereyemi gibi toplum kaynakli
enfeksiyonlara daha az neden olabildigi bilinmektedir. Diger olas1 toplum kaynakli
enfeksiyonlar arasinda deri, yuamusak doku ve okiiler enfeksiyonlar, ikincil menenjit ve
endokardit bulunur (37, 38). Bu enfeksiyonlar erkeklerde daha sik goriiliir ve bireylerde
yaghilik, alkol kullanimi, asir1 sigara tiiketimi, diyabet, kronik obstriiktif akciger
hastaligr ve bobrek hastaligr ile iliskilidir. Toplum kokenli A. baumannii pnomonisi,
nozokomiyal pnomoniden daha ciddidir, genellikle fulminanttir (tanidan 8 giin sonra
6lim) ve mortalite oranlar1 %60 kadar yiiksek olabilir. Toplum kaynakli pndmoni

siklikla yaz aylarinda tropikal ve subtropikal iklimlerde rastlandigi rapor edilmistir (38).

Acinetobacter baumannii, nadir bir idrar yolu enfeksiyonu (IYE) etkenidir. Bu
organizma genellikle kateterle iligkili enfeksiyon veya kolonizasyon ile baglantilidir. A.

baumannii’nin ayaktan tedavi goren hastalarda IYE'ye neden olmasi nadirdir (6, 39).

Acinetobacter baumannii endokarditi, daha az sayida rapor edilen enfeksiyonlar
arasinda bulunmaktadir. Endokardit vakalarinin ¢ogunlugu protez kapakgiklarinin A.
baumannii enfeksiyonundan kaynaklanmaktadir. A. baumannii, endoftalmi veya keratite
neden olabilir (6, 34).
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4.1.5. Epidemiyoloji
4.1.5.1. Epidemiyolojik Terminoloji

Sus ve klon gibi epidemiyolojik terimlerin kullanimi ve tanimi tekrar tekrar
tartistlmistir. Ornegin, “izolat”, genellikle 6n izolasyonda saf kiiltiir plagindan tek
bakteri kolonisinin sub-kiiltiire edilmesiyle tanimlanan genel bir terimdir (40, 41). Bir
“sus”, bir dizi fenotipik ve/veya genotipik 6zellik ile ayn tiir i¢inde diger izolatlardan
ayirt edilebilen bir izolat veya izolat grubunu temsil edebilir. Enfeksiyon salgini, belirli
bir lokasyonda belirli bir siirede bu zaman dilimi boyunca enfeksiyon insidansinin
artmasidir. Bir salgin susu (bir enfeksiyon salgininin ortaya ¢ikmasindan sorumlu olan
bir sug) tanimi; tek bir ortak oncii izolatin bir nesli olarak kabul edilir. Bu sus; fenotipik,

genotipik ve epidemiyolojik olarak ilgili izolat grubunu temsil eder (41).

Bir klonal kompleks (CC), MLST temelli dizi tiplerinde (ST'ler) alelleri 5/7 veya
6/7’sm1 paylasan ve temsil eden bir terimdir. Bununla birlikte, bir klon, epidemiyolojik
olarak ilgisiz bir grup (farkli kaynaklardan, farkli yerlerde ve belki de farkli zamanlarda
bagimsiz olarak elde edilen), ancak genotipik ve fenotipik olarak iligkili izolatlar
tanimlamak i¢in kullanilmasi gereken genel bir terimdir. Bu izolatlar i¢in; ge¢miste bir
tek ortak Oncili izolat olduguna inanilmaktadir (42). “Klonal kompleks” ve “klon”
terimleri birbirleriyle uyumlu degildir. Bir klonal kompleks, sadece epidemiyolojik
olarak 1ilgisiz izolatlar icerdiginde bir klonu temsil eder. Bir klon, bir ST/CC’ye ait,

ancak birden fazla iilkeden elde edilen bir grup izolat olarak tanimlanmaktadir (43).

4.1.5.2. Acinetobacter baumannii Epidemiyolojisi, Potansiyel Kaynaklar1 ve Risk

Faktorleri

Acinetobacter tiirleri saglikli bireylerin agiz boslugunda, deri florasinda,
bagirsak florasinda ve diskisinda bulunabilmektedir (2). Genellikle toprak, su ve
hayvanlardan izole edilen A. baumannii; Acinetobacter cinsinin diger tiirlerinin aksine;
ozellikle hastane ortaminda yogun bakim iinitelerinde (YBU) bulunmaktadir (44). A.
baumannii; septisemi, bakteriyemi, ventilator iligkili pndmoni, yara sepsisi, endokardit,
menenjit ve idrar yolu enfeksiyonlar1 gibi salginlar ve nozokomiyal enfeksiyonlarin
nedeni olarak belirtilmistir (45). Cogul direngli Acinetobacter tiirleri, saglik

calisanlarinda ya da hasta yakinlar1 gibi saglikli bireylerde nadiren ciddi enfeksiyona
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neden olmasi nedeniyle normal bireylerde biiyiik bir tehdit unsuru degildir. Saglik

bakim ortaminlarinda ve hastanelerde insanlarda kolonize olabilir (46).

Bir¢ok calisma, ¢oklu ilaca direncli salgin suslarinin edinimi i¢in daha fazla risk
tasiyan hastalarin genel ozelliklerini tanimlamistir (47). Bu risk faktorleri, ozellikle
uzun siireli, hastanede veya yogun bakimda kalis esnasinda mekanik ventilasyon
destegi, hastane ortaminda enfekte veya kolonize hastalara daha fazla maruz kalma,
daha fazla sayida cerrahi girisim, kan transflizyonu, ve ozellikle iiglincii kusak
sefalosporinler, karbapenemler ve fluorokinolonlar gibi genis spektrumlu

antimikrobiyal ajanlarin kullanilmasidir (48).

Hastane ortaminin kolonizasyonu, salgin sirasinda c¢oklu ilaca direngli A.
baumannii'nin  hastalar arasinda aktarilmasinda biiylikk 6nem tasimaktadir.
Kolonizasyon, mekanik ventilatorlerin solunum devresinin agilmasi ile damlaciklarin
yayilmasiyla kolaylasabilir (48, 49). Kolonize olma olasiligi en yiliksek olan hasta
yakinlaridir ve maruz kaldig1 ¢evresel ortamlar, 6rnegin, yastik tiiyleri, yatak ortiileri ve
etrafindaki perdeler gibi fomitler, yatak ortiileri, basucu masalari, nazogastrik beslenme
veya vantilator durulama i¢in kullanilan su ve yataklarin arkasindaki gaz musluklaridir.
Ayrica, ellerin sik sik dokundugu alanlar; kap1 kollari, bilgisayar klavyeleri, lavabolar
ve hatta temizlik ekipmanlari da kolonize olabilir. Buna gore, saglik personelinin elleri
A. baumannii salgin izolatlar1 ile kolonize olabilmekte ve bdylece hastalara yayilimi
kolaylagmaktadir. Saglik personeli hasarli deriye sahip olmast durumunda, A.

baumannii ile el kolonizasyonun geligsme riski altindadir (48-50).

Hastalar i¢in kullanilan ¢esitli tipte cihazlarin da salgin sirasinda ¢ogul ilaca
direngli A. baumannii ile kontamine oldugu bildirilmistir. Konu ile ilgili raporlara
bakildiginda, mekanik ventilasyon veya emilim i¢in kullanilan solunum ekipmani gibi
cihazlardan bahsedilmektedir. Ek olarak, infiizyon pompalari, basing transdiiktorleri ve
siirekli hemofiltrasyon sistemleri gibi intravaskiiler erisim ile ilgili cihazlar da A.
baumannii'nin aktarim kaynagi olarak bildirilmistir. A. baumannii ile kontamine
olabilen diger tibbi ekipman tiirleri arasinda kan basinci mansetleri, pulse oksimetreleri

ve laringoskop bigaklari bulunur (51-54).

Belirli  prosediirler, ~muhtemelen  kullanilan  spesifik  materyallerin

kontaminasyonu nedeniyle salgin sirasinda A. baumannii'nin hastalar arasinda
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aktarimiyla epidemiyolojik olarak iligkilendirilmistir. Prosediirler arasinda, yaralarin
hidroterapi veya pulsatil lavaj tedavisi, spesifik cerrahi miidahaleler, kateterizasyon ve

trakeostomi yer almaktadir (55-59).

Hastalardan, saglik personelinden ve cevresel alanlardan elde edilen siirveyans
kiiltiirleri, potansiyel salgin kaynaklarmin tanimlanmasma ve belirli kontrol
Onlemlerinin uygulanmasina yardimci olabilir. Aksiller, faringeal veya rektal svablar ve
trakeal yikamalarin kiilttirleri, A. baumannii ile hasta kolonizasyonunun saptanmasi igin
kullanilabilir (48). Bir yogun bakim {initesine bes aylik zaman diliminde, yeni kabul
edilen 73 hastada haftalik faringeal ve rektal svab kiiltiirlerinin uygulanmasi, 48
hastanin  46'stm1 (%96) A. baumannii ile kolonize oldugunu gostermistir (60).
Epidemiyolojik tiplendirme yontemlerinin kullanimi; bir salgin sirasinda sporadik ve
salgin suslar1 arasindaki ayrim yoluyla, A. baumannii'nin bulasma bigimlerinin
tanimlanmasinda daha fazla yardimci olmaktadir (61). Antibiyotipleme, biyotipleme ve
elektroforetik tipleme gibi fenotipik testler; plazmid profil analizi, PFGE, ribotipleme,
‘Amplified Fragment Length Polymorphism’ (AFLP), PZR-bazl testler ve MLST gibi
daha gelismis genotipleme yontemleri gibi ayirici degildir (48).

Acinetobacter baumannii’nin antimikrobiyal ajanlara direnci ve kurumaya
direnci sebebiyle salginlara neden olma egilimi fazladir (62). A. baumannii'nin klinik
onemi, 1980’lerin sonlarindan bu yana, ¢ogul direngli “uluslararast klonal soylar”
(ICL) ICL1 ve ICL2’nin oldugu ve diinya ¢apinda hastane salginlarina neden olabilen
ic baskin klonun ortaya ¢ikisi ve yayilmasiyla 6nemli 6l¢iide artmistir. Bununla birlikte,
su anda 400’den fazla MLST dizi tipi (ST) A. baumannii MLST veritabaninda (63)
listelenmistir ve yapilan analizlerde, diinya capinda en az alti ana ICL'nun varlig
kanitlanmistir (43). Bu alt1 ICL, orijinal olarak tanimlanan ii¢ ana salgin klonunu igerir

ve yeni salgin klonlarinin endise verici sekilde ortaya ¢ikigini gosterir (64).
4.1.5.3. Uluslararasi Klon I

Multilokus dizi tiplendirmesi Bartual semasi ile CC109B ve MLST Pasteur
semasi ile CC1P olarak tanimlanan A. baumannii klonu; 31 iilkeden (Almanya, italya,
Norveg, Bulgaristan, Ingiltere, Polonya, Slovenya, Hirvatistan, Cek Cumbhuriyeti,
Irlanda, Belgika, Isvigre, Ispanya, Fransa, Yunanistan, Hollanda, Romanya, Tiirkiye,

Hindistan, Cin, Japonya, Kore, Giiney Afrika, Singapur, Libya, Cezayir, Liibnan,
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Birlesik Arap Emirlikleri, Bahreyn, Arjantin, ABD ve Avustralya) genis bir uluslararasi
dagilim ile izole edilen ikinci biiyiik A. baumannii klonudur (43). CC92B/CC2P
klonuna benzer sekilde, CC109B/CCIP bircok salgin ve ¢oklu direngli suslar
icermektedir. blavim-2, blaoxa-23-iike Ve blaoxa-ss-like karbapenemaz genlerini tasidiklar:
bildirilmistir. CC109B/CCIP izolatlarinin higbirinde blaoxa-24-like enzimi tretimi
bulunamamistir. CC109B/CCI1P klonunun, intrinsik blaoxa-si-ike geninin varyantlart
olan OXA-69 gen grubu (blaoxa-se, blaoxa-107, blaoxa-110 ve blaoxa-112 varyantlari) ile
yakindan iliskili oldugu bildirilmistir (Tablo 1) (65, 66).

4.1.5.4. Uluslararasi Klon I1

Klonal kompleks CC92B/CC2P Uluslararast klon II olarak da bilinen,
A.baumannii'de diinyanin énde gelen klonudur. Avrupa'da (italya, Ispanya, Almanya,
Yunanistan, Hollanda, Birlesik Krallik, Danimarka, Cek Cumhuriyeti, Fransa, Polonya,
Tiirkiye, Norveg, Isveg, Portekiz, Irlanda, Belgika, Romanya), Asya'da (Japonya, Cin,
Kore, Tayland, Hindistan, Malezya, Filipinler, Tayvan, Singapur, Vietnam, Liibnan,
Nepal, Irak, Kuveyt), Amerika (Brezilya, ABD), Giiney ve Kuzey Afrikanin yani sira
Avustralya'da da rapor edilmistir (43). Bu klon karbapenemler de dahil olmak {izere
epidemik ve c¢oklu direngli suslari, ayn1 zamanda kolistin ve tigesiline direngli suslari
icerir (64). Cesitli karbapenemazlarin da (blavim-1, blaoxa-23-like, blaoxa-24-like Ve / veya
blaoxa-ss-like) CCI92B/CC2P izolatlar1 arasinda tagindigi tespit edilmistir (67). Bu klonun
en eski iki izolat1, 1982'de Hollanda'dan (bir MDR salgin susunu temsil eden RUH 134)
ve 1984'te Danimarka'dan (RUH 3422, bir antibiyotik duyarli sporadik izolat)
toplanmistir (64). Kolistin, polimiksin B ve tigesiklin dahil olmak iizere mevcut tim
antimikrobiyal ajanlara diren¢li ST92B izolatlarinin varlig1 yakin zamanda Kore'den de

bildirilmistir (68).

CC92B/CC2P’nin epidemik klonal yayilim yetenegini agiklamak icin cesitli
faktorlerden bahsedilmektedir. Insan bagisiklik sistemi ve antibiyotik tedavisi, klinik
olarak ilgili bakteriler i¢in ana stres kosullar1 ve hayati evrimsel darbogazlardir. Bu
kosullar genellikle biyocesitliligi azaltir ve bir bakteri popiilasyonunda klonalitenin
ortaya ¢ikmasini destekler. Buna gore, virulans ve antibiyotik direnci, stres kosullar
altinda hayatta kalmak icin, A. baumannii CC92B/CC2P klonu gibi, belirli bakteri

suslar1 ve klonlar1 tarafindan kullanilan, hayati uyarlama mekanizmalaridir (69).
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CC92B/CC2P'nin basarili bir sekilde ortaya ¢ikmasi; oncelikle tek bir atadan
kapsamli klonal yayilmasi ve belli bir dogruluk derecesinde, siirdiiriilebilir ve uzun
siireli bir uluslararasi salgimin ortaya ¢ikisin1 gosterir. Bu teori Kore'de yapilan; bes
sehirden elde edilen tiim karbapenem direncgli ST92B izolatlarinin bir salgin pulsotipine
ait oldugunu gosteren bir ¢aligma ile desteklenmistir (70). Benzer sekilde, {i¢ kitadan
elde edilen dokuz karbapenem direngli ST92B izolatinin sekizi ilgili PFGE paternlerini
gostermistir (71). Lokal, ulusal ve uluslararasi izolatlarin dolasimi, muhtemelen farkli
hastaneler ve farkli iilkeler arasinda hastalarin transferi de dahil olmak iizere
uluslararast  seyahatlerdeki artisla  kolaylasmaktadir (6). Alternatif olarak,
CC92B/CC2Pnin yaygin dagilimi, muhtemelen ortak fakat antik bir atayr paylasan
cesitli progenitdrlerden genisleyen kiigiik kiimelerin bagimsiz fakat paralel olarak ortaya
cikmasiyla iligkili olabilir. Cin’deki 16 sehirden elde edilen karbapenem direncli ST92B
izolatlar1 en az ¢ farkli salgin pulsotipi arasinda dagimistir (72). Benzer sekilde,
Cin’den bir dizi karbapenem direngli ST92B izolatinin sporadik pulsotiplere ait oldugu
bulunmustur (70). Ek olarak, Norveg'te toplanan CC92B'ye ait izolatlarin ayri
pulsotiplere sahip oldugu bildirilmistir (73). Bu baglamda, farkli pulsotiplerin (bagimsiz
olarak ortaya c¢ikmasi Ongoriilen) izolatlar1 arasindaki direng Ozelliklerine ve
belirleyicilere benzerligi, diinyanin farkli bolgelerindeki benzer se¢im baskilarindan

kaynaklanabilir (74).
4.1.5.5. Uluslararasi Klon I1I

CC187B/CC3P veya uluslararas1 klon III, ¢ok c¢esitli direngli suslari iceren
A .baumannii'deki bir baska énemli klondur ve Avrupa’da (Fransa, Almanya, ispanya,
Hollanda, italya, Belgika) ve Amerika Birlesik Devletleri, Liibnan ve Irak’ta dahil
olmak ftizere birgok iilkede tespit edilmistir. Bu klonun, intrinsik gen blaoxa-s1’in
varyanti olan OXA-71 ile iliskili oldugu bildirilmistir (43, 75, 76).
4.1.5.6. Diger Klonlar

Uluslararas1 klon I-III’e ek olarak; CC15P, Giiney Amerika’da (Norveg,
Portekiz, Cek Cumhuriyeti, Tiirkiye, Ispanya, Yunanistan, Arjantin ve Brezilya) ve
Avrupa’da bildirilen baska bir uluslararas: klondur. Epidemik suslar1 igeren bu klonun,

blaoxa-s1 varyantlari ve blaoxa-132 tasidigi bilinmektedir (43, 75-77). A. baumannii’nin

molekiiler epidemiyolojisi ile ilgili ¢alismalar; CC20B (Avrupa, Afrika, Dogu Asya),
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CC110B (Kore, Arjantin, ABD), CC32P (Avrupa), CC25P (Avrupa, Asya, ABD),
CC85P (Avrupa, Asya) gibi ulusal diizeyde salginlardan sorumlu uluslararasi klonlarin

cesitli bolgelerde ve iilkelerde varoldugu da bildirilmistir (43, 76, 78-80).

Tablo 1. Acinetobacter baumannii‘nin klonal kokenleri (Zarrilli’den, 76)

AFLP Klonlar MLST (Pasteur) Klonlar MLST (Bartual) blaoxa-s1-like

| CcC1 CC109 OXA-69

1 CcC2 CC92 OXA-66

11 CC3 cc18v OXA-71

Cluster A CC15 CC103 OXA-51,

OXA132

ST78 ST196 OXA-90

CC25 CC276 OXA-64

Cluster B CC10 OXA-68,

OXA-128

Cluster 6 CC32 ST120 OXA-100
Cluster C ST52

CC79 CC113 OXA-65

CC85 OXA-94

Giincel verilere gore A.baumannii’de MLST Pasteur semasina gore 1234 ve

Oxford semasina gore 1845 sekans tipi bulunmaktadir (63).
4.2. Antimikrobiyal Diren¢ Mekanizmalari

Acinetobacter baumannii; ampisilin, amoksisilin  ve birinci  kusak
sefalosporinlere dogal direngli olduklar1 gibi yeni antibiyotiklere de son derece hizli bir
sekilde direng gelistirebilme yetenegine sahiptir. Acinetobacter tiirleri 1970'erde
ampisilinden nalidiksik aside ¢ogu antibiyotige karsi genellikle duyarl bildirilmistir.
1980'lerde, cesitli antibiyotik simiflarina karst direng ortaya c¢ikmis, 1990’larin
baslarinda, imipenem direngli suslar ortaya ¢ikmistir (6, 34, 44, 49, 81). A. baumannii,
antimikrobiyal ajanlarin bircoguna karsi oldukca direnglidir. Ancak son on yilda,
antibiyotiklerin bat1 iilkelerinde yaygin olarak kullanilmasinin bir sonucu olarak, diger
antibiyotiklere kars1 artan direng rapor edilmistir (82). Ne yazik ki, karbapenem direncli
A. baumannii suslaru cogu zaman kolistin ve tigesiklin de dahil olmak iizere
antimikrobiyallerin tiim smiflarina karsi direncgli bulunmaya baslanmistir (81, 82).

Sonrasinda kolistin ve tigesikline direngli Acinetobacter suslari bildirilmistir (83, 84).
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Karbapenem direngli A. baumannii enfeksiyonlar; hastalarin hastanede kalis siiresini ve
yogun bakim siiresini uzatmis ve mortalite oranlarii artirmigtir (81). A. baumannii
izolatlarinin amikasin, genislemis spektrumlu sefalosporinler, karbapenemler ve
tigesiklin gibi genis spektrumlu antibiyotiklere direncinin artmasi, hekimlerin gittikce

daha az etkili tedavi secenegi ile karsilacaginin dngdriisiidiir (85).

Acinetobacter baumannii gibi antimikrobiyal ajanlara direngli patojenleri
uluslararas1 merkezlerin ortak bir girisimi ile; edinilmis direng profillerini tanimlamak
icin standartlastirilmis bir uluslararasi terminoloji olusturulmustur. Terminolojide ii¢
onemli ‘Cok ilaca direngli/multidrug resistant (CID/MDR), yaygm ilaca
direncli/extensively drug-resistant (XDR) ve pandrug-direngli/pandrug-resistant (PDR)’
tanimlar1 tibbi literatiire kazandirilmistir. Buna gore CID; iigten fazla antimikrobiyal
grupta birden fazla gruba, XDR; bir yada iki ila¢ grubuna, PDR; tiim ila¢ gruplarina

direncli olarak tanimlanmaistir (86).

Acinetobacter  baumannii; genis spektrumlu  beta-laktamaz  iiretimi,
aminoglikozit modifiye edici enzimler, efluks pompalari, dis membran gecirgenliginde
azalma ve hedef bolgelerin modifikasyonlar1 dahil olmak iizere bir dizi direng

mekanizmasina sahiptir (87).
4.2.1. Beta-laktam Antibiyotiklere Diren¢ Mekanizmalari

Beta laktamlara direng; beta-laktamaz tiretimi, penisilin baglayan proteinlerdeki
porin proteinlerindeki degisiklik mekanizmalar ile gelisir. Beta laktam ajanlarin beta-
laktamazlar ile inaktivasyonu, A. baumannii'de Onemli bir antibiyotik direng
mekanizmasidir. A. baumannii beta-laktamlara karsi dogal direng tasidiklari gibi
kromozamal genlerde bazi mutasyonlarla veya plazmid, transpozon gibi genetik
meteryallerin aktarimiyla kazanilmig direng de gelistirebilmektedir. A. baumannii’de
kromozal AmpC geni kodlayan sefalosporinazlar olarak bilinen grup Ambler Sinif C
icerisinde yer almaktadirlar. Plazmid aracili direng gelisiminde; TEM-1, TEM-2 ve

SHYV gibi enzimler kazanilmis beta-laktamazlara 6rnek gosterilebilir (88, 89).
4.2.2. Beta-laktamazlar

Beta-laktamazlar; beta-laktam antibiyotiklere, bakteriyel direncin en yaygin
nedenleridir. Beta-laktam halkasindaki amid bagini hidrolize ederek neredeyse tiim

beta-laktam antibiyotikleri inaktive edebilirler. Beta-laktamazlar 1980 yilinda Ambler
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tarafindan smiflandirilmis ve 1989 yilinda Bush tarafindan gelistirilmistir. Sekans

homolojisine dayanarak; beta-laktamazlar A, B, C ve D olmak {iizere dort grup olarak

smiflandirilmistir. Bush-Jacoby-Medeiros 1995 yilinda siniflandirmay1 giincellemis;

enzimleri substrat ve inhibitorlerine goére dort gruba aymrmistir (88, 89). Beta-

laktamazlarin siniflandirilmasi Tablo 2°de verilmistir.

Tablo 2. Beta-laktamazlarin siniflandirmasi (Olsen’den, 89)

Ambler Sinifi

Bush-Jacoby-Medeiros
Sinifi

Karakteristik Ozellikleri

Bilinen Enzim

Sayisi

Cc 1

Gram negatiflerde kromozal
enzimlerdir. Bazilar1 plazmid
aracilidir. Klavulanik asite

direnglidir.

51

2a

Stafilokokal ve enterokokal
penisilinazlar

Genis-spektrumlu beta-laktamazlar
(TEM-1, SHV-1), genellikle Gram-
negatiflerde bulunurlar.

23

16

2be

2br

2c
2d

2e

2f

Genis-spektrumlu Beta-laktamazlar
(GSBL)

Inhibitér-direngli TEM (IRT) Beta-
laktamazlar

Karpenisilin-hidrolize eden enzimler
Kloksasilin (oksasilin) hidrolize eden
enzimler

Sefalosporinazlar

Klavulanik asitle inhibe olurlar
Klavulanik asit tarafindan inhibe olan
karbapenem hidrolize eden

enzimlerdir

200

24

19
31

20

Monobaktamlar haricinde
karbapenemleri ve diger Beta-
laktamlar1 hidrolize eden metallo-
enzimlerdir.

Klavulanik asit tarafindan inhibe

edilmez.

24

Cesitli enzimler
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Beta-laktamazlarin siniflandirilmasi, fonksiyonel ve molekiiler 6zelliklerine gore
yapilabilir. Bush ve ark.’lar1 bilinen beta-laktamazlari, gruba spesifik substrat veya
inhibitor profillerine gére dort ana fonksiyonel grubta (Grup 1-4) siniflandirmistir. Grup
2, ¢oklu alt gruplara ayrilmistir. Giincellenen sistem Grup 1 (Sinif C) sefalosporinazlari;
Grup 2 (A ve D siniflart) genis spektrumlu, inhibitoér direncli ve GSBL’ler ve serin
karbapenemazlari; ve Grup 3 metallo-beta-laktamazlari (MBL) ifade eder. Bu
fonksiyonel siniflandirma semasinda, karbapenemazlar oncelikle Grup 2f ve 3'te
bulunur. Ikincisi, daha az rastlanan beta-laktamaz grubu ya da Smf B beta-
laktamazlardir. Bu grup; bir histidin veya sistein kalintisina bagli, cogunlukla ¢inkolu,
iki degerli bir gecis metali iyonunu kullanir. ki degerlikli gecis metali iyonu;
monobaktamlar hari¢ ¢ogu penisilin, sefalosporin ve karbapenemin amid baginin

karbonil grubuyla reaksiyona girmektedir (88, 89).
4.2.3 Karbapenemazlar

Karbapenemler ilk kez 1980 yilinda ortaya c¢cikmustir. Genellikle c¢oklu ilag
direngli Gram-negatif basillerin neden oldugu ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde son
secenek olarak kullanilirlar. Karbapenemler; Gram-negatif basiller tarafindan iiretilen
GSBL ve AmpC’de dahil olmak iizere beta-laktamazlarin neden oldugu enfeksiyonlarda
da kullanilmaktadir. Molekiiler calismalara dayanarak, karbapenem hidrolize edici
enzimler aktif bolgelerindeki yapilarmma gore iki gruba ayrilabilir. Stmf A, C ve D
karbapenemazlar; aktif bolgelerinde serin aminoasidine sahiptir. Stmif C MBL'lar ise

enzim aktivitesi i¢in metal kofaktdr ¢inkoya gereksinim duyarlar (91, 92).

Tablo 3. Karbapenemazlarin siniflandirilmasi (Dahiya’den ve Poirel’den, 90, 91)

Ambler Simif Karbapenemaz Aciklama
KPC KPC enzimleri
(Klebsiella pneumoniae Plazmid aracili aktarilir
carbapenemase)
SME Serratia marcescens’de

Smif A Karbapenamazlar .
(Serratia marcescens enzyme)  kromozomal kodlanir

IMI
o ] Enterobacter cloacae’de
(imipenem-hydrolysing beta-

kromozomal kodlanir
lactamase)
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Tablo 3. (Devam)

Ambler Simif

Karbapenemaz

Aciklama

Simif A Karbapenamazlar

NMC

(not metalloenzyme

Enterobacter cloacae’de

kromozomal kodlanir

carbapenemase)
Pseudomonas aeroginosa,
GES ) o
K.pneumoniae ve Escherichia
(Guyana ESBLS)

coli’de plazmid aracili aktarilir

Simif B Karbapenamazlar

IMP-karbapenemaz
(MBL)

Ik 1990°da Japonya’da
Enterobactericeae,
Pseudomonas ve Acinetobacter

tiirlerinde bildirilmistir

VIM
(Verona integron MBL)

Avrupa, Kuzey ve Gliney
Amerika yayilmigtir

P. aeroginosa’da yaygin,
Enterobactericeae’da nadir

goriilmektedir

SPM-1
(Sao Paulo MBL)

1997°de P. aeruginosa
izolatinda Sao Paulo

Brezilya’dan bildirilmisgtir

GIM

(German imipenemaz)

2002’de Almanya’da P.
aeroginosa izolatlarinda tesbit

edilmistir

SIM-1

(Seoul imipenemaz)

2005°de Giiney Kore’de A.
baumannii izolatinda

tanimlanmugtir

NDM-1
(New Delhi MBL)

2009’da New Delhi’de

tanimlanmigtir

Smif D Karbapenamazlar

OXA

(Oksasilinazlar)

Ozellikle Acinetobacter

tiirlerinde goriillmektedir
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4.2.3.1. Simf A Karbapenemazlar

Smmif A serin karbapenemazlar, fonksiyonel Grup 2f’nin iiyeleridir (88).
Kromozomal yada palzmid aracili kodlanabilirler. Karbapenemler, sefalosporinler,
penisilinler ve aztreonam dahil olmak Tlizere ¢ok cesitli beta-laktamlar1 hidrolize
edebilirler. Bununla birlikte, hepsi klavulanat ve tazobaktam tarafindan inhibe edilir
(89). Enterobacteriaceae ile karakterize edilen enzimler (Tablo 3) arasinda ‘not-
metalloenzyme carbapenemase-A’ (NMC-A), Serratia marcescens enzim (SME),
"imipenem-hidrolize eden beta-laktamaz- 1" (IMI-1), K. pneumoniae karbapenemazlar
1-3 (KPC ) ve Guyana genis spektrumlu beta-laktamaz (GES-2) tipi enzimler
tanimlanmgstir (90, 91)

4.2.3.2. Simf B Karbapenemazlar

Sinif B karbapenemazlar; karbapenemleri hidrolize edebilirler ve beta-laktamaz
inhibitorlerine karst direnglidirler. Ancak metal iyon selatorleri tarafindan inhibisyona
duyarlilik  gosterebilirler. Substrat spektrumu olduk¢a genis olan simif B
karbapenemazlar; karbapenemlere ek olarak, tiim beta-laktam antibiyotikleri hidrolize
edebilirler. Ancak, aztreonami hidrolize edemezler (92). Hidroliz mekanizmas1 enzimin
aktif bolgesindeki ¢inko iyonlarinin beta-laktamlar ile etkilesimine dayanir. Cinko
(Zn?*) ve diger iki degerlikli katyonlarm bir selatorii olan etilendiamin tetra asetik asit
(EDTA) tarafindan inhibisyonu miimkiindiir. En yaygin metallo-laktamazlar, IMP,
VIM, SPM, GIM, SIM ve NDM-1’dir (Tablo 3). Bu enzimleri kodlayan genler
genellikle cesitli integron yapilari i¢inde bulunur ve gen kasetleri ile aktarilabilir (90,
92).

IMP tipi metallo-beta-laktamazlar 1990 yilinda Japonya’da tanimlanmustir.
Gilinlimiizde 18’den fazla tipi oldugu bilinmektedir. 1997°de ilk kez Avrupa’da
bildirildikten sonra Brezilya ve Kanada’dan da rapor edilmistir. Uzak Dogu'daki diger
iilkelere ve daha sonra Amerika Birlesik Devletleri ve Avustralya’ya yavas yavas
yayildigi da bilinmektedir. IMP tipi karabapenemazlarin ¢ogu Acinetobacter ve

Pseudomonas tiirlerinde ve Enterobacteriaceae familyasinda saptanmistir (92, 93).

VIM tipi karabapenamazlar, 1997 yilinda Verona, Italya'da izole edilmis ve
cogunlukla integron ile aktarilan metallo-beta-laktamazlardir (92).

Enterobacteriaceae'de nadiren rastlanir fakat yaygin olarak Pseudomonas aeruginosa ve
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Pseudomonas putida'da goriiliir. 14 tipi oldugu bilinmektedir. VIM ve IMP tipi
karbapenemazalar aminoasit dizilimleri bakimindan %70 benzerlik gosterirler. Her ikisi
de monobaktamlar hari¢ tiim beta-laktamlar1 hidrolize edebilirler ve tiim beta-laktam

inhibitorlerine kars1 duyarhidirlar (94).

NDM-1 2009 yilinda New Delhi’de tanimlanmistir. 2010 yilinin ortasina kadar,
diinya capinda turistler araciligiyla Avrupa ve ABD dahil diger iilkelere yayilmigtir
(95). Bu grupta sekiz varyant tanimlanmistir. K. pneumoniae ve E. coli izolatlarinda
NDM genleri baskindir ancak A. baumannii ve P. aeruginosa tiirleriylede iliskili
bulunmustur (94, 95).

4.2.3.3. Simf D Karbapenemazlar

Ambler’in molekiiler siniflamasinda D grubunda, fonksiyonel siniflamada ise 2d
grubunda yer alan aktif bdlgelerinde serin aminoasidi bulunduran karbapenemaz
grubudur. Siif D beta-laktamazlar oksasilinaz veya OXA enzimleri olarak da
bilinmektedirler (92). OXA enzimlerinin bu sekilde adlandirilmasi; penisilin ve
oksasilin hidrolizinin benzilpenisilinden %50 daha yiliksek oranda olmasindan
kaynaklanmaktadir. Smif D beta-laktamazlar genellikle klavulanik asit, tazobaktam ve
sulbaktam ile inhibe olmazken, in vitro sodyum kloriir (NaCl) ile inhibe edilebilirler. Bu
ozellik diger smif beta-laktamazlarda bulunmamakta, bdylece in vitro tanimlama igin

ayirici bir 6zellik olarak tanimlanmaktadir (96, 97).

Oksasilinaz genleri; Acinetobacter, Shewanella, Pseudomonas ve Burkholderia
gibi c¢esitli bakteri tilirlerinin hem kromozomlarinda hem de plazmidlerinde
bulunabilirler. Kromozomal oksasilinazlarin ¢ogu plasmitlerle de aktarilmakta ve daha
blyiik bir klinik tehdit olusturmaktadir. Bazi OXA enzimlerinin hidroliz
mekanizmasina gore substrat profilide sinirhidir. Dar spektrumlu profil sadece
penisilinler ve birinci kusak sefalosporinleri hidrolize edenler; genislemis spektrumlu
profil sonraki kusak sefalosporinleri ve karbapenemazlar karbapenem grubu

antibiyotikleri hidrolize edenler olarak adlandirilirlar (93, 97).

Siif D karbapenemazlarin; 400°den fazla varyanti oldugu bilinmektedir. Bu
cesitlilik, 6zellikle amino asit benzerligi seviyesinde, tanim i¢in literatiirde karisikliklar
olusturabilmektedir. Bu smifa daha acgik bir organizasyon saglamak, Simif D beta-

laktamaz ailesini gruplara ayirmak icin %80 amino asit benzerligi kullanilmaktadir. Her
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grup icinde de altgruplart en az %95 amino asit benzerligine sahip olanlar

olusturmaktadir (96).

Metallo-beta-laktamazlar ile Kkarsilastirildiginda etkinlikleri karbapenemlere
kars1 daha diisiiktiir. Imipenem genellikle meropenem veya doripenemden (OXA-2 ve
OXA-10 hari¢) daha hizli hidrolize olur. Bununla birlikte, OXA enzimlerinin ¢ogu,
karbapenemler icin genellikle nanomolar aralikta ¢ok yiiksek afinite gosterirler. Bu
afinite; Acinetobacter veya Pseudomonas tiirlerinde minimum inhibitér konsantrasyon
(MIK) degerleriyle agiklanabilir. Bu organizmalar, azalmis zar gecirgenligi ve effluks
sistemleri sayesinde sitoplazmalarinda az miktarda yabanci madde biriktirirler. Effluks
pompalarinin asir1 miktarda ekspresyonu veya porin kaybi1 bu mikroorganizmalarda

MIK degerlerini yiikseltmektedir (88, 96).

Acinetobacter baumannii‘de karbapenemaz aktivitesine sahip en yaygin beta-
laktamaz grubu cogunlukla bu tiire 6zgii olan karbapenem-hidrolize edici sinif D beta-
laktamazlardir (98). A. baumannii ile iliskili OXA beta-laktamazlar; 90'in tizerinde
varyantt olan intrinsik kromozomal OXA-51-like, OXA-23-like, OXA-24/40-like,
OXA-58-like, OXA-143-like ve OXA-235-like olarak alt1 alt sinifa ayrilmaktadir (98-
100).

4.2.3.3.1. OXA-23-like Beta-laktamazlar

Acinetobacter baumannii’de tanimlanan karbapenem direngli ilk OXA-tipi-beta-
laktamaz grubu OXA-23 grubudur. Ilk olarak ARI-1 olarak tanimlanmistir. OXA-23
beta-laktamaz 1985 yilinda Edinburgh, Birlesik Krallik’ta bir A. baumannii izolatinda,
imipenemin ilk kez kullanim i¢in onaylandig1 yil iginde tanimlanmustir (100). Izolati,
imipenem MIK degeri 16 mg/litre ve direng fenotipinin ise transfer edilebilir bir
plazmitte oldugu bulunmustur (101). Bu enzim grubundaki genler kromozamal tasindig:
gibi siklikla plazmid aktarimiyla goriilmektedir. Acinetobacter tiiriinde oldugu gibi
Enterobacteriaceae’ye ait tiirlerinde bir¢ogunda plazmid ile aktarim saptanmistir. A.
radioresistens izolatlarinin kromozomu tizerinde gesitli blaoxa-23-like genleri (blaoxa-23,
blaoxa-102, blaoxa-103, blaoxa-105, blaoxa-133 ve blaoxa-13s) kesfedilmesi, bu tiiriin bu
enzim grubunun muhtemel dogal kaynag: oldugunu gostermektedir. Singapur’da izole
edilmis bir klinik A. baumannii susunda OXA-23’lin aminoasit tiirevi olan OXA-27

geni tanimlanmistir. Fransa'dan karbapenem direngli bir Proteus mirabilis izolatinda
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OXA-27’nin kromozomal olarak tasindigir bildirilmistir. OXA-27’nin penisilinler,
karbapenemler ve sefalosporinleri ¢ok daha diisiik oranda hidrolize ettigi bilinmektedir.
Tazobaktam ve daha az olarak klavulanik asite duyarlidir (100, 102, 103). OXA-23’iin
kromozomla kodlanmig OXA-102, OXA-103 ve OXA-105 tiirevlerinin sirasiyla alti, ii¢
ve li¢ amino asit farklilig1r vardir. OXA-146, alanin 220’nin dublikasyonundan dolay1
OXA-23ten farklidir. OXA-23"lin aksine, OXA-146 diger beta-laktamlar i¢in ¢ok

benzer substrat profilini korurken, seftazidimi etkili bir sekilde hidrolize eder (104).

OXA-23-like enzimler; karbapenemlere ek olarak oksiiminosefalosporinleri,
aminopenisilinleri, piperasilini, oksasilin ve aztreonami hidrolize edebilirler. A.
baumannii susu tarafindan OXA-23 iiretiminin karbapenemlere diren¢ kazandirmak i¢in
yeterli oldugu yapilan ¢alismalarda goriilmistiir. Bir ¢alismada; blaoxa-23 geni tasiyan
diisiik kopya sayisina sahip plazmid vektorii, duyarli A. baumannii CIP70.10 tipi susuna
klonlanmistir. Karbapenemlere karst MIK degeri 16 pg/ml bulunmustur. Bununla
birlikte; blaoxa-23 geni, AdeABC effluks pompasini da eksprese eden bir susa transfer
edildiginde, MIK degeri >32 upg/ml’ye yiikselmistir. Bu durum, diger OXA tipi
karbapenemazlardan farkli olarak, OXA-23 tasiyan bir susun karbapenem direncli
olmak i¢in bagka diren¢ mekanizmalarima gereksinimi olmadigi, yiiksek direng
diizeylerinin sadece baska mekanizmalar mevcut oldugunda elde edilebilecegini

gostermektedir (100, 105).

OXA-23-pozitif A. baumannii suslarinin tiim diinyaya; Fransa, Bulgaristan, Iran,
Birlesik Arap Emirlikleri, Tunus, Brezilya ve Avustralya’ya yayildigi goriilmektedir.
Buna ek olarak OXA-23 iireten izolatlarin; Fransiz Polinezyasi, Kolombiya, Birlesik

Krallik, Tiirkiye, Cin ve Kore’de hastane salginlarina sebep oldugu bilinmektedir (97).
4.2.3.3.2. OXA-24/40-like Beta-laktamazlar

OXA-24, 1997°de Ispanya’da izole edilen karbapenem direngli A. baumannii
klinik susunun kromozomunda tanimlanmistir. Giintimiizde, OXA-24 i¢in rapor edilen
sekans dizilimi giincellenmis ve OXA-40 ile %99 iizerinde benzer oldugu ortaya
¢ikmistir. Bu enzim siklikla OXA-24/40 olarak da tanimlanmaktadir. Bu enzim ailesi
agirlikli olarak A. baumannii suslarinda bildirilmesine ragmen, OXA-24/40-like
enzimler Acinetobacter haemolyticus, Acinetobacter pittii, Acinetobacter baylyi ve P.
aeruginosa'da tiirlerinde de raporlanmistir (106). OXA-24 alt gruplari; OXA-25, OXA-
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26, OXA-40, OXA-72, OXA-139, OXA-160, OXA-207 beta-laktamaz enzimlerinden
olugsmaktadir. Bu kiimenin {iyeleri arasindaki dizi farkliliklar1 1 ila 5 amino asit arasinda
degisir. Genel olarak, OXA-24-like enzimler penisilinleri hidrolize edebilirler, fakat
sefalosporinlere ve karbapenemlere kars1 zayif aktivite gosterirler (100, 107). OXA-
24/40-like enzimler; Avrupa, Kuzey Amerika, Asya ve Giliney Amerika dahil olmak
lizere diinya ¢apinda dagilima sahiptir (106). Ilk kez 2013 yilinda Tiirkiye’de Izmir’den
bildirilmistir (108).

4.2.3.3.3. OXA-51-like Beta-laktamazlar

Bugiine kadar tanimlanan en biiyiik OXA tipi beta-laktamaz grubu OXA-51-like
beta-laktamazlardir. Grubun kurucu tiyesi OXA-51, ilk olarak 1996 yilinda Arjantin'de
A. baumannii izolatlarinda tanimlanmistir. Bu enzimler A. baumannii'ye 6zgiidiir ve bu
tiriin kromozomunda bulunur. Bugiine kadar 95 enzim varyant1 belirlenmistir. Cok
sayida varyantinin olmasi, kromozomal olarak kodlanan bu enzimlerin antibiyotik
kullanimindan 6nemli 6lglide segici baski altinda olduklarinin bir gostergesidir. Bu
enzimler 1yi seyirli enzimler olmadig1 gibi direncte de biiyilik rol oynarlar. En yaygin
bilinen OXA-51-like enzimler OXA-66 ve OXA-69’dur (100, 109). Karbapenem
hidrolizi zayif olmasina ragmen, OXA-51"in baz1 durumlarda asir1 eksprese edilebildigi
ve karbapenemlere karsi duyarlilik diizeyinin azaldigi sonucunu diistindiirmektedir. Bu
durum blaoxa-si69-like geninin iist kisminda islev goren ISAbal elemaninin bulunmasi ile
iligkilidir. Bu nedenle, A. baumannii'nin dogal blaampc geninde de gbzlemlendigi gibi,
ISAbal; iliskili genlerin ekspresyonunu arttiran promotor dizileri saglayabilir. Bu
promoter diziler muhtemelen A. baumannii'de direng gelisimi i¢in son derece verimlidir.
ISAbal'in blaoxasi-ike geninin iist kismina yerlesmesi, gercek bir karbapenem direnci

mekanizmasi veya en azindan azaltilmig duyarliligi temsil edebilir (98).
4.2.3.3.4. OXA-58-like Beta-laktamazlar

Ik kez OXA-58 enzimi 2003 yilinda Fransa’da; ¢ogul direngli A. baumannii
klinik izolatinda bulunmustur. OXA-58-like genler Acinetobacter spp. tiirlerinde diinya
capinda yayilmaktadir. Altgruplar;; OXA-96, OXA-97, OXA-164 gibi enzimlerden
olusmaktadir. Karbapenemlere ve penisilin'e kars1 zayif aktivite gosterirken; sefpirom
ve sefalotini hidrolize edebilirler (100). Birgok iilkeden toplanan Acinetobacter tiirlerine

ait izolatlar, OXA-58-like enzimlerinin; ilk tanimlanmadan 6nce en az 10 yil siireyle
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mevcut oldugunu goéstermektedir (110). A.baumannii suslarinda OXA-58-like genlere
veya enzimlere ¢ok sik rastlanmasina ragmen diger tiirlerde de tanimlanmistir. Tayvan
ve Ispanya’da A. nosocomialis; Iskogya, Tayvan ve Ispanya’da A. pittii; Cin'de A.
haemolyticus; ve Hindistan’da A. junii ve A. radioresistens tiirlerinde tanimlanmistir
(96). blaoxa-ss geni tastyan birgok izolat es zamanli olarak ISAbal, ISAba2 veya ISAba3
gibi insersiyon sekanslar1 da tasir. Bu durum da artan karbapenemaz firetimi ve
dolayisiyla daha yiiksek karbapenem direnci seviyeleri ile iligkilendirilmektedir. Bir
raporda, artan gen kopya sayisi, daha yiiksek seviyede enzim iiretimi ve fenotipik

karbapenem direnci artis1 ile iligkilendirilmistir (100, 111).
4.2.3.3.5. OXA-143-like Beta-laktamazlar

Karbapenemler de dahil olmak iizere neredeyse tiim beta-laktam antibiyotiklere
direncli, fakat PZR ile karbapenem hidrolize eden beta-laktamaz genleri negatif sonug
veren ¢ A. baumannii izolati 2004 yilinda Brezilya’dan bildirilmistir. Yapilan
aragtirmalarla OXA-143 adinda yeni bir enzim tespit edilmistir. A. baumannii’deki
diger edinilmis OXA-tipi beta-laktamazlarda oldugu gibi, OXA-143 i¢in enzim
kinetikleri diisiik seviyelerde karbapenem hidrolizi gostermistir (100, 112).

4.2.3.3.6. OXA-235-like Beta-laktamazlar

Acinetobacter baumannii’de saptanan OXA-235, OXA-236 ve OXA-237, esas
olarak ABD'den koken alan izolatlarda tanimlanmis, Meksika’da da bir izolatta
bildirilmigtir. Aminoasit dizilimleri OXA-23, OXA-24, OXA-58 ve OXA-143 ile %57
benzerlik ve intrinsik OXA-51 ile %56 benzerlik gosterdiginden OXA ailesinin yeni bir
alt smifin1 temsil etmektedir. OXA-235 penisilinler ve karbapenemleri hidrolize
edebilirler, ancak diger KHDL’lerde oldugu gibi genislemis spektrumlu sefalosporinlere

kars1 aktivite gostermemislerdir (99).
4.2.4. Karbapenemaz Tanisinda Kullanilan Yontemler

Klinik laboratuarlarda; karbapenemazlarin tanisinda bir dizi yontem
kullanilabilmektedir. Bunlar arasinda otomatik sistemler, disk difiizyon, MIK
belirlenmesi, se¢ici ve kromojenik agarlar, modifiye-Hodge testi, sinerji testleri (6rn., E-
testleri veya cift disk sinerji testleri), CarbaNP gibi biyokimyasal metodlar, tiim genom
dizilemesi ve molekiiler yontemler de bulunmaktadir (94). Kullamilan fenotipik,

biyokimyasal ve molekiiler testler Tablo 4’de verilmistir.
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Tablo 4. A. baumannii’de karbapenemaz tespitinde kullanilan yontemler (Nowak’dan, 33)

Grup Metod

Fenotipik yontemler Cift-Disk Sinerji Testi
Kombine Disk Testi
E-test MBL

Biyokimyasal yontemler CarbAcineto NP test
Rapid CARB Blue Kit
UV spektrometre
MALDI-TOF MS

Molekiiler Yontemler PZR
Real-time PZR
Loop mediated isothermal amplification (LAMP)
DNA chip

4.3. Acinetobacter baumannii Tiplendirmesinde Molekiiler Epidemiyolojik

Yontemler

Acinetobacter baumannii’nin hastane ortaminda yayilmasini kontrol etmek igin,
organizmanin  potansiyel rezervuarlarint  ve bulasma yollarin1  tanimlamak
gerekmektedir.  Salgin  susunu  epidemiyolojik  olarak  ilgisi  olmayan
Acinetobacter’lerden ayirmak igin, alt tiirler diizeyinde izolatlarin karsilastiriimasi
gereklidir. Bu amacla kullanilan yontemler epidemiyolojik tipleme yontemleri olarak
tanimlanmistir. Tiplendirme yontemleri, epidemik suslar i¢in kaynaklarin ve aktarim
metodlarinin belirlenmesi igin 6nemli araglardir. Acinetobacter tiirlerini tiplendirmek
icin simdiye kadar tek bir tiplendirme yontemi kabul edilmemistir (6, 34). Direk
genotipleme, PZR temelli ve DNA dizi analizine dayali yontemler molekiiler
epidemiyolojik tiplendirme i¢in kullanilmaktadir. Her yontemin avantaji ve dezavantaji
olmaktadir. Yakindan iligkili tiirleri ayirt etmek i¢in en stk MLST, PFGE, ‘Amplified
Fragment Length Polymorphism’ (AFLP) gibi etkin yontemler kullanilmaktadir. PFGE
yontemi maliyeti fazla, zaman alic1, ve zahmetlidir. Genellikle daha az maliyetli AFLP
yontemine ek olarak yardimcir bir yontem olarak PFGE kullanilmaktadir. Diger
genotipleme ydntemleriyle karsilastirildiginda MLST nin baglica avantaji ise verilerin

internet veritabanlarinda paylasilabilmesidir (12).

27



4.3.1. Direk Genotipleme
4.3.1.1. Plazmid Analizi

Acinetobacter baumannii suslarinin epidemiyolojik tiplemesinde plasmid
analizi, kullanilan tipleme yontemleri arasindadir. Plazmid profil analizi A. baumannii
grubu disindaki Acinetobacter tiirlerinin epidemiyolojisini incelemek i¢in de uygulanan
birka¢ yontemden biridir. Yontem olduk¢a kullanighi olmasina ragmen, sonuglari
yorumlarken bircok plazmidin kolayca aktarilabilecegi ve kazanilabilecegi veya
kaybedilebilecegi durumlar olabileceginden; Acinetobacter’lerin  epidemiyolojik
caligmalari i¢in plazmid profillemenin yerine diger molekiiler yontemlerle degistirilmesi

onerilmektedir (34).
4.3.1.2. Ribotipleme

Ribotipleme oncelikle Acinetobacter’leri, ozellikle A. calcoaceticus-A.
baumannii kompleksini tiir seviyesine tanimlamak i¢in gelistirilmistir. Bu yontemde
rRNA’y1 kodlayan kromozomal saf DNA; EcoRlI, Clal ve Sall enzimleri ile kesilerek
iriinlerin fragment uzunlugu analiz edilir. Bununla birlikte, ribotiplemenin ayrimc1 giicti
siirlidir ve PFGE gibi diger yontemlerin aymrim giicii fazla oldugundan tercih

edilmemektedir (113).
4.3.1.3. Degisken Alanh Jel Elektroforezi (PFGE; Pulsed-field Gel Electrophoresis)

‘Degisken Alanl Jel Elektroforezi’ yontemi ilk kez 1983 yilinda uygulamaya
girmistir. Molekiiler epidemiyolojik yontemler arasinda “altin standart” olarak kabul
edilmektedir. PFGE arastirma aract olarak ve klinik tani laboratuvarlarda rutin
epidemiyolojik  analizlerde yardimci arag olarak kullanilmasiyla  protokol

gelistirilmesine yardimci olmustur (114, 115).

Bu yontem, megabaz biyilikligiindeki bakteri kromozomunun klasik
elektroforez tekniklerinden ziyade farkl: elektroforez tank kosullarinda farkli yonlerden
belirli siirelerle gelen elektrik akimi yani ‘pulse’ ile restriksiyon endoniikleazlarla
kesimi ile megabaz biiyiikliiglindeki pargalarin, bu elektriksel alanda belli acilarla
biiyiikliiklerine gore periyodik olarak ilerlemesi ve goriintiilenmesidir. DNA parcalari
kiigiik ve biiyiik boyutlu oldugundan elektroforez islemi boyunca kisa ve/veya uzun

‘switch’ zamanlar1 kullanilarak boyutlarina gére DNA parcalarinin  ayrimi
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saglanmaktadir. Elektroforez kosullari; sicaklik, aci, siire, akim siddeti, baslangi¢c ve
bitis vurus siiresi calisilan bakteriye gore degisebilmektedir. PFGE tekniginde
kullanilan elektroforetik alanlar yediye ayrilmaktadir. En ¢ok kullanilan ise ‘counter-
clamped homogenous electric field’ (CHEF) gibi 3Mb biiyiikliiglinden fazla olan DNA
parcalarini ayiran altigen bir sistemdir. Elektrik alanda; elektrotlardan 120°C’lik agilarla
sabit akim gelmektedir. Bunun sonucunda DNA parcalar1 biiyiikliklerine gore

bozulmadan hareket edebilirler (114-117).

Restriksiyon enzimlerinin se¢cimi PFGE isleminde O6nemli bir faktordir ve
kritiktir. Segilen enzim sonuclarin kalitesini, analizini ve tekrarlanabilirligini
etkilemektedir. A baumannii i¢in en yaygin olarak kullanilan kesim enzimleri Apal'dir,
bunu Smal takip eder (117). PFGE jel goriintiileri ve sonuglar1 genellikle bilgisayar
destekli analiz programlarinda degerlendirilmektedir. En ¢ok kullanilan yazilim
programi ‘Gel Compar ve BioNumerics (Applied Maths, Belgium)’dir. Bu yazilim
programlarinda izolatlarin DNA fragment biiyiikliikleri i¢in ’Dice benzerlik katsayist’
baz alinarak ‘dendogram’ adi verilen agac¢ yapilari olusturulmaktadir. Dice benzerlik
katsayisinin hesaplanmasinda bant ve profil toleransi %1-1.5 olarak belirlenmistir.
Izolatlar %80’in iizerinde benzerlik gdsterirse ayn1 genotip olarak; >%85 ise yakin

iligkili olarak, %50 nin altinda ise iliskisiz olarak degerlendirilir (118-120).

Yiiksek ayrim giiciinden dolayi; tiplendirme teknikleri arasinda PFGE tercih
edilmektedir. PFGE c¢alisma protokolii: laboratuvarda uzun siireli yogun ¢alisma (2—4
giin) gerektirmektedir. Bununla birlikte, yontemdeki ana bosluk laboratuvarlar arasi
karsilastirmast zordur. Bu karsilagtirilabilirlik eksikligi, PFGE’yi 6nemli o6lgiide
sinirlandirmakta  epidemiyolojik  degerlendirmelerde nozokomiyal patojenlerin

epidemiyolojisi hakkinda daha derin arastirmay1 engelleyebilmektedir (117).
4.3.2. PZR Temelli Yontemler
4.3.2.1. Repetitive Extragenic Palindromic Element-PCR (Rep-PCR)

Repetitive extragenic palindromic element-PCR (rep-PCR) yo6nteminde
bakteriyel genom boyunca tekrarlayan dizilerin amplifikasyon kopyalari elde edilir. Bu
tekrarlanan sekanslar arasindaki bolgeleri hedef alan primerlerin kullanildigt PZR
reaksiyonu sonucunda degisik uzunluktaki DNA fragmentleri olusabilir. Bu tekrarlayan
sekanslarin sayisi, farkliliklar tipe 6zgii profil olusturmaktadir (120).
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4.3.2.2. Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)

Geleneksel PZR analizinden farkli olarak, Random amplified polymorphic DNA
(RAPD), hedef organizmanin DNA dizisi hakkinda herhangi bir 6zel bilgi gerektirmez.
Rastgele segilen primerler, tamamlayic1 olan pozisyonlara bagli olarak bir DNA
segmentini amplifiye edebilir, degisik uzunluklarda {irinler elde edilebilir. Bu,
bakterilerin epidemiyolojik tiplendirilmesi i¢in basit bir yontemdir. PFGE ve RAPD
arasindaki korelasyonu A. baumannii salginlarinin epidemiyolojik arastirmalari igin
yararli oldugunu gostermektedir. RAPD hastanelerde epidemik A. baumannii suslarinin

klonal yayilimini arastirmak icin biiyiik 6l¢tide uygulanmistir (117).
4.3.2.3. Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)

Amplified fragment length polymorphism (AFLP) analizi 1990'larda
kullanilmaya baslanmistir. DNA'nin restriksiyon enzimleri ile kesildikten sonra selektif
amplifikasyon ile fragmanlarin elektroforezle ayrilmasi ve goriintiilenmesiyle yapilan
DNA fingerprint yontemidir. Yari otomatize prosediirlerde sekanslama platformu
tizerindeki pargalarin lazerle tespit edilmesiyle uygulandigindan, pahali bir yontemdir.
Ortaya ¢ikan karmasik profiller sayisallastirilir ve genellikle uygun bir yazilim ile analiz

edilir.

Bakteriyel taksonomide gii¢lii bir ara¢ olmasinin yam: sira, bu yiksek
¢ozinlrliklii parmak izi ydnteminin Acinetobacter suslarinin alt tiir diizeyinde
tanimlanmas1 ve salgin arastirmasi ic¢in kullanildigi bilinmektedir. AFLP analizi
kullanight bir yontem olmasma ragmen, patern analizine yardimci olacak karmagsik
bilgisayar programlar1 kullanildiginda, bantlama modellerinin yorumlanmasinda yiiksek
bir standardizasyon ve kapsamli deneyim gerektirmektedir. Bu nedenle, bu yontemin
kullanilmas: referans laboratuvarlarla sinirlidir ve rutin epidemiyolojik analizler igin

uygun degildir (6, 12).
4.3.3. DNA Dizi Analizine Dayal Yontemler
4.3.3.1. Multilokus Dizi Tiplendirmesi (MLST; Multilocus sequence typing)

Multilokus dizi tiplendirmesi (MLST; Multilocus sequence typing), genis bir
patojen spektrumu i¢in klonalite ve popiilasyon yapisini incelemek i¢in kullanilan en

basarili ve yaygin kabul goren tiplendirme tekniklerinden biridir. Bu yontemle;
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mikroorganizmanin temel metabolik siirecinde yer alan yedi adet ‘housekeeping geni’
hedefleyerek bir popiilasyonda yavasga biriken notr genetik varyasyon degerlendirilir.
Bir MLST semasinda, yedi genin internal fragmanlar1 siralanir; bir genin her sekansi
alel tipi olarak kabul edilir. Bir MLST semasinda bulunan her gen i¢in alel tiplerinin
kombinasyonu bir sekans tipini (ST) tanimlar. Acinetobacter baumannii i¢in; iki MLST
semast gelistirilmistir. Bunlardan ilki Bartual ve ark.’nin; housekeeping yedi genin
(gltA, gyrB, gdhB, recA, cpn60, gpi, rpoD) korunmus bolgelerinin sekans analizine
dayanan yontemdir. Giiniimiizde MLST® olarak adlandirilmaktadir. MLST®, PFGE ve
AFLP yontemleri arasinda iyi bir korelasyon oldugu bilinmektedir. Bu MLST® semasi
Oxford veritabaninda mevcuttur (117, 120). 2010 yilinin Subat ayinda; bu veri
tabaninda aleller, sekans tipleri ve klonal kompleksler sema degisiklikleriyle sonuclanan
biiyiikk modifikasyonlar yapilmustir. Ikinci sema Diancourt ve arkadaslari tarafindan
onerilmigtir (64). Pasteur-MLSTP olarak tanimlanan yontem; housekeeping yedi genin
(cpn60: 60-KDa chaperonin, fusA: elongation factor EF-G, gltA: citrate synthase, pyrG:
CTP synthase, recA: homologous recombination factor, rplB: 50S ribosomal protein
L2, rpoB: RNA polymerase subunit B) sekans dizilimine dayanir. Veri taban1t MLST
Pasteur web sitesinde mevcuttur. Mevcut PubMED verilerine bakildiginda, A.
baumannii popiilasyon yapist hakkinda bir fikir edinmek ve kiiresel soylari
siniflandirmak i¢in MLST® veya MLST® yontemleriyle ¢ok sayida galismanim oldugu
vurgulanmaktadir (64, 121).

Multilokus dizi tiplendirmesinin, popiilasyon yapisi aragtirmalar i¢in yontemi
altin standart haline getiren bir¢cok avantaji vardir. Avantajlari; bir veritabaninda
saklanabilen yiiksek standartli, arsivlenebilir veri iretebilmesi; uzun vadeli kiiresel
epidemiyolojik ¢aligmalarda yiiksek ayrim giiciine sahip olmasidir. Bu yiliksek ayrim
giiciiniin nedeni; hedeflenen genetik varyasyondan kaynaklanmaktadir. MLST nin
temel amaci, klonlarin (aym1 ST’ye sahip izolatlar kiimesi) ve klonal komplekslerin
(yakindan iligkili ST’ne sahip izolatlarin kiimesi) tanimlanmasiyla bir patojenin
popiilasyon yapisinin belirlenmesidir. Mevcut popiilasyon yapisi ¢aligmalarinin sayisi
cok simurlidir. MLST veri tabanlar siirekli olarak genisledigi i¢cin MLST ile ilgili
caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir (43, 64, 76, 121).

Multilokus sekans tiplendirmesi ve ‘Multiple Locus Variable-number Tandem

Repeat Analysis’ (MLVA) gibi metodlar, ¢ok sayida bakteri tiirii i¢in epidemiyolojik
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mikrobiyal tiplendirme ve bakteriyel popiilasyon ¢aligmalarinda global olarak
kullanilmaktadir. Yetmis farkli mikroorganizmanin iizerinde, PubMLST, Institut
Pasteur MLST Veritabanlari, EEMLST ve ERI’de MLST olmak iizere farkli ¢evrimigi
kullanima agik MLST veri tabanlar1 bulunmaktadir. Bu durum; epidemiyoloji,
populasyon genetigi ve evrim baglaminda bu verileri anlamlandiracak algoritmalara
olan ihtiyaci ortaya ¢ikarmistir. PHYLOViZ programi, dizi tabanli yontemlerin analizi
icin kullanim1 dicretsiz olan ve kolay bir yazilim araci olarak giinlimiizde
kullanilmaktadir. Kullanic1 dostu olma, platform bagimsizligi, modiilerlik, yeniden
kullanilabilirlik ve verimlilik {lizerine odaklanarak siirekli bir gelisim halinde olmasi
kullanicilara  belirli ihtiyaglara goére uyarlanmis modiiller olusturma olanagi
saglamaktadir. Epidemiyolojik veri analizi agisindan esnekligi, MLST ve MLVA gibi
yontemleri degerlendirmek i¢in uygundur. Veri analizi ve mikrobiyal yazilim verilerinin
analizi i¢in mevcut lcretsiz yazilim araglari; START, eBURST, goeBURST gibi
algoritmalar dahil olmak tizere MLST analizinde kullanilmaktadir. Bu araglar,

epidemiyolojik verileri birlestirme kapasitesinden yoksundur (122-124).

Potansiyel kullanicilar ile veri analizi ve dizi tabanli yazilim yontemlerinin
gorsellestirilmesi i¢in mevcut araclar arasindaki boslugu kapatmak, epidemiyolojik ve
popiilasyon verilerini degerlendirmek i¢in PHYLOViIZ gelistirilmistir. Gilinlimiizde
mevcut olan en benzer arag; eBURST yazilimidir (http://eburst.mlst.net). Olusturulan
agaclarin radyal statik gosterimi ve sadece MLST verilerinin analiz edilmesi i¢in
tasarlanmis bir algoritmadir. PHYLOViZ, goeBURST uygulamasi ile kullanima agik
tasarlanmistir. Analiz edilebilecek veri tiplerinin ve analiz etmek i¢in kullanilan
algoritmalarin ve oOl¢iibirimlerinin genisletilmesine izin verir. Programin ana hedefi,
birgok bilgi kaynagini birlestirmek ve goriintiilemektir. Mevcut uygulamada, hem
MLST'den hem de MLVA'dan ve niikleik asit sekansi verilerinden alinan alellik
verilerin PHYLOViZ tarafindan analizi miimkiindiir (124).

4.3.4. Acinetobacter baumannii Tiplendirmesinde MALDI-TOF MS Y 6ntemi

1980'lerin sonunda Tanaka ve ark.’lar1 tarafindan gelistirilen MALDI ve
elektrosprey iyonizasyon (ESI) gibi tekniklerin evrimi, intakt proteinler gibi biiyiik
biyomolekiillerin MS ile analizini miimkiin kilmistir (125). MALDI-TOF'un, hiicresel

ekstraksiyon ve saflastirmayi takiben protein profilleri tanimlanabilmektedir. Ancak,
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Holland ve ark.’lar1 1996 yilinda ilk kez, MS analizinden 6nce 6n hazirlik asamasi
olmaksizin tim bakteri hiicrelerinin MALDI-TOF spektralarinin
degerlendirilebilecegini bildirmistir (126). Bu yaklasim daha sonra cins ve tiir bazinda
bakterileri tanimlamak i¢in kullanilmistir. 1990'larin sonlarindan bu yana, bakterilerin
hizl1 bir sekilde tanimlanmasi ayn1 zamanda mantar ve maya gibi mikroorganizmalarin
da MALDI-TOF MS ile tanimlamasi miimkiin olmustur. MALDI-TOF hizli, dogru
sonug veren ve uygun maliyetli bir mikrobik karakterizasyon ve tanimlama yontemidir.
Bu teknoloji, karakteristik kiitle spektralar1 iiretir. Her mikroorganizma igin spesifiktir
ve bu nedenle cins ve tiir seviyelerinde dogru bir mikrobiyal tanimlama i¢in idealdir
(127).

Yontemde mikroorganizmalarin protein profilleri, cihazdaki profillerle
karsilastirilarak mevcut veritabaniyla tanimlanir. Calisma prensibi ise; test edilecek
mikroorganizmadan elde edilen saf kiiltiirden alinan koloninin matriks materyali iizerine
(target’a) yerlestirilip, lazer atis1 ile iyonize edilmesidir. Biyomolekiiller, cogunlukla
proteinler; her bir molekiiliin kiitlesinin "time of flight" ucus siiresine, hizina ve ayrilma
stiresine gore kaydedilir. Organizmanin iyonlarinin kiitlesinin ugus siiresi sinyalleri
bilesimi ile bir spektrum olusturur. Bu da iligkili oldugu mikroorganizmayi sistemin
kiitiiphanesindeki verilerle karsilagtirarak tanimlar (Resim 1). Kullanimi kolay bu
cthazlar aym1 zamanda giivenilir ve tekrarlanabilir sonucglar vermektedir. Cihazin
kullanim1 i¢in tanimlanan smirlamalar ve laboratuvar prosediirleri vardir, fakat diger
teknolojilerden farkliliklart  yoktur. Mikroorganizmalarin genis bir yelpazede
tanimlanmast ve klinik laboratuvara entegre edilmesi bu teknolojinin kullanimini

artirmaktadir (127, 128).

Acinetobacter baumannii izolatlarinin sebep oldugu hastane salginlarini
belirlemek i¢in ¢esitli DNA tipleme yontemleri ile kullanilmaktadir. Tiplendirme
yontemlerinden bazilari, gergek zamanli salginlari degerlendirebilmektedir (15, 125,
126). Son zamanlarda, MALDI-TOF MS patojenlerin hizli epidemiyolojik tespiti i¢in
gelistirilmistir. MALDI-TOF MS'nin, A. baumannii ve farkli bakteri tiirlerinin
nozokomiyal salginlarinin kolay ve erken tespiti i¢in tiplendirdigini gosteren bildiri

sayist giderek artmaktadir (127-130).
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Resim 1. MALDI-TOF MS tekniginin gorsel semasi (Croxatto’dan, 127)

MALDI-TOF MS kullanilarak elde edilebilen veri analizinin dogrulugu ve hizi;
cesitli patojen organizmalarin neden oldugu nozokomiyal salginlarin hizli ve hassas bir
sekilde tamimlanmasi i¢in potansiyel olarak yontemi Onemli bir ara¢ haline
getirmektedir. Son c¢alismalarla paralel olarak, mevcut calismalarin sonuglar1 sunu
gostermektedir: MALDI-TOF MS, diger mikroorganizmalar i¢in tanimlandigi gibi,

nozokomiyal A. baumannii salgilarinin hizli ve optimal bir sekilde saptanmasi i¢in
kullanilabilir (15).
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5. GEREC-YONTEM
5.1. Gerec
5.1.1. Calisma Grubu

Bu calismada KTU Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvarina Ocak 2014-Agustos 2015 tarihleri arasinda gonderilmis olan kan
kiiltiirlerinden izole edilmis, 78 karbapenem orta duyarli ve direngli A. baumannii
izolati calismaya dahil edildi. Her hastadan ilk izole edilen A. baumannii izolati
calisildi. Calisma grubu olarak belirlenen 78 A. baumannii susundan 72 tanesi

besiyerinde tiretilebildi. Bakteri izolatlarina ait bilgiler Tablo 5’te gosterildi.

Tablo 5. izolat kodu, izolasyon tarihi ve materyalin gonderildigi birim

Izolat Kodu*  Yatis Tarihi Izolasyon Tarihi Materyalin Gonderildigi Birim

ABO075 19.12.2013 14.1.2014 Anestezi Yogun Bakim BD.Servisi
ABO76 08.01.2014 14.01.2014 I¢ Hastaliklar1 Yogun Bakim Servisi
ABO77 22.11.2013 14.01.2014 Noroloji Yogun Bakim Servisi
ABO78 13.01.2014 22.01.2014 Pediatri Yogun Bakim Servisi
ABO79 25.01.2014 27.01.2014 Koroner Bakim Servisi

ABO080 04.01.2014 28.01.2014 Anestezi Yogun Bakim BD.Servisi
ABO081 14.01.2014 28.01.2014 Genel Cerrahi Servisi

AB082 21.01.2014 29.01.2014 Norosiriirji Yogun Bakim Servisi
AB083 27.01.2014 01.02.2014 I¢ Hastaliklar1 Yogun Bakim Servisi
AB084 28.01.2014 03.02.2014 Noroloji Yogun Bakim Servisi
AB085 28.01.2014 05.02.2014 Anestezi Yogun Bakim BD.Servisi
AB086 14.02.2014 22.02.2014 Norosiriirji Yogun Bakim Servisi
ABO087 11.02.2014 25.02.2014 Koroner Bakim Servisi

ABO088 21.02.2014 13.03.2014 Pediatri Yogun Bakim Servisi
ABO089 28.02.2014 14.03.2014 Norosiriirji Yogun Bakim Servisi
AB090 20.03.2014 20.03.2014 Gogiis Hastaliklart Servisi

AB091 25.03.2014 28.03.2014 Noroloji Yogun Bakim Servisi
AB092 22.02.2014 04.04.2014 Kardiyovaskiiler

AB093 04.04.2014 18.04.2014 Koroner Bakim Servisi

AB094 03.02.2014 01.05.2014 Noroloji Yogun Bakim Servisi
ABO095 14.04.2014 02.05.2014 Genel Cerrahi Servisi

AB096 02.05.2014 14.05.2014 Anestezi Yogun Bakim BD.Servisi
AB097 03.06.2014 04.06.2014 Enfeksiyon Hast. Serv.

AB098 06.06.2014 18.06.2014 Anestezi Yogun Bakim BD.Servisi
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Tablo 5. (Devam)

izolat Kodu* Yatis Tarihi  Izolasyon Tarihi Materyalin Gonderildigi Birim
AB099 11.06.2014 22.06.2014 Noroloji Yogun Bakim Servisi
AB100 11.06.2014 03.07.2014 Norosiriirji Yogun Bakim Servisi
AB101 18.08.2014 18.08.2014 Gogiis Hastaliklar1 Yogun Bakim Servisi
AB102 15.08.2014 18.08.2014 Norosiriirji Yogun Bakim Servisi
AB103 19.08.2014 19.08.2014 Noroloji Yogun Bakim Servisi
AB104 22.08.2014 28.08.2014 Noroloji Yogun Bakim Servisi
AB105 27.08.2014 06.09.2014 Anestezi Yogun Bakim BD.Servisi
AB106 01.09.2014 09.09.2014 Norosiriirji Yogun Bakim Servisi
AB107 05.09.2014 15.09.2014 Kardiyoloji Servisi

AB108 11.08.2014 17.09.2014 Genel Cerrahi Servisi

AB109 02.09.2014 20.09.2014 Anestezi Yogun Bakim BD.Servisi
AB110 29.08.2014 29.09.2014 Norosiriirji Yogun Bakim Servisi
AB111 19.09.2014 02.10.2014 Noroloji Yogun Bakim Servisi
AB112 26.08.2014 19.10.2014 Dahiliye - Onkoloji 2 Servisi
AB113 26.06.2014 23.10.2014 Pediatri Yogun Bakim Servisi
AB114 20.10.2014 30.10.2014 Anestezi Yogun Bakim BD.Servisi
AB115 25.10.2014 01.11.2014 Gogiis Cerrahisi Servisi

AB116 26.10.2014 06.11.2014 Ortopedi Servisi

AB117 29.10.2014 10.11.2014 Anestezi Yogun Bakim BD.Servisi
AB118 10.11.2014 10.11.2014 Noroloji Yogun Bakim Servisi
AB119 10.11.2014 24.11.2014 Noroloji Yogun Bakim Servisi
AB120 24.11.2014 02.12.2014 Norosiriirji Yogun Bakim Servisi
AB121 28.11.2014 06.12.2014 Noroloji Yogun Bakim Servisi
AB122 23.12.2014 01.01.2015 Koroner Bakim Servisi

AB123 22.12.2014 04.01.2015 Genel Cerrahi Servisi

AB124 14.01.2015 28.01.2015 Pediatri Yogun Bakim Servisi
AB125 09.01.2015 02.02.2015 Norosiriirji Yogun Bakim Servisi
AB126 16.01.2015 10.02.2015 Anestezi Yogun Bakim BD.Servis
AB127 26.02.2015 28.02.2015 Anestezi Yogun Bakim BD.Servisi
AB128 13.02.2015 28.02.2015 Norosiriirji Yogun Bakim Servisi
AB129 17.03.2015 17.03.2015 Gogiis Hastaliklart Yogun Bakim
AB130 13.03.2015 25.03.2015 Norosiriirji Yogun Bakim Servisi
AB131 20.02.2015 28.03.2015 Noroloji Yogun Bakim Servisi
AB132 13.03.2015 30.03.2015 Koroner Bakim Servisi

AB133 26.03.2015 02.04.2015 Noroloji Yogun Bakim Servisi
AB134 07.04.2015 08.04.2015 I¢ Hastaliklar1 Yogun Bakim Servisi
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Tablo 5. (Devam)

izolat Kodu* Yatis Tarihi  Izolasyon Tarihi Materyalin Gonderildigi Birim

AB135 10.04.2015 24.04.2015 Anestezi Yogun Bakim BD.Servisi
AB136 13.04.2015 27.04.2015 Koroner Bakim Servisi

AB137 30.04.2015 01.05.2015 Enfeksiyon Hast. Serv.

AB138 04.05.2015 09.05.2015 Anestezi Yogun Bakim BD.Servisi
AB139 15.05.2015 22.05.2015 Gogiis Hastaliklar1 Yogun Bakim
AB140 16.05.2015 26.05.2015 Noroloji Yogun Bakim Servisi
AB141 29.05.2015 06.06.2015 Anestezi Yogun Bakim BD.Servisi
AB142 03.04.2015 07.06.2015 Norosiriirji Yogun Bakim Servisi
AB143 13.05.2015 09.06.2015 Anestezi Yogun Bakim BD.Servisi
AB144 24.05.2015 20.06.2015 Anestezi Yogun Bakim BD.Servisi
AB145 24.06.2015 05.07.2015 Koroner Bakim Servisi

AB146 23.07.2015 03.08.2015 Anestezi Yogun Bakim BD.Servisi

5.1.2. Arag ve Gerecler

Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’na ait; 37°C’lik etiiv (Memmert BM 600,
Almanya), pastor firm1 (Niive, Tiirkiye), biyogiivenlik kabini (Class II Safety Cabinet,
Powtech, Tiirkiye), 4°C buzdolabi (Profilo), -20°C derin dondurucu (Bosch, Almanya),
-80°C sogutucu (New Brunswic Scientific Mod U570 premium, Thermo, ABD), dikey
model otoklav (Kermanlar, Istanbul), otomatik pipetler (20 pL, 200 pL, 1000 pL)
(Gilson, ABD), calkalayict su banyosu (Memmert GFL 1086, Almanya), pH metre
(Hanna, Romanya), manyetik karistirict (Stuart, Istanbul), vorteks (Isolab, Almanya),
santrifiij (Thermo, ABD), santrifiij (Sigma, Almanya), buz makinesi (Beckman Coulter,
ABD), CrystalSpecTM nefelometre (Becton Dickinson Company, ABD), hassas terazi
(Kern & Sohn, GmbH, Almanya), mikrodalga firin (Beko 1550, Tiirkiye), termal dongii
cihaz1 (Techne, TC 512, ABD), elektroforez tanki (Owl, ABD), dijital gii¢ kaynag1 (EC-
105), jel dokiimantasyon sistemi (Bio-rad, ABD), Chef-DR Il Pulsed Field Jel
elektroforez sistemi (Bio-Rad, ABD), VersaDoc goriintiileme sistemi (Bio-Rad, ABD),
UV illiminatér (UUP, ABD), MALDI-TOF MS (Microflex™, Bruker, Almanya),
Phoenix™ 100 (Becton Dickinson diagnostic instrument systems, Sparks, Md, ABD)
deiyonize su cihazi (Barnstead, Istanbul) ve distile su cihazt (GFL, Ankara) gibi
cihazlar ve Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’na ait; ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer
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(Thermo Fisher Scientific, ABD) cihazi kullanildi. Cam biyokimya tiipleri, 250 mL’lik
erlenmayer, 50 mL’lik meziir, cam balon joje, 50 mL’lik ve 15 mL’lik falkon tiipler,
kaynatma kabi, jel dokme tepsisi ve tarak kullanildi. Sarf malzeme; 1.5 ml’lik santrifiij
tiipleri, 0.2 mL’lik PZR tiipleri (Grainer bio-one, Almanya), pipet ucu (10 uL, 100 pL,
1000 pL) malzemeler kullanildi.

5.1.3. Kimyasallar

Sodium Kkloriir (NaCl) (Merck, Almanya), Sodium hidroksit (NaOH) (Merck,
Almanya), Hidroklorik asit (HCI) (Merck, Almanya), Tris HCI (Sigma, Almanya), Tris
Baz (Sigma, Almanya), EDTA (Sigma, Almanya), N-lauroilsarkozin (Sigma,
Almanya), Borik asit (Bio Basic INC, ABD), Ertapenem 10 ug (Bioanalyse, Tiirkiye),
Meropenem 10 pg (Bioanalyse, Tiirkiye), Imipenem 10 pg (Bioanalyse, Tiirkiye),
Trifloroasetik asit (Merck, Almanya), Asetonitril (Sigma, Almanya), Formik asit
(Sigma, Almanya), a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid (HCCA) matrix (Bruker,
Almanya), Luria Bertani (LB) Broth (Oxoid, UK), Blood Agar (Condolab, italya),
Mueller-Hinton Agar (SRL, Hindistan), SeaKem diisiik erimeli agoraz (Lonza, ABD),
Agaroz (Sigma, Almanya), Etidyum bromiir (Merck, Almanya), Gliserol (Merck,
Almanya), Sephadex-50G (Sigma, Almanya), ABI PRISM BigDye Terminator v3.1
Ready Reaction Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, ABD), 3130 and 3100-
Avant Capillary Array (Thermo Fisher Scientific, ABD), 310 and 31xx Running Buffer
(Thermo Fisher Scientific, ABD), 3130 POP-7 Polymer (Thermo Fisher Scientific,
ABD), Proteinaz K (AppliChem, Almanya ), Apal enzim seti (Promega, ABD), Lambda
ladder marker (Promega, ABD), NucleoSpin Gel ve PZR Clean-up kit (Macherey-
Nagel, Almanya), Amplifikasyon seti (Promega, ABD), dNTP seti (Promega, ABD),
Primerler (Macrogen, ABD), 100 bp DNA marker (Solisbiodyne, Estonya) kullanild:.

5.1.4. Besiyerleri
Triptik Soy Broth Besiyeri

30 g triptik soy broth, 150 mL gliserol ve 850 mL distile suda eritildi. 1 atm
basing ve 121°C'de 15 dakika otoklavlandi. 55°C'ye kadar sogutulduktan sonra 1.5
mL’lik mikrosantifiij tliplerine 1 mL hacimlerde dagitildi. Bu besiyerinden izolatlarin

saklanmasi i¢in %15’lik gliserol igeren tiiplere dagitildi.
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Kanh Agar Besiyeri

38 g Kanli Agar Besiyeri 1000 mL distile suda eritildi ve 1 atm basing ve
121°C’de 15 dk otoklavlandi. 55°C’ye kadar sogutulduktan sonra kan konsantrasyonu
%S5 olacak sekilde besiyerine eklendi ve petri plaklarina 4 mm kalinliginda dokiilerek

donduruldu. Bu besiyeri suslar1 canlandirmak i¢in kullanildi.
5.1.5. Soliisyonlar

5.1.5.1. DNA lizolasyonu icin Kullanilan Soliisyonlar

Tris HCI (1 M)

Beher igerisine 80 mL distile su eklenerek iizerine 15.7 g Tris HCI konuldu.
Soliisyon homojen oldugunda pH metre ile pH 8.0 olarak ayarlandi. Toplam hacim
meziir araciligr ile 100 mL’ye tamamlandi. Kapakli cam sise igerisine konulup,

otoklavlanarak steril edildi.
EDTA (0.5 M)

Beher igerisine 29.2 g EDTA (MW:292.2) distile su ile 200 mL’ye tamamlandi.
Soliisyon homojen oldugunda pH metre ile pH 8.0 olana kadar NaOH pelleti ilave

edildi. Kapakli cam sise i¢erisine konulup, otoklavda steril edildi.
Tris-EDTA (TE) Tamponu

Beher igerisine son konsantrasyonlart 10 mM Tris HC1 ve 1 mM EDTA olacak
sekilde Tris HCI (1 M) stok soliisyonundan 1 mL, EDTA (0.5 M) stok soliisyonundan
200 pL alinarak 98.8 mL steril distile su eklendi.

5.1.5.2. Master Mix icin Kullanilan Soliisyonlar
dNTP Mix

1.5 mL’lik santrifiij tiiplerine 100 mM’lik dTTP, dATP, dGTP, dCTP’1n her
birinden 40 pL koyuldu ve her birinin {izerine 680 pL steril distile su eklenerek
hazirlandi. Hazirlanan karisim  kisa bir siire vortekslendi. Bdylece 5.0 mM
konsantrasyonunda dNTP karisimi elde edildi. Hazirlanan karisim 200 pL olarak yeni,
steril, mikrosantrifiij tiiplerine bdliinerek kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza

edildi.
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Primer Mix

Liyofilize haldeki primerler stok konsantrasyonu 100 pmol/puL olacak sekilde
steril distile suyla sulandirilarak stok ¢ozeltiler elde edildi. Her bir primer ¢ifti i¢in, 1.5
mL’lik santrifiij tiiplerine stok ¢ozeltilerden her biri i¢cin 20 uL koyuldu ve iizerine 360
uL steril distile su eklenerek son konsantrasyonu 5 pmol/uL olan primer mix

hazirlandi. Kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.
5.1.5.3. Agaroz jel Elektroforezi icin Kullanilan Soliisyonlar
5X TBE Tamponu

Beher igerisine 54 g Tris Base, 27.5 g Boric Acid, 3.72 g EDTA yaklasik 700
mL distile su ile manyetik karigtirict yardimiyla iyice ¢oziiliip berraklastiktan sonra

hacmi 1000 mL’ ye tamamlandi ve pH metre ile pH 8.3’e ayarlandi.
Yiikleme Tamponu

Beher igerisinde 30 mL gliserol, 250 mg bromfenol mavisi, 250 mg ksilen
siyanol distile su iginde karistirldi ve hacim 100 mL’ye tamamlandi. Iyice
karistirildiktan sonra 1.5 mL’lik santrifiij tliplerine 1 mL olarak dagitildi ve

kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.
Etidyum Bromiir

50 mg Etidyum bromiir (EtBr) 10 mL distile su ile son konsantrasyonu 5 mg/mL
olmak {izere manyetik c¢alkalayici {izerinde karistirilarak homojen olarak ¢oziinmesi

saglandi. Koyu renkli cam siseye konuldu. Oda 1sisinda muhafaza edildi.
5.1.5.4. PFGE i¢in Kullamlan Soliisyonlar
1 M Tris (FW:121.14) (pH:8)

Tris’den (MW: 121.14) 12.1 g tartilarak iizerine yaklasik 80 mL distile su
konulduktan sonra HCI ilave edilerek pH 8.0 olarak ayarlandi. Toplam hacim meziir

araciligi ile 100 mL’ye tamamlandi. Otoklavlanarak steril edildi.
%10 Sarkozil

Sarkozilden 1 g tartilarak 10 mL DiethylenePyrocarbonate-H20 (DEPC-H20) 90

mL distile su ile tamamlandi.
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Hiicre Siispansiyon Tamponu (HST) (pH:8)

Son konsantrasyonlart1 100 mM Tris ve 100 mM EDTA olacak sekilde HST
tamponu hazirlandi. Bunun i¢in Tris (1 M) stok soliisyonundan 10 mL ve EDTA (0.5
M) stok soliisyonundan 20 mL hacminde alinip 70 mL steril distile su tizerine eklenerek

tampon hazirlandu.
TE Tamponu (pH:8)

Son konsantrasyonlart 10 mM Tris HCI ve 1 mM EDTA olacak sekilde TE
tamponu hazirlandi. Bunun i¢in Tris HCI (1 M) stok soliisyonundan 1 mL ve EDTA
(0.5 M) stok soliisyonundan 200 pL. hacminde alinip 98.8 mL steril distile su iizerine

eklenerek tampon hazirlandi. Vortekslenerek karistirildi.
Hiicre Lizis Soliisyonu (HLS)

Son konsantrasyonlart %1 wt/vol N-lauryl sarcosine, 50 mM Tris HCI, 50 mM
EDTA (pH:9.5) ve 500 pg/mL Proteinaz K olacak sekilde hiicre lizis tamponu

hazirlandi.
Proteinaz K Hazirlama Tamponu

Kalsiyum kloriirden 0.29 g tartilarak {izerine 50 mL gliserol ve 1 mL 1 M Tris
HCI (pH:8) koyuldu. Hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

Proteinaz K (10mg/mL)

Proteinaz K’dan 100 mg tartildi ve 10 mL hazirlama tamponu i¢ine koyuldu.
Kristaller ¢oziinene kadar alt iist edilerek karistirildi. Kii¢iik hacimlere boliinerek

kullanincaya kadar -20°C’de saklandi.
Restriksiyon Tamponu

Bir 6rnek i¢in, 10 pL Apal tamponu (10x) ve 180 uL deiyonize su mikrosantrifiij

tiipiine koyuldu ve vortekslenerek karistirildi.
Restrikyon Endoniikleaz Enzim Karisimi

Bir 6rnek i¢in, 10 pL. Apal tamponu (10x), 2 uL. Bovin Serum Albumin (BSA)
(100x), 2 pL. Apal enzimi ve 176 pL deiyonize su mikrosantrifiij tlipline kondu ve
vorteksleyerek karistirildi.
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5.2. Yontem

5.2.1. izolatlarin identifikasyonu, Antibiyotik Duyarlihklarimin Belirlenmesi ve

Stok Kosullar:

Retrospektif olarak ¢alismaya dahil edilen tiim izolatlarin identifikasyon
asamalar1 sirastyla; %35 koyun kanli agar ve EMB agara ekilerek inkiibe edildi. Ureyen
mikroorganizmalar klasik yontemlere ilaveten identification/antimicrobial susceptibility
testing (ID/AST) otomotize mikrobiyoloji sistemi ile tiir diizeyinde tanimlandi. Izolatlar
ID/AST otomotize mikrobiyoloji sisteminde {iretici firma Onerileri dogrultusunda
calisildi. A. baumannii olarak tiplendirilen izolatlarin antibiyotik duyarliliklar
NMIC/ID-55 panellerinin kullanildigt BD Phoenix sistemi kullanilarak yapildi.
Duyarlilik testlerinin sonuglar1 Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
kriterlerine gore duyarli, orta duyarli ve direngli olarak kategorize edildi (131). Suslar,
DNA izolasyonu yapilincaya kadar %15 gliserol igeren triptik soy buyyon besiyerinde -
80°C’de saklandi.

5.2.2. DNA izolasyonu

Acinetobacter baumannii izolatlarinin DNA izolasyonu, kaynatma metodu ile
hiicre duvar1 ve membrani pargalanarak gergeklestirildi. Tiir diizeyinde tanimlanan ve -
80°C’de saklanan bakteri izolatlar1 %5 koyun kanli agar besiyerine ekildi. Aerobik
kosullarda 35+2°C’de 20-24 saat inkiibe edildi. Ureyen kolonilerden 3 mL LB sivi
besiyerine pasaj yapildi. Calkalayici su banyosunda 37°C’de 200 rpm’de bir gece
inkiibe edildi. Kiiltiirin 1.5 mL’si steril eppendorf (1.5 mL) tiiplere transfer edildi ve
5000 rpm’de 5 dk santrifiij islemi yapildi. Siipernatant kismi atild1 ve peletin iizerine 1
mL TE tamponu eklenerek vortekslendi. Santrifiij islemi 5000 rpm’de 5 dk tekrar
edilerek ¢oktiirme islemi gerceklestirildi. Siipernatant kismi atilarak peletin iizerine 1
mL saf su eklenerek vortekslendi. Santriflij islemi ayni sartlarda bir kez daha tekrar
edilip siipernatant kismi dokiildii ve peletin iizerine 500 pL saf su eklendi. Olusan
bakteri siispansiyonu 95°C’de 10 dk kaynatildi. Islemin ardindan bakteri siispansiyonu
13000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant kismindan 400 pL alinip steril 1.5 mL’
lik PZR tiiplerine koyuldu (132). Calisma i¢in kullanilincaya kadar, izole edilen DNA -
20°C’de muhafaza edildi.
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5.2.3. Master Mix Hazirlanmasi

‘Master mix’ hazirlanmasinda kullanilan bilesenler ve miktarlar1 Tablo 6’de
verildi. ‘Master mix’ hazirlarken biitiin asamalar buz lizerinde gergeklestirildi. Buz
tizerine steril 1.5 mL santrifiij tiipii yerlestirildi. Tablo 6’da gosterilen kimyasallar -20°C
dondurucudan ¢ikartildi. Taq polimeraz islem sirasi geldiginde ¢ikartildi. Coziinen
kimyasallar 5-10 sn vortekslendikten sonra Tablo 6’de belirtilen siraya gore pipet
araciligr ile karistirildi. Taq polimeraz kullanilmadan once kisa bir santriflij edildi.
Yukar1 asag1 pipetleyerek tiipe aktarildi. Steril deiyonize su koyulduktan sonra tiip 30 sn
vortekslenerek ‘master mix’ karistirildi. Bu iglemler sonunda ‘master mix’ hazirlanmig
oldu. Hazirlanan ‘master mix’ 0.2 mL’lik PZR tiiplerine 45 pL olarak pipetlendi.
Tiiplerin lizerlerine 6rnek numaralar1 yazildi ve numaralarina gore izole edilen DNA her
bir tiipe 5’er pL pipet ile aktarildi. Negatif kontrol olarak distile su, pozitif kontrol
olarak OXA-23, OXA-51, OXA-58 geni bulundurdugu bilinen A. baumannii
izolatindan izole edilen DNA 5 pL eklendi. Bu sekilde hazirlanan tiipler termal dongii

cihazina yerlestirildi.

Tablo 6. PZR i¢in master mix bilesenleri ve miktarlari

Bilesenler Stok Konsantrasyonu Miktar (uL) (1x)
Buffer 5X 10

dNTP mix 2.5 mM 1

MgCI2 25 mM 5

Primer 1 5 pmol 15

Primer 2 5 pmol 15

Taq polimeraz 5u/ul 0.3

ddw 25.7

Template 5

Toplam reaksiyon hacmi 50

5.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
5.2.4.1. OXA Varhgm Arastirmak icin Kullamlan Primerler
OXA enzimi kodlayan gen bolgelerini amplifiye etmek igin; blaoxa-23-iike geni

icin bir, blaoxa-24-ike geni igin bir, blaoxa-si-ike geni i¢in bir, blaoxa-ss-like geni ig¢in bir
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primer seti kullamldi. Izole edilen ve -20°C’de muhafaza edilen kromozomal DNA,
PZR i¢in kalip olarak kullanildi. Her test iki defa tekrarlandi. Calisilan primer setlerinin
dizileri Tablo 7°de verildi.

Tablo 7. OXA direng genlerininin arastirilmasinda kullanilan primerler

Primer Sekans (5°-3°) Uriin uzunlugu (bp*)  Referans
OXA 23-like F  GATCGGATTGGAGAACCAGA

OXA 23-likeR  ATTTCTGACCGCATTTCCAT >0 133
OXA 24-like F GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA

OXA 24-like R AGTTGAGCGAAAAGGGGATT 248 133
OXA 51-like F TAATGCTTTGATCGGCCTTG

OXAJ51-likeR TGGATTGCACTTCATCTTGG =3 133
OXADB8-likeF  AAGTATTGGGGCTTGTGCTG

OXAD58-likeR CCCCTCTGCGCTCTACATAC >%9 133

*bp: Baz gift

5.24.2. blaoxa2z-like,  blaoxa-24-ike,  blaoxa-51-like, blaoxasslike  Genlerinin

Amplifikasyonu

blaoxaza-iike, blaoxa 24-ike, blaoxa s1-ike, blaoxa ss-ike genlerinin varligini PZR ile
gostermek i¢in bu genlere ait sirayla 501 bp uzunlugundaki fragmenti hedef alan OXA-
23-like-F ve OXA-23-like-R primerleri, 246 bp uzunlugundaki fragmenti hedef alan
OXA-24-like-F ve OXA-24-like-R primerleri, 353 bp uzunlugundaki fragmenti hedef
alan OXA-51like-F ve OXA-51-like-R primerleri, 599 bp uzunlugundaki fragmenti
hedef alan OXA-58-like-F ve OXA-58-like-R primerleri kullanildi (Tablo 7). DNA
izolasyonu yapilan toplam 72 6rnek blaoxa 23-iike, blaoxa 24-like, Dlaoxa s1-like, Dlaoxa ss-like
genleri varligr bakimindan degerlendirildi. Amplifikasyon i¢in hazirlanan ‘master mix’
karisim1 daha 6nce Tablo 6’de anlatildig1 gibi hazirlandi. Karigim igeren tiipler termal
dongii cihazina konularak 94°C’de 5 dakika denatiirasyon sonrasi, her dongii; 94°C’de
25 saniye denatiirasyon, 53°C’de 40 saniye primer birlesmesi, 72°C’de 50 saniye uzama
islemlerinden olusan 30 dongii olarak uygulandi. Son olarak 72°C’de 6 dakika uzama

stiresi eklendi (133).
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5.2.4.3. Agaroz Jel Elektroforezi ve Goriintiileme
Jelin hazirlanmasi

1 gr agaroz 50 ml TBE tamponu ile karistirthp mikrodalga firinda agaroz
partikiilleri tamamen eriyinceye kadar 1sit1ld1. Iginde erimis agaroz bulunan erlen, 55°C’
ye ayarlanmig su banyosunda 15 dk bekletildikten sonra igine son konsantrasyonu 0.5
png/mL olacak sekilde etidyum bromiir eklendi. Elektroforez icin %2’lik agaroz jel

hazirlandi.
Yiikleme

Genis kuyucuk olusturan tarak, diiz bir zemindeki tepsi lizerine oturtuldu. Jel
tepsiye dokiildiikten sonra katilagsmasi i¢in oda 1sisinda birakildi. Katilasan agarozdan
tarak ¢ikarildiktan sonra tepsi ile birlikte yatay elektroforez tankinin i¢ine yerlestirildi
ve lizerini kapatacak sekilde TBE tamponu doékiildii. PZR iiriiniinii kuyucuklara
pipetleyebilmek ve yiirliyen iirliniin konumunu belirlemek i¢in yiikkleme tamponu
kullanildi. 10 pl PZR iiriinii 3 pl yiikkleme tamponuna karigtirilarak kuyucuklara
aktarildi. Ornekler ilk 10 dk 80 voltta yiiriitiildiikten sonra 100 volta ¢ikarilip 30 dk
daha yiiriitiildii. Olusan bantlar UV transilluminatérde gozlendi. Jel goriintiileme

cihazinda fotograflar ¢ekildi.

5.2.4.4. blaoxazs-like, blaoxa-24-ike, blaoxa-si-like, blaoxass-ike Genlerinin DNA Dizi

Analizi

Calismamizda amplifikasyon reaksiyonu sonucunda OXA-23, OXA-24, OXA-
51 ve OXA-58 genleri i¢in kullanilan primerler ile istenilen biiytikliikte iiriin veren bir
A. baumannii izolatinin DNA dizi analizi KTU Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim
Dali’nda bulunan Applied Biosystems 3130 DNA dizi analizi cihazinda gergeklestirildi.
Dizi analizinden énce iiretici firmanimn protokolii dogrultusunda NucleoSpin® Extract |1
Kiti (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Almanya) ile PZR iiriinleri temizlendi.
Temizlenen iriinler daha once yontemde (Bkz. 5.2.4.3) bahsedildigi gibi agaroz jelde

yuriitildi.
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Tablo 8. DNA dizi reaksiyonunda kullanilan bilesenler ve miktarlari

Bilesenler Stok konsantrasyonu 1X Miktar (uL)
Big dye rxs Karigimi 2.5X 1

Sekans Buffer’ 5X 1.5

Primer F 10 pmol/uL 0.5

ddw Degisken

Kalip DNA Degisken
Toplam hacim 10

Ornekler ABI Prism Big DyeTM Terminatdr Reaksiyon Kiti ile dongii sekansi
icin Tablo 8’de belirtilen miktarlarda hazirlandi. Temizlenen PZR firiinleri bant
profillerine gore belirlenen miktarlarda kalip DNA olarak reaksiyona eklendi ve termal
dongili cihazma yerlestirildi. 94°C’de 1 dakika denatiirasyon sonrasi, her dongii;
96°C’de 15 saniye denatiirasyon, 50°C’de 40 saniye primer birlesmesi, 60°C’de 50

saniye uzama islemlerinden olusan 25 dongii uygulandi.
5.2.4.4.1 Sefadeks Kolon Hazirlanmasi ve Orneklerin Kolondan Gegirilmesi

Sekans reaksiyonundan sonra, floresan ile isaretli ddNTP’leri ortamdan yok
etmek igin Sefadeks kullanildi. 1 g sefadeks-G50 ve 15 mL enjeksiyonluk su 50 mL’lik
falkon tiip i¢ine koyuldu. Sefadeks homojen olana kadar tiip karistirildi. Kullanmadan
once tlip en az 30 dk 4°C’de bekletildi. Filtreli kolonlarin her birine 600 pL sefadeks
koyuldu ve tiipler 850 g’de 2 dk santrifiij edildi. Kolonlar alinip yatik yiizii dikkate
alinarak temiz bir ependorf tiipe yerlestirildi. Sekans reaksiyonundan alinan Ornekler
sefadeks kolonun tam orta kismina kolonu zedelemeden pipetle birakildi. Tiipler 850
g’de 5 dk santrifiij edildikten sonra kolondan geg¢irilen 6rnekler Genetik Analizor

cthazina yerlestirildi.

Sekans reaksiyonu sonuglarini degerlendirmek i¢in kromotogram dosyalar: ile
alinan sonuglar ChromasPro programu ile diziler ¢ikartildi, gelen dizilerin DNA dizi

veritabanlari ile BLAST yaziliminda karsilastirmalart yapildi.
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5.2.5. PFGE Yontemi
5.2.5.1. Bakteri Siispansiyonunun Hazirlanmasi

Tir diizeyinde tanimlanan, -80°C’de saklanan A. baummannii izolatlar1 %5
koyun kanli agar besiyerine ekildi. Aerobik kosullarda 35°C’de 20-24 saat inkiibe
edildi. Saf bir kiiltiir elde etmek icin tekrar %5 koyun kanli agar besiyerine tek koloni
pasaji yapildi ve uygun kosullarda inkiibe edildi (134).

Cam tiiplere 3 mL HST tamponu dagitildi. Ureyen saf koloniler &ze kullanilarak
HST tamponu ile siispanse edildi. Bakteri yogunlugu CrystalSpec™ nefelometre cihazi
kullanilarak yaklagik 4 McFarland olacak sekilde ayarlandi. HST siispansiyonu 2500
rpm’de 4°C’de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatant dokiildiikten sonra peletin {izerine
tekrar 3 mL soguk HST tamponu eklendi. Kisa siireli vorteks yapildi. Bakteri
yogunlugu, tekrar yaklasik 4 McFarland olacak sekilde ayarlandi (115).

5.2.5.2. Bakterinin Agaroza Gomiilmesi

Erlen mayer igerisinde 23.5 mL TE tamponuyla 1 g diisiikk erime 1s1l1 agarozun
¢oziilmesi saglandi. Hacmi %2 (wt/vol) yogunlukta diisiik erime 1s1l1 agaroza, %20 SDS
soliisyonundan 1.5 mL eklenerek 45-50 °C’lik su banyosunda sogumaya birakildi. Her
bir izolat igin 1.5 mL’lik santiriifiij tlipiine sirastyla 25 pL Proteinaz K (10 mg/mL), 250
mL bakteri siispansiyonu ve 250 mL diisiik erime 1sili agaroz (%20 SDS igeren)
eklendi. Alt1 yedi kez pipetle alt-iist yapilarak bakteri siispansiyonu, agaroz ve Proteinaz
K’nin homojen olarak karigmasi saglandi. Elde edilen ‘bakteri agaroz’ karigimi 6nceden
4°C’de sogutulmus olan agaroz kalibinin kuyucuklarina pipet aracilifiyla koyuldu.
Kaliplar 6nce oda 1sisinda 5 dakika, sonra 4°C’de 5 dk bekletilerek agarozun donmasi

saglandi (115, 134).
5.2.5.3. Bakteriyel DNA’nin izolasyonu

Hiicre lizis tamponu igin son konsantrasyonlari; N-lauryl sarcosine igin %1
(wt/vol), EDTA (pH:8) i¢in 0.5 M ve Proteinaz K igin 500 pg/uL olacak sekilde
hazirlandi. Her bir 6rnek igin hazirlanan lizis tampon, 5 mL olarak 10 mL’lik falkon
tiiplere calisilacak 6rnek sayis1 kadar dagitildi. Donmus olan agaroz pargalari, kaliptan
cikarilarak iginde hiicre lizis tamponu bulunan tiiplere koyuldu. iki saat siireyle

56°C°de inkiibe edildi (134).
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Inkiibasyon siiresi bitiminde tiipler buz icerisinde yaklasik 15 dakika bekletildi
ve agarozlarin yeniden katilagmasi saglandi. Lizis sollisyonu, agaroz kaliplara zarar
vermeden tiip icerisinden aspire edildi. Uzerine 10 mL 50°C’ye 1sitilmis steril saf su
eklendi ve 50°C’de calkalamal1 su banyosunda 15 dk inkiibe ederek yikandi. Bu islem
toplamda ii¢ kez distile su ve ii¢ kez TE tamponu ile tekrarland1 (115, 134).

5.2.5.4. DNA’nin Restriksiyon Enzimiyle Kesilmesi

Agaroz kalib1 bistiiri kullanilarak dort esit pargaya kesildi ve pargalardan biri 1.5
mL’lik santiriifiij tlipiine koyuldu. Kalan pargalar TE igerisinde tekrar kullanilincaya
kadar 4°C’de saklandi. Her bir 6rnek icin 200 mL Apal tamponu eklendi. Calkalamali
su banyosunda 30°C’de 10 dakika inkiibasyonun ardindan tampon pipet yardimiyla
aspire edildi. Sonrasinda tizerine her bir izolat i¢in 200 uL Apal enzim karigimi
koyuldu. Calkalamali su banyosunda 37°C’de 2 saat inkiibe edildi. icinde agaroz
bulunan bu tiipler 4°C’de 15 dakika bekletildi (134).

5.2.5.5. Elektroforez Jelinin Hazirlanmasi

100 mL 0.5X TBE tamponuyla 1 g pulsed-field certified agarose plus’in
coziilmesi ile %1 (wt/vol) yogunlukta elektroforez jeli hazirlandi. Hazirlanmis olan
agaroz, sogumasi ig¢in 45-50°C’ye ayarlanmis olan su banyosunda bekletildi.
Elektroforez i¢in hazirlanan agarozun dokiilecegi kaset egimi su terazisi ile kontrol
edilmis bir zemine yerlestirildi. Elektroforez taraginin (15 disli) dislerinin her birinin ug
kismina enzimle kesim asamasi tamamlanmis agarozlar ve marker yerlestirildi.
Agorozlar ve tarak disleri {lizerinde kalan sivi kurutma kagidi kullanilarak
uzaklastirildiktan sonra 5 dakika oda 1sisinda agarozun taraga yapismasi i¢in bekletildi.
Elektroforez taragi elektroforez jelinin dokiilecegi kasete yerlestirildi. Elektorforez i¢in
45-50°C’ye sogutulmus olan %1’lik agaroz, hava kabarcigi olugsmamasina dikkat
edilerek kasete dokiildii. Agarozun, oda 1sisinda 20-30 dakika bekletilerek
katilasmasindan sonra, tarak dikkatlice ¢ikarildi. Jel altindaki tabla ile kasetten ¢ikarilip
icerisinde 1900-2000 mL 0.5X TBE tamponu bulunan PFGE tankina yerlestirildi (134,
135).
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5.2.5.6. PFGE Elektroforez Kosullari

CHEF-DR 1II sistemi kullanilarak gergeklestirilen elektroforez isleminin
kosullari; baslangi¢ vurus siiresi 5 sn, bitis vurus siiresi 20 sn, vurus agis1 120°, akim 6

V/cm?, sicaklik 14°C ve toplam siire 20 saat olacak sekilde ayarlandi (115, 135).
5.2.5.7. PFGE Sonug¢larmin Gézlenmesi ve Analizi

Eletroforez islemi tamamlandiginda jel boyama asamasina gegildi. 400 mL ultra
saf suya 10 mg/mL’lik etidyum bromiir soliisyonu eklenerek, jel bu soliisyon i¢inde 30
dk boyandi. Sonrasinda ise boya artiklarindan jelin arinmasi i¢in 45 dk 400 mL ultra saf
su icerisinde bekletildi (135). VersaDoc™ goriintiileme sistemi kullanilarak DNA
bantlar1 goriintiilendi ve fotografi ¢ekildi. Jel goriintiilerinin TIFF formati; dendogram
analizi i¢in ‘GelCompar II version (version 6.6.11; Applied Maths, Belgium)’ yazilim
programi ile degerlendirildi. Her jel goriintiisiinde ii¢ adet standart marker (1., 8. ve 15.
kuyucuklarda) yardimi ile goriintiiler aras1 normalizasyon yapildi. Her jelde; EU I, EU
IIve EU III (RUH 875, RUH 134, LUH 5875) markerdan sonra kuyucuklarda ¢alisildi.
‘Unweighted pair group method with mathematical averaging” (UPGMA) metodu ve
Dice benzerlik katsayis1 kullanilarak PFGE profillerinin dendrogram analizi yapildi.
Degerlendirmede tolerans %1-1.5 olarak alindi. Tenover ve ark.’larinin uyguladg:

degerlendirme kriterleri esas alind1 (41).
5.2.6. MLST Yontemi
5.2.6.1. MLST icin DNA izolasyonu

Tiir diizeyinde tanimlanan ve -80°C’de saklanan bakteri izolatlar1 %5 koyun
kanli agar (Salubris, Tiirkiye) besiyerine inokule edildi. Aerobik kosullarda 35+2°C’de
20-24 saat inkiibe edildi. Saf kiiltiir plaklarindan 1 pL’lik 6ze yardimiyla alinan
koloniler 200 pL’lik steril saf su icerisinde homojenize edildi. Bakteri siispansiyonu
96°C’de 10 dk kaynatildi. Kaynatma isleminin ardindan bakteri siispansiyonu 13000
rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant 1.5 mL’lik toplama tiiplerine aktarildi. izole
edilen DNA, ¢alisma i¢in kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi (136).
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5.2.6.2. MLST i¢in Kullanilan Primerler

MLST yedi gen bolgesi i¢in amplifikasyon ve sekans reaksiyonlarinda kullanilan
primerler Tablo 9’de listelendi (136). Izole edilen -20°C’de muhafaza edilen
kromozomal DNA, PZR i¢in kalip DNA olarak kullanildi. Her test iki defa tekrarland.

Tablo 9. MLST i¢in kullanilan primerler

Primer Sekans (5’-3°) Uriin uzunlugu (bp*)

cpn60 F ACTGTACTTGCTCAAGC

CpnOR  TTCAGCGATGATAAGAAGTGG 405 bp
fusA F ATCGGTATTTCTGCKCACATYGAT

fusA R CCAACATACKYTGWACACCTTTGTT 833 b
gitA F AATTTACAGTGGCACATTAGGTCCC &
gltA R GCAGAGATACCAGCAGAGATACACG

pyrG F GGTGTTGTTTCATCACTAGGWAAAGG 297 bp
pyrG R ATAAATGGTAAAGAYTCGATRTCACCMA

recAF CCTGAATCTTCYGGTAAAAC

recA R GTTTCTGGGCTGCCAAACATTAC 82 bp
rplB F GTAGAGCGTATTGAATACGATCCTAACC |
rpIB R CACCACCACCRTGYGGGTGATC

rpoB F GGCGAAATGGC(AGT)GA(AG)AACCA 456 b

rpoB R GA(AG)TC(CT)TCGAAGTTGTAACC

5.2.6.3. MLST i¢in Master Mix Hazirlanmasi

‘Master mix’ ic¢in kullanilan bilesenler ve miktarlar1 iiretici firma Onerileri
dogrultusunda hazirlanmigtir (Tablo 10). Master mix hazirlarken biitiin agamalar buz
tizerinde gergeklestirildi. Buz {izerine steril 1.5 mL santrifiij tlipli yerlestirildi. Tablo
9’da gosterilen kimyasallar -20°C dondurucudan c¢ikartilirken Taq polimeraz islem
siras1 geldiginde ¢ikartildi. Coziinen kimyasallar 5-10 sn vortekslendikten sonra Tablo
10°da belirtilen siraya gore pipet aracilifi ile karistirildi. Taq polimeraz kullanilmadan
once kisa bir santrifiij edildi ve yukar1 asag1 pipetleyerek tiipe aktarildi. Steril deiyonize
su konulduktan sonra tiip 30 sn vortekslenerek master mix karistirildi. Bu islemler
sonunda master mix hazirlanmis oldu. Hazirlanan master mix 0.2 mL’lik PZR tiiplerine

48 uL olarak pipetlendi. Tiiplerin {izerlerine 6rnek numaralar1 yazildi ve numaralarina
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gore izole edilen DNA her bir tiipe ikiser uL pipet ile aktarildi. Bu sekilde hazirlanan

tiipler termal dongii cihazina yerlestirildi.

Tablo 10. MLST PZR igin master mix bilesenleri ve miktarlari

Bilesenler Stok Konsantrasyonu Miktar (uL) 1x
Buffer 10X 5

dNTP mix 1.25mM 4

MgCI2 25 mM 3

Primer 1 10 uM 1

Primer 2 10 uM 1

Taq polimeraz 5 U/uL 0.17

ddw 34

Template 2

Toplam reaksiyon hacmi 50

5.2.6.4. MLST Genlerinin Amplifikasyonu

Sekans oncesi amplifikasyon i¢in Tablo 9°da belirtilen iiriin uzunlugu belirtilen
fragmenti hedef alan cpn60, fusA, gltA, pyrG, recA, rplB, rpoB yedi primer kullanildi.
DNA izolasyonu yapilan toplam 72 ornek, belirtilen yedi genin varligi bakimindan
degerlendirildi. Amplifikasyon i¢in hazirlanan master mix karigimi daha 6nce Tablo 10’
da anlatildig1 gibi hazirlandi. Karisim igeren tiipler otomatik termal dongii cihazina
konularak 94°C’de 2 dakika denatiirasyon sonrasi, her dongili; 94°C’de 30 saniye
denatiirasyon, 50°C’de 30 saniye primer birlesmesi, 72°C’de 30 saniye uzama
islemlerinden olusan 35 dongii uygulandi. Son olarak 72°C’de 5 dakika uzama siiresi
eklendi (136). Elde edilen PZR firtinleri daha 6nce yontemde (Bkz. 5.2.4.3) bahsedildigi
gibi agaroz jelde yiiriitiildii.

5.2.6.5. MLST Genlerinin Amplifikasyon Uriinlerinin Dizi Analizleri

Sekans analiz islemleri KTU Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda
Genetik Analizor (Applied Biosystems, ABD) 3130 DNA dizi analizi cihazinda
gerceklestirildi. Dizi analizinden Once {iretici firmanin protokolleri dogrultusunda
NucleoSpin® Extract 1l Kiti (Macherey-Nagel GmbH & Co KG, Almanya) ile PZR

iriinleri temizlendi. Temizlenen {riinler daha 6nce yontemde (Bkz. 5.2.4.3) bahsedildigi
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gibi agaroz jelde yiiriitiildii. Ornekler ABI Prism Big DyeTM Terminatér Reaksiyon
Kiti ile dongii sekansi i¢in hazirlandi. Bu amagla Tablo 8’de verilen bilesenler 6rnek
sayis1 belirlendikten sonra gerekli hacimlerde hazirlandi. PZR tiiplerine bdliindii.
Temizlenmis PZR iiriinleri jelde marker ile yiriitiildiikten sonra reaksiyona koyulacak
miktar1 belirlendi. Reaksiyonun cihaz kosullari; 94°C’de 2 dk denatiirasyon sonrasi, her
dongii; 96°C’de 15 sn denatiirasyon, 50°C’de 15 sn primer birlesmesi, 60°C’de 2 dk
uzama islemlerinden olusan 28 dongii olarak uygulandi (136). Sekans reaksiyonundan
sonra, floresan ile isaretli ddNTP’leri ortamdan yok etmek i¢in daha O6nce yontemde
bahsedilen (Bkz. 5.2.4.4.1) Sephadex kullanildi. Temizlenmis sekans {iriinii dizi analizi

cihazina yerlestirildi.

Sekans sonuglari; kromotogram dosya formatinda alinan sonuglar ChromasPro
programi ile dizilerin fasta formati ¢ikartildi. Gelen dizilerin PubMED’in (137)
belirtilen adresinde sekans eslesmeleri ve ST’lerinin degerlendirilmesi yapildi. ST lerin

popiilasyon yapist PHYLOVIZ goeBURST yazilimi kullanilarak degerlendirildi (138).
5.2.7. MALDI-TOF MS Yontemi
5.2.7.1. Bakteriyel Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Izolatlarin kanli agarda 37°C’de 24 sa inkiibasyondan sonra elde edilen koloniler
calismaya alindi. Kiiltiir plaklarindan 1 pL’lik 6ze yardimiyla alinan koloniler 300
puL’lik steril saf su ve 900 puL etanol igerisinde homojenize edildi. Bu islemin ardindan
bakteri siispansiyonu 12000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi. Siipernatant atildi. Pelet 50 pL
%70 Formik asit, 50 pL Asetonitril ile yeniden siispanse edildi. Bu islemin ardindan
bakteri siispansiyonu 12000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantlar 1.5
mL’lik toplama tiiplerine aktarildi. izole edilen ekstraktlar, calisma i¢in kullanilincaya
kadar -20°C’de muhafaza edildi (139). Her izolatin ekstraksiyonu 1 pL ‘polish target’
olarak adlandirilan metal plak {izerine konuldu ve kurumasi beklendi. Kuruyan
orneklerin tizerine 1 pL matriks soliisyonu eklenerek tekrar kurumaya birakildi. Target

cihaza yerlestirildi.
5.2.7.2. Bakteriyel Ekstraktlarm MALDI-TOF MS ile Analizi

Acinetobacter baumannii tiirlerinin dendogram analizi i¢in hazirlanan bakteriyel
ekstraktlarm ilk asamada cihazda tanimlanmasi yapildi. Olgiimler MALDI-TOF (Bruker
Daltonics) cihazinda gergeklestirildi. Voltaj ayarlari: sayisallastirict 1000V, detektor
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lineer voltaj sapmast 2500V ve 1400V reflektor; spektrometre iyon kaynagi 1: 19.98kV,
kaynak 2: 18.08kV ve 8KV lens protokolii uygulandi. Spektrumlar 2 ile 20 kDa
araliginda kaydedildi. Her bakteriyel ekstrakt i¢in; Ol¢iilen spektrumlar, Flex Control
yazilimi kullanilarak kaydedildi. Standart kosullarda MALDI Biotyper 3 yazilimi
(Bruker Daltonics, Bremen, Almanya) kullanilarak kiitle spektrum kiitiiphanesi ile
karsilastirilarak teyit edildi. Tanimlamanin dogrulugu belirlenirken; piklerin en uygun
referans spektrumunun logaritmik skor deger tablosu esas alindi. Uretici firmanin
Onerilerine gore: bir log skoru >2.3 ise yiiksek olasilikli tiir tanimlamalar; 2.0 ve 2.3
arasinda bir skor degeri, giivenli cins tanimlamasi ve muhtemel tiir tanimlamasi; 1.7 ve
2.0 arasinda bir skor degeri, olas1 cins kimligi; ve <1,7 puan degeri giivenilir olmayan
bir tanimlama olarak kabul edildi. Principal Component Analysis (PCA) dendogram
analizleri; hiyerarsik mesafe analizi, 6klid mesafe Ol¢iim algoritmalar1 kullanilarak

olusturuldu (139, 140).
5.2.8. PFGE, MLST ve MALDI-TOF MS Yontemlerinin istatiksel Analizi

Yontemlerin ayiricr  6zelliklerini  kiyaslanmasinda  ‘Simpson’s Index of
Diversity’ (SID) metodu kullanildi. ‘Wallace katsayis1’ ile yontemlerin benzerlikleri

belirlendi.
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6. BULGULAR
6.1. Arastirmaya Dahil Edilen izolatlarin Genel Ozellikleri

KTU Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina Ocak
2014-Agustos 2015 tarihleri arasinda gonderilmis olan kan kiiltiirlerinden izole edilmis,
78 karbapenem orta duyarli ve direngli A. baumannii izolati stoklardan bulundu.
Calisma grubu olarak belirlenen 78 A. baumannii susundan 72 tanesi besiyerinde
tiretilebildi. Her bir hastadan, ilk izole edilen olmak kaydiyla 72 A. baumannii izolati
calismaya dahil edildi. Bu izolatlarin gonderildikleri birimlere gore dagilimi Tablo

11°de gosterildi.

Tablo 11. A. baumannii izolatlarinin kliniklere gore dagilimi

Birim Birim
YBU Hasta Sayisi (n) | Servisler Hasta Sayisi (n)
Anestezi YBU 17 Genel Cerrahi 4
Noroloji YB 14 Enfeksiyon Hastaliklar1 2
Nérosiriirji YBU 12 Dahiliye - Onkoloji 2 1
Koroner YBU 7 Gogiis Cerrahisi 1
Pediatri YBU 4 Gogiis Hastaliklari 1
Gogiis Hastaliklar1 YBU 3 Kardiyoloji 1
I¢ Hastaliklart YBU 3 Kardiyovaskiiler 1
Ortopedi 1
Toplam (n) 60 Toplam (n) 12
(%) 83.3 (%) 16.7

*YBU: Yogun Bakim Unitesi

6.2. izolatlarin Antibiyotik Duyarliiklar

Klinik kan orneklerinden izole edilen A. buamannii izolatlarinin 12 antibiyotik
icin duyarlilik testleri calisildi. Calismaya dahil edilen karbapenem orta duyarli ve

direncli izolatlarin kodlar1 ve antibiyotik duyarlilik sonuglar1 Tablo 12°de verildi.
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Tablo 12. A. baumannii izolatlarinin antibiyotik duyarlilik sonuglari

izolasyon

MEM TZP SXT

IPM  LVX

GM

CAZz CRO CIP

AK SAM FEP

kodu

R
R
R
R
R
R
R
R
|

R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
S
S
R
R
S
R
S
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R

ABO075
ABOQ76
ABOQ77
ABO078
ABOQ79
ABO080
AB081
ABO082
ABO083
AB084
ABO085
ABO086
ABO087
ABO088
ABO089
AB090
AB091
AB092
AB093
AB094
AB095
AB096
ABQ97
AB098
AB099
AB100

AB101

AB102
AB103

AB104
AB105
AB106

AB107
AB108
AB109

AB110

AB111

AB112

AB113
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Tablo 12. (Devam)

izolasyon AK SAM FEP CAzZz CRO CIP GM IPM LVX MEM TZP SXT
kodu

AB114 S R R R R R S R R R R R
AB115 R R R R R R S R R R R R
AB116 S R R R R R R R R R R R
AB117 R R R R R R R R R R R R
AB118 R R R R R R S R R R R R
AB119 R R R R R R R R R R R R
AB120 R R | R R R S R R R R R
AB121 R R R R R R R R R R R R
AB122 R | R R R R R R R R R R
AB123 R R R R R R R R R R R R
AB124 R R R R R R R R R R R R
AB125 R | R R R R R R R R R R
AB126 R R R R R R R R R R R S
AB127 R R R R R R S R R R R R
AB128 R S R R R R R R R R R R
AB129 S R R R R R S R R R R R
AB130 R R R R R R R R R R R R
AB131 R S R R R R R R R R R R
AB132 R | R R R R R R R R R R
AB133 R R R R R R R R R R R S
AB134 S R R R R R S R R R R R
AB135 R S R R R R | R R R R S
AB136 R R R R R R R R R R R R
AB137 | R R R R R R R R R R R
AB138 S R R R R R | R R R R R
AB139 R R R R R R R R R R R R
AB140 R | R R R R R R R R R R
AB141 R R R R R R R R R R R R
AB142 R R R R R R R R R R R R
AB143 S R R R R R S R R R R R
AB144 R R R R R R | R R R R S
AB145 R R R R R R R R R R R R
AB146 R R R R R R S R R R R R

AK: Amikasin, SAM: Ampisilin/sulbaktam, FEP: Sefepim, CAZ: Seftazidim, CRO:
Seftriakson, CIP: Siprofloksasin, GM: Gentamisin, IPM: Imipenem, LVX: Levofloksasin,
MEM: Meropenem, TZP: Piperasilin/tazobaktam, SXT: Trimetoprim/Siilfametaksazol
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6.2.1. izolatlarin Antibiyotiklere Duyarhhk Yiizdeleri

Calismaya dahil edilen 72 A. baumannii izolatinin 12 antibiyotige duyarlilik

sonuglarmin yiizdeleri Sekil 1°de gosterildi. Orta duyarlilar direngli olarak verilmistir.

100

80 —— —

60 — —

NI 1 ]
0 ] m — m
AK [ SAM | FEP | CAZ | CRO | CIP GM IPM | LVX | MEM | TZP | SXT

mS| 139 | 56 1,4 0 0 0 23,6 0 0 1,4 0 5,6
R| 86,1 | 944 | 986 | 100 | 100 | 100 | 76,4 | 100 | 100 | 98,6 | 100 | 944

Sekil 1 . A. baumannii izolatlarinin 12 antibiyotige duyarlilik ylizdeleri. AK: Amikasin,
SAM: Ampisilin/sulbaktam, FEP: Sefepim, CAZ: Seftazidim, CRO:
Seftriakson, CIP: Siprofloksasin, GM: Gentamisin, IPM: Imipenem, LVX:
Levofloksasin, MEM: Meropenem, TZP: Piperasilin/tazobaktam, SXT:
Trimetoprim/Siilfametaksazol

6.3. Oksasilinaz Enziminin PZR Yontemiyle Belirlenmesi
6.3.1. blaoxa-23 like Geninin Amplifikasyonu

blaoxa-23-like genine 6zgiil primerler kullanilarak yapilan amplifikasyon sonucu
72 A. baumannii izolatinin tiimiinde 501 bp biiyiikliigiinde iiriin tanimlandi. Orneklerin

bazilarina ait jel gortintiisii Resim 2’de sunuldu.
6.3.2. blaoxa-24 like Geninin Amplifikasyonu

blaoxa-24-like genine 6zgiil primerler kullanilarak yapilan amplifikasyon sonucu

72 A. baumannii izolatinin higbirinde 246 bp biiyiikliigiinde iiriin saptandi.
6.3.3. blaoxa-s1 like Geninin Amplifikasyonu

blaoxasi-ike genine 6zgiil primerler kullanilarak yapilan amplifikasyon sonucu
72 A. baumannii izolatinin tiimiinde 353 bp biiyiikliigiinde iiriin tanimlandi. Orneklere

ait jel goriintiisii Resim 2’de sunuldu.
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6.3.4. blaoxa-ss like Geninin Amplifikasyonu

blaoxa-ss-ike genine 6zgiil primerler kullanilarak amplifikasyon sonucu 72 A.

baumannii izolatindan higbirinde 599 bp biiyiikligiinde tiriin tanimlandi.

Resim 2. OXA genlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii: M: 100 bp DNA Marker,
1: Negatif kontrol, 2: OXA-23 Pozitif kontrol 3: AB075, 4: ABO76, 5: Negatif
kontrol, 6: OXA-51 Pozitif kontrol, 7: AB075

6.3.5. blaoxa2s-iike Ve blaoxa-s1-like Genlerinin DNA Dizi Analizi

Izolatlar arasindan rastgele secilen dort drnekte OXA-23-like ve OXA-51-like
genlerinin varligina DNA dizi analizi yontemiyle bakildi. Kromotogram sonuglar
izolatlarin fasta dosyalart ChromasPro programi araciligiyla alindi, elde edilen
niikleotid dizileri BLAST programinda mevcut niikleotid dizileri ile karsilagtirildi.
ABO076, AB114, AB118 ve AB138 kodlu izolatlarin bu okzasilinaz genlerini birlikte
tagidig1 dogrulandi. Dizilim eslesme sonuglari tiim 6rnekler ve genler i¢in %98 iizerinde
bulundu (Tablo 13). AB076 ve AB138 kodlu 6rneklerin; OXA-51-like gen grubunun alt
grubu olan OXA-92 geniyle %99 oraninda eslestigi saptanmistir. AB076 izolatinin
OXA-92 dizilim semasi Sekil 2°de verildi.
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Tablo 13. National Center for Biotechnology Information’a (NCBI) gére OXA

genlerinin eslestikleri gen erisim numaralari ve yiizdeleri

NCBI’a gore
izolat Kodu Genler, benzerlik yiizdesi ve erisim numaralar

blaoxa2s-like blaoxa-51-like blaoxa-e2
ABO076 %98 JQ409995.1 %99 NG_049833.1
AB114 %99 LC369767.1 %99 EU255288
AB118 %99 LC096086.1 %98 MF594745.1
AB138 %99 LC369767.1 %99 NG 049833.1
Score Expect Identities Gaps Strand
569 bits(308) 1e-158 314/315(99%) 1/315(0%) Plus/Plus
Query 1 TAATGCTTTGATCGGCCTTGAGCACCATAAGGCAACCACCACAGAAGTATTTAAATGGGA 60

Sbjct 255
Query 61
Sbjct 315
Query 121
Sbjct 375
Query 181
Sbjct 435
Query 241
Sbjct 495
Query 300
Sbjct 555

Frerrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrr e et e e e
TAATGCTTTGATCGGCCTTGAGCACCATAAGGCAACCACCACAGAAGTATTTAAATGGGA 314

TGGGGAAAAAAGGCTATTCCCAGAATGGGAAAAGAACATGACCCTAGGCGATGCTATGAA 120

A
TGGGGAAAAAAGGCTATTCCCAGAATGGGAAAAGAACATGACCCTAGGCGATGCTATGAA 374

AGCTTCCGCTATTCCGGTTTATCAAGATTTAGCTCGTCGTATTGGACTTGAGCTCATGTC 180

FEErrrrrrrrrrrrr et e e e et e e e e e e e e e e e e e
AGCTTCCGCTATTCCGGTITTATCAAGATTTAGCTCGTCGTATTGGACTTGAGCTCATGTC 434

TAAGGAAGTGAAGCGTGTTGGTTATGGCAATGCAGATATCGGTACCCAAGTCGATAATTT 240

FEErrrrrrrrr et e et e e e e e e e et e e e e e e e e e
TAAGGAAGTGAAGCGTGTTGGTTATGGCAATGCAGATATCGGTACCCAAGTCGATAATTT 494

TTGGCTGGTGGGTCCTCTAAAAATTACTCCTCAGCAAGAGGCACAGTTTGCTTACAAGCT 299

FEErrrrrrrrrrrr e et e e e et et e et e et e e e e e e
TTGGCTGGTGGGTCCTCTAAAAATTACTCCTCAGCAAGAGGCACAGTITTGCTTACAAGCT 554

AGCTAATAAA-CGCT 314

FEEEEErrer i
AGCTAATAAAACGCT 569

Sekil 2. AB076 izolatinin gen bankasi no: NG_049833.1 ile OXA-92 dizilim semas1
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6.4. Karbapenemaz Geni Tasiyan Izolatlarin PFGE yéntemiyle Klonal iliskilerinin

Arastirilmasi

Direng genlerini tasidig1 belirlenen 72 izolatin ve EU klon I, II, III ile
epidemiyolojik iliskileri PFGE yontemiyle saptandi. Izolatlarin jel siras1 izolasyon
tarihlerine gore belirlendi (Tablo 14). Ucgiincii gruba ait 6rnek jel goriintiisii Resim 3’°de

ve tiim izolatlarin dendogram goriintiisii Sekil 3’de gosterildi.

Tablo 14. PFGE grup numaralari ve jel siralari

PFGIiOGI’up izolat siras1

1 M, RUH 875, RUH 134, LUH 5875, 75, 76,77, M, 78, 79, 80, 81, 82, 83, M

2 M, RUH 875, RUH 134, LUH 5875, 84, 85, 86, M, 87, 88, 89, 90, 91, 92, M

3 M, RUH 875, RUH 134, LUH 5875, 93, 94, 95, M, 96, 97, 98, 99, 100, 101, M

4 M, RUH 875, RUH 134, LUH 5875, 102, 103, 104, M, 105, 106, 107, 108, 109, 110, M
5 M, RUH 875, RUH 134, LUH 5875, 111, 112, 113, M, 114, 115, 116, 117, 118, 119, M
6 M, RUH 875, RUH 134, LUH 5875, 120, 121, 122, M, 123, 124, 125, 126, 127, 128, M
7 M, RUH 875, RUH 134, LUH 5875, 129, 130, 131, M, 132, 133, 134, 135, 136, 137, M
8 M, RUH 875, RUH 134, LUH 5875, 138, 139, 140, M, 141, 142, 143, 144, 145, 146, M

. "‘-‘-- = @ o 6--“’

... .

Resim 3: PFGE iigiincii grup agaroz jel elektroforez goriintiisii; M, EUI, EUII, EUIII, AB093,
AB094, AB095, M, AB096, AB097, AB098, AB099, AB100, AB101, M.
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PFGE-Apal PFGE-Apal

3 ) B 2 B z 2 k) 2 iz Kodu Tir Servis PFGE Genotip ~ OXA 23 OXA 51
[TITIETRIRGE Asros A baumannii  Genel Carahi Serv. Al N +
|| ml"l ‘ ”Il” AB102 A. baumannii Niirogirtrji YBU Al + +
HETITILININ  ABtos A bawmannii— oo vBis Pe: + +
NI Ao A bawmannis Necosrs v A + +
(1T T0EEH AB103 A. baumannii Naroloji YBU A2 + n
I T aBize A bawmannii— Gogas Hasatidan YBU A3 + +
T 00 T AB126 A. bawmannii Anesiezi YBO m . .
I Asizs 4 beumanni Secosvne N :
[l I AB125 A baumannii  Nerogirtrji YBU Al + "
UL Amizs A boumomi Gt comtisen: N .
ITRLRLLN ABI124 A baumannii  Pediawi YBU ™ . .
[IRNITARLRTA AB122 A. baumannii Koroner Bakim Serv. Ad + +
H| |||| |IH|| AB127 A. baumannii Anesiezi YBO Ad + +
W Asors A et et s N .
WO aBoso A bawmannit Ancstess vis0 A + N
NI I ABos: A, baumannii Genel Cerrabi Serv Ad . .
(ITHIEII Asos A baumannii Koroner Bakim Serv. a . .
il N AB093 A. baumannii Koroner Bakim Serv. A4 + +
”H ||||H ABO9O A. baumannii Goghs Hastaliklan Serv. Ad ; ,
B W Asors A oumannit— sscacn v VN .
(T Asre A baumannii N YBO A4 . .
WAL ABiso A bawmannii Nevoloji vBO Al + +
M T AB145 A. baumannii Koroner Bakim Serv. Ad + .
T AB141 A. baumannii Anestezi YBU m N N
[ WA ABoo2 - bawmannmii  Kadigossskier Sers A . .
AR ATII ABOSS8 A. baumannii Pediatri YBU A4 . N
ICTTIIEN W ABioo ot baumannii— orosisiri ¥R A4 + .
IR aBoos A baumannii Ancsteri VRO A4 + +
LI LH a2 A. baumannii Dahiliye-Onkolaji Serv Ad N .
[T asns A, bawmannii  Pediai YBU Ad . N
FIINI THH aBur A baumannii  Anesiezi VBU AS N .
T TN aBias A. bawmannii Anestezi YBU AS + "
I Il ABus A. baumannii Gigils Cerrahi Serv. AS + .
I Il asus A baumannii  Noroloji YBU AS + N
. w2} I Il amin A. baumannii Nroloji YBU AS . .
| IIl| ABOS6 A, baumannii Norogirtrji YBO AS . .
| Il ABOS9 A. baumannii Norosirtiii YBO AS . .
I | EU I A. bawmannii AS
. ITHI I asios A baumannli  Noroloji YBU a6 . .
v I | AB105 A. baumannii Anestezi YBO A6 + "
| ”” "l m"” AB107 A. baumannii Kardiyoloji Serv, Ab + +
|H|| | ‘ AB109 A. baumannii Anestezi YBU A6 + +
4"“ UL Asies A baumannii Ancster YBO A6 N N
[T Aias A baumannii - Aneseri ¥0 A6 , .
AB120 A. baumannii Narogirirji YBI AT + .
] HI||| |||H|||‘|‘I\I\"‘||I|‘| AB137 A. baumannii Enfeksiyon Hastl. Serv. AR + +
™ 11 [T ABO84 A baumannii Naroloji YBU A9 . .
1IN ABO8S A. baumannii Ancstezi YBU A9 + n
a1 Il [l AB098 A baumannii Anestezi YBU A9 + .
1 Il [l AB099 A baumannii  Noroloji YBU A9 + "
I 11| AB091 A baumannii Naroloji VBU A9 - .
11 I AB101 A. baumannii Gogiis Hastaliklan YBU A9 + i
(1IN I ABO083 A. bawmannii g Hastaliklan YBU A9 + .
= 11l [l aBoos A. bawmannii Genel Cerrahi Serv. A9 + .
el Il 11 TN AB094. A. baumannii Niroloji YBU A9 + .
I TINTITI Asie o bawmannii Ortapeds serv. A0 + +
MIFTITTTINE - ABao oA bawmannit - Necoloj viss A0 + .
Il 11 ABI121 A. baumannii Noroloji YBU AY + "
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EU1 A. bawmannii cl
) AB138 A. baumannii Anestezi YBU c2 + L
ABO76 A. baumannii Ig Hastahklar YBU for] + 4
ABO78 A. baumannii Pediatri YBU c3 + -
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Sekil 3. blaoxa-2z.ike V& blaoxasiiike geni tasiyan A. baumannii izolatlarinin PFGE
profillerinin dendogrami
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PFGE ile tiplendirilmesi yapilan 72 izolatin kiimeler arasi benzerligi %83 olarak
bulundu. Analizde %90-100 uyum gosteren suslar ayni; %85-90 arasi uyum gosterenler
yakin iligkili; %80-85 muhtemel iliskili; %70’in altinda uyum ise iliskisiz olarak kabul
edildi. izolatlar ve EU klon I, I, 11l PFGE ile A (n=58), B (n=8), C (n=4), D (n=4) ve E
(n=1) olmak iizere bes ana gruba ve bu gruplarda 10 altgruba (A1, A2, A4, A5, A6, A9,
B1, B4, C3, D1) ayrildi. Genotip A en biiyiikk kiimeyi olusturdu ve suslar arasinda
%85.2 ile yakin iligski bulundu. Suslarin yedisi ve EU klon III 6zgiil (singleton) (A3, A7,
A8, B2, B3, C1, C2, E1) PFGE profili gosterdi. Tiplendirmeye alinan suslar 18 pulsotip

olarak belirlendi.
6.4.1. Kiimeler I¢indeki Suslarin Epidemiyolojik iliskileri

Birinci altkiime (A1): Iki sus icermekteydi. ilk sus Genel cerrahi servisi, ikinci
sus Norosirurji yogun bakim iinitesinden (YBU) izole edildi. Suslar arasindaki benzerlik

%091 bulundu.

Ikinci altkiime (A2): Ug sus icermekteydi. Ilk olarak Noroloji YBU’den izole
edilmis ve bir ay sonra ikisi Norosirurji YBU’den 20 giin arayla izole edildi. Suslar

arasindaki benzerlik %92.5 bulundu.

Ozgiil altkiime (A3): Gogiis hastalilai YBU’den izole edildi. Al ve A2

altkiimesi ile benzerligi %87 bulundu.

Uciincii altkiime (A4): Yirmi dort susla en biiyiik altkiimeyi olusturdu. Bu
kiime i¢inde yer alan klon, 12 ay boyunca hastane ortaminda farkl servislerde varligini
siirdiirdii ve ilk sus 2014 Ocak ayinda Anestezi YBU’de yatan bir hastadan izole edildi.
Yogun bakim iinitesinden 19 ve servislerden bes hastanin ayni klon ile enfekte oldugu

gorildii. Suslar arasindaki benzerlik %90.6 bulundu.

Dordiincii altkiime (AS): Yedi sus ve EU II'yi icermekteydi. Bu gruptaki suslar
EU II klonuyla ayni klon oldugu i¢in 6nemliydi. EU II klonu tasiyan suslarin; ikisi
Norosirurji YBU, ikisi Néroloji YBU, ikisi Anestezi YBU ve biri Gogiis cerrahi
servisinden izole edildi. ilk sus 2014 Subat ayinda izole edildi. Suslar arasindaki

benzerlik %91.4 bulundu.

Besinci altkiime (A6): Alt1 sus icermekteydi. Suslardan dordii Anestezi
YBU’den, biri Noroloji YBU’den ve digeri de Kardiyoloji servisinden izole edildi.
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Eyliil 2014°de izole edilen bu klon Haziran 2015°de tekrar Anestezi YBU’de yatan

hastalardan izole edildi. Suslar arasindaki benzerlik %90 bulundu.

Ozgiil altkiime (A7 ve A8): A7 tipindeki sus Norosirurji YBUden izole edildi.
A8 tipindeki sus Enfeksiyon hastaliklar1 servisinden izole edildi. iki 6zgiil tipin

benzerligi %89 bulundu.

Altinar altkiime (A9): En biiyiik ikinci altkiimeyi olustumaktaydi ve 12 sus
icermekteydi. Suslardan onu yogun bakim tinitelerinden, ikisi servislerden izole edildi.

Tim suglar 2014 yi1linda izole edildi. Suslar arasindaki benzerlik %90.5 bulundu.

Yedinci altkiime (B1): Dort sus icermekteydi ve hepsi yogun bakim
tinitelerinden izole edildi. Mart ve Nisan 2015 tarihinde goriilen bu klon Norosirurji ve
Koroner YBU’de yatis tarihi aym iki hastada goriildii. Suslar arasindaki benzerlik
%91.3 bulundu.

Ozgiil altkiime (B2 ve B3): B2 tipindeki sus Noroloji YBU’den izole edildi. B3
tipindeki sus Anestezi YBU’den izole edildi. iki 6zgiil tipin B1 altkiimesi ile benzerligi
%389 bulundu.

Sekizinci altkiime (B4): iki sus icermekteydi. Suslar Gogiis hastaliklar1 YBU ve
I¢ hastaliklar1 YBU’den yirmi iki giin arayla izole edildi. Suslar arasindaki benzerlik
%93 bulundu.

Ozgiil altkiime (C1 ve C2): C1 tipinde EU klon I yer almaktaydi. C2 tipindeki
sus Anestezi YBU’den izole edildi. Iki 6zgiil tipin benzerligi %89 bulundu. C3 alttipi ile
benzerligi %86 bulundu.

Dokuzuncu altkiime (C3): Iki sus icermekteydi. 2014 Ocak aymda I¢
hastaliklar1 ve Pediatri YBU’den izole edildi. Suslar arasindaki benzerlik %95 bulundu.

Onuncu altkiime (D1): Dért sus icermekteydi. Ugii YBU’den biri servisden
izole edilmis klon 2014 Ocak, Haziran ve Ekim aylarinda yatan hastalar1 enfekte ettigi

goriildii. Suslar arasindaki benzerlik %90 bulundu.

Ozgiil altkiime (E1): E1 tipinde EU klon III yer almaktaydi. Altkiimeler ile
benzerligi %83.1 bulundu.
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6.5. izolatlarin MLST Analizi

Izolatlar arasindan rastgele secilen Orneklerin; MLST analizi ile yedi

‘housekeeping’ geni tasidigi amplikasyon yontemiyle gosterildi. Calisilan 20 izolatin;

dizi analizi

verileri

ChromasPro programiyla diizenlendikten sonra PubMLST

veritaban1 ile allellerin dogrulugu saptandi. Test edilen suslara ait gen dizisiyle

olusturulan allelik profiller ile sekans tipleri (ST) ve PFGE tipleri belirlendi (Tablo 15).

Tablo 15. Calisilan izolatlara ait gen allelleri, sekans tipleri ve PFGE pulsotipleri

Izolat Kodu cpn60 fusA gItA pyrG recA rplB rpoB ST  PFGE Pulsotip
ABO076 1 1 1 1 5 1 1 1 C3
ABO77 1 3 2 1 4 24 2 157 D1
AB101 2 2 2 2 2 2 2 2 A9
AB106 2 2 2 2 2 2 2 2 A2
AB108 2 2 2 2 2 2 2 2 Al
AB109 2 2 2 55 2 2 2 604 A6
AB114 1 3 2 1 4 24 2 157 D1
AB116 2 2 2 2 2 2 2 2 A9
AB118 2 2 2 2 2 2 2 2 A5
AB120 2 2 2 2 2 2 2 2 A7
AB125 2 2 2 55 2 2 2 604 A4
AB129 1 3 2 1 4 24 2 157 B4
AB130 2 2 2 55 2 2 2 604 B1
AB133 2 2 2 55 2 2 2 604 B2
AB134 1 3 2 1 4 24 2 157 B4
AB135 2 2 2 2 2 2 2 2 B3
AB137 2 2 2 2 2 2 2 2 A8
AB138 1 1 1 1 5 1 2 81 Cc2
AB139 2 2 2 55 2 2 2 604 A3
AB141 2 2 2 55 2 2 2 604 A4

Calisilan A. baumannii izolatlarinda ST1, ST2, ST81, ST157 ve ST604 olmak
lizere bes farkl1 sekans tipi bulundu. izolatlardan sekizi ST2, altis1 ST604, dérdii ST157,

biri ST1 ve biri de ST81 sekans tipini gosterdi.
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6.5.1. Sekans Tiplerinin PHYLOVIZ Analizi

MLST analizine gore A. baumannii’nin goeBURST algoritmast kullanilarak
olusturulan ve sekans tipleri (ST’ler) arasindaki benzerligi gosteren PHYLOVIZ
yaziliminda gorlntiilenen diyagram goriintiisii Resim 4’de gosterildi. Analize gore
ST604; European clone Il (ST2)’nin baskin oldugu grupta yer aldi. European clone I’in
oldugu grupta ise ST81 yer aldi. ST157 bu Avrupa klonlarindan ayr1 farkl iki ST ile
iligkiliydi.
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Resim 4. A. baumannii izolatlarinin goeBURST PHYLOVIZ diyagram gériintiisii
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6.6. MALDI-TOF MS Bulgular:

Suslarin bakteriyel ekstraksiyon sonucu tanimlama skor tablosu; MALDI

Biotyper 3 yazilimina gére (Bruker Daltonics, Almanya) Tablo 16’da gosterildi.

Tablo 16. Bakteriyel ekstraksiyon tanimlama sonug ve skorlari

izolat Kodu Tanimlanan organizma Tanimlama Skoru

ABO075 A. baumannii 2.131
ABO076 A. baumannii 2.22
ABOQ77 A. baumannii 2.256
ABO078 A. baumannii 2.226
ABO79 A. baumannii 2.291
ABO080 A. baumannii 2.32
AB081 A. baumannii 2.341
AB082 A. baumannii 2.286
AB083 A. baumannii 2.28
AB084 A. baumannii 2.183
ABO085 A. baumannii 2.232
AB086 A. baumannii 2.203
ABO087 A. baumannii 2.3

ABO088 A. baumannii 2.292
ABO089 A. baumannii 2.221
ABO090 A. baumannii 2.232
AB091 A. baumannii 2.139
AB092 A. baumannii 2.288
AB093 A. baumannii 2.173
AB09%4 A. baumannii 2.354
AB095 A. baumannii 2.344
AB096 A. baumannii 2.197
AB097 A. baumannii 2.214
AB098 A. baumannii 2.299
AB099 A. baumannii 2.362
AB100 A. baumannii 2.34
AB101 A. baumannii 2.337
AB102 A. baumannii 2.295
AB103 A. baumannii 2.383




Tablo 16. (Devam)

izolat Kodu Tanimlanan organizma Tanimlama Skoru

AB104 A. baumannii 2.272
AB105 A. baumannii 2.309
AB106 A. baumannii 2.485
AB107 A. baumannii 2.268
AB108 A. baumannii 2.432
AB109 A. baumannii 2.3

AB110 A. baumannii 2.325
AB111 A. baumannii 2.348
AB112 A. baumannii 2.309
AB113 A. baumannii 2.395
AB114 A. baumannii 2.345
AB115 A. baumannii 2.219
AB116 A. baumannii 2.346
AB117 A. baumannii 2.278
AB118 A. baumannii 2.283
AB119 A. baumannii 2.31
AB120 A. baumannii 2.345
AB121 A. baumannii 2.389
AB122 A. baumannii 2.415
AB123 A. baumannii 2.345
AB124 A. baumannii 2.436
AB125 A. baumannii 2.384
AB126 A. baumannii 2.465
AB127 A. baumannii 2.393
AB128 A. baumannii 2.346
AB129 A. baumannii 2.282
AB130 A. baumannii 2.294
AB131 A. baumannii 2.337
AB132 A. baumannii 2.345
AB133 A. baumannii 2.35
AB134 A. baumannii 2.278
AB135 A. baumannii 2.212
AB136 A. baumannii 2.263




Tablo 16. (Devam)

izolat Kodu Tanimlanan organizma Tanimlama Skoru

AB137 A. baumannii 2.221
AB138 A. baumannii 2.35
AB139 A. baumannii 2.162
AB140 A. baumannii 2.281
AB141 A. baumannii 2.094
AB142 A. baumannii 2.234
AB143 A. baumannii 2.284
AB144 A. baumannii 2.325
AB145 A. baumannii 2.276
AB146 A. baumannii 2.308
EU I A. baumannii 2.422
EU II A. baumannii 2.344
EU III A. baumannii 2.43

Izolatlarin tiimiiniin skor degerlendirmede cut off degeri >2 ve tiim izolatlar A.
baumannii olarak tanimlandi. Ekstraksiyon sonuglarina goére orneklerin dendogram

analizi yapild1.
6.6.1. MALDI-TOF MS PCA Dendogram Analizi

Bakteriyel ekstraksyonla; 72 A. baumannii ve EU I, EU II ve EU III klonlarinin
cihazda olusturulan spectra Ol¢timlerinin Principal Component Analysis (PCA)
dendongram analizi yapildi. Analizde, kiimelenme 1.5 distance level olarak hesaplandi.
Izolatlar ii¢ kiimeye ayrildi. En biiyiik kiime EU klon I, II ve III olmak iizere 73 izolat
ve diger 0zgiil iki kiimede A083 ve ABO114 izolatlarii icermekteydi. Dendogram
goriintiisii Sekil 2’de verildi. Ug boyutlu PCA analiziyle de A083 ve ABO114

izolatlarinin diger izolatlardan ayr1 siniflandigi goriildi (Sekil 4).
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Sekil 4. MALDI-TOF MS PCA dendogram
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PCA Dendrogram

Sekil 4. (Devam)
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6.7. PFGE, MLST ve MALDI-TOF MS Yontemlerinin istatiksel Analiz Bulgular:

Yontemlerin istatiksel metodlarla ayirict 6zellikleri Simson’s Diversity Index
(SID) ile ve benzerlikleride Wallace katsasiyisiyla (AW) belirlendi. PFGE metodu
ayiricilik olarak en yiiksek SID degerine sahiptir (SID=0,855). PFGE yontemini MLST
(SID=0,630) takip etmektedir. En kotii ayiricilik 6zelligine sahip yontem ise SID=0,053
ile PCA yontemidir. Simpson’ID 0 ile 1 arasinda deger almaktadir. Degerinin biiyiik

olmasi, ayirici 6zelliginin fazla oldugunu gostermektedir.

Wallece katsayisi (AW) iki siiflandirma metodunun birbirine ne kadar benzer
oldugunu gostermektedir. AW PFGE — PCA = 0.157 ve AW PCA — PFGE = 0.001
degerlerine bakacak olursak: Eger iki sus PFGE tarafindan aymi sinif iginde
tanimlanmigsa bu iki sus %15 ihtimalle PCA’de de ayni simftadir. Ancak, PCA
tarafindan ayni sinifta tanimlanan iki susun PFGE de ayni sinifta olma ihtimali
%0.1°dir. AW PFGE — MLST = 1.000 ve AW MLST— PFGE = 0.290 degerlerine
bakacak olursak: Eger iki sus PFGE tarafindan ayni sinif i¢inde tanimlanmissa bu iki
sus MLST de de ayni siniftadir. Ancak, MLST tarafindan ayni sinifta tanimlanan iki
susun PFGE de ayn1 smifta olma ihtimali %29°dur. AW MLST —PCA = 0.025 ve AW
PCA— MLST = 0.001 degerlerine bakacak olursak: Eger iki sus MLST tarafindan ayn1
siif iginde tanimlanmigsa bu iki susun PCA’de de ayni sinifta olma ihtimali %2.5dir.
Ancak, PCA tarafindan aymi sinifta tanimlanan iki susun MLST’de ayni1 smifta olma

ihtimali %0.1°dir.
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7. TARTISMA ve SONUC

Antibiyotige direngli bakteriler giiniimiizde risk teskil etmekte ve bu nedenle
hastalar1 hastane ortaminda tedavi ederken sorun olusturmaktadir. Bu tiirlerin belirli
suslarinin karakterizasyonu, tanisal testlerin ve Onleyici prosediirlerin olusturulmasi
onem tagimaktadir. A. baumannii'nin, 6zellikle yogun bakim {initelerinde yatan hastalar

icin sorun olsturmasi zaman i¢inde artmistir (141).

Coklu ilaca direngli A. baumannii salgin suslarinin yayiliminda; mekanik
ventilasyona maruz kalma, 6zellikle uzun siireli hastanede veya yogun bakim {initesinde
kalma, hastane ortaminda enfekte veya kolonize olan hastalara daha fazla maruz kalma
onemli risk faktorleridir. A. baumannii enfeksiyonlarmin c¢ogu, YBU’deki kritik
hastalarda goriiliir ve diinya ¢apinda yogun bakim tinitelerinde enfeksiyonlarin %20’sini
olusturur (34, 87). A. baumannii YBU’de nozokomiyal kan dolasimi enfeksiyonlarinin
onde gelen bir nedeni olarak kabul edilir. Bu kan dolasim1 enfeksiyonlarinin klinik seyri
iyi huylu bakteriyemiden fulminan septik soka kadar degismektedir ve mortalite

oranlar1 %52 ye kadar ¢ikmaktadir (142).

Calismamizda A. baumannii izolatlari; KTU Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi
Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina Ocak 2014-Agustos 2015 tarihleri arasinda gelen
kan kiiltiirlerinden izole edilmistir. Izolatlarin %88.3’li Anestezi, Néroloji, Norosiriirji,
Koroner, Pediatri, Gogiis Hastaliklar1, I¢ Hastaliklar1 YBU’lerinden ve %16.7’si Genel
Cerrahi, Enfeksiyon Hastaliklari, Dabhiliye-Onkoloji, Goglis Cerrahisi, Gogiis
Hastaliklar1, Kardiyoloji, Kardiyovaskiiler, Ortopedi servislerden gelen hastalarin kan
orneklerinden {iretilmistir. Acinetobacter enfeksiyon prevalansi; cografi lokalizasyona
ve hastanin sosyo-ekonomik durumuna baglh olarak degismektedir. Yogun bakim
tinitelerinde yapilan uluslararasi bir ¢alismada, Acinetobacter kaynakli enfeksiyonlarin
oran1 Asya’da %19,2; Dogu Avrupa'da %17,1; Afrika’da %14.8; Orta ve Gliney
Amerika’da %13,8; Bati Avrupa’da %35,6; Okyanusya’da %4.4, Kuzey Amerika’da
%3.7; Giiney Afrika HIV-pozitif hastalarda %15 ve Kanada yanik bakim iinitelerinde
%13’tiir (143-146). Ulkemizden Sar1 ve ark.’larmin (147) yaptig1 calismada 62 CiD A.
baumannii izolatinmn %67.8’i YBU’lerinden, %32.3’si diger servislerden izole
edilmistir. Calismamizda karbapenem direngli A. baumannii kan izolatlarinin en sik

rapor edildigi birim Aneztezi, Noroloji ve Norosirurji YBU’dir. Akin ve ark.’larinm
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(148) calismasinda; takip edilen 1374 hasta arasindan %18’inde gelisen nozokomiyal
enfeksiyonlarda en sik izole edilen mikroorganizmalardan biri A. baumannii bulunmus
ve Ozellikle karbapenem direncinin yillar icinde arttifi gozlenmistir. YBU
enfeksiyonlarina neden olan mikroorganizmalarin oranlarina iliskin, aym iilkede ya da
farkl1 ilkelerde ve hatta yogun bakim {initelerinde enfeksiyon bolgeleri ve
antimikrobiyal diren¢ profilleri arasinda Onemli farkliliklar tanimlanmaktadir. A.
baumannii, YBU hastalarinda nozokomiyal bir patojen olarak diinya ¢apinda yaygin bir

sorun olarak goriilmektedir (149).

Acinetobacter baumannii, modern saglik sisteminde hastane kaynakli
nozokomiyal enfeksiyonlardan sorumlu en onemli patojenlerden biridir. Ozellikle
karbapenem direncinin artmasiyla, diinya genelinde 6nemli ve hastanelerde giderek
artan bir saglik sorunu haline gelmistir (33, 34, 94, 150). Liu ve ark.’lar1 (151) 2003-
2006 yillar1 ve 2007-2010 yillar1 arasinda ¢ikan A. baumannii klinik izolatlarininin
antimikrobiyal duyarhiliklarini kargilastirmislar ve bu zaman dilimlerinde seftazidim,
sefepim, amikasin ve levofloksasin i¢in duyarliliklarin 6nemli Ol¢lide azalmadigini
bildirmislerdir. Farkli olarak, piperacillin/tazobaktam ve imipenem duyarlilik
oranlarinda anlamli bir azalma gormiislerdir. Yeni Zelanda’dan gelen izolatlardaki
%100 duyarlilik ve Cin’de %39.1 daha az duyarl izolatlarla imipenem duyarliligindaki
bu farkliliklarin cografi konuma da bagimli oldugunu belirtmislerdir. Lob ve ark.’lar1
(152) yaptiklar1 c¢alismada; 2011°den 2014 yilma kadar, ‘Study for Monitoring
Antimicrobial Resistance Trends (SMART)’ siirveyans ¢alismasinin bir pargasi olarak
48 iilkede 453 hastane sahasinda 2337 A. baumannii toplanmis ve alt1 kiiresel bolgeden
izole edilen tiim aerobik ve fakiltatif Gram-negatif basillerin %0.7-4.6’sin1 A.
baumannii olusturdugunu bildirmislerdir. Calismada; CID A. baumannii oranlari, Kuzey
Amerika’da %47 ve Avrupa ve Orta Dogu’da >%93 bulunmus ve bu oranlarin biiyiik
cogunlugu yogun bakim initelerinden raporlanmistir. Antimikrobiyal duyarlilik
profilleri bolgeye gore degisiklik gostermistir, her bolgede direng yiiksek bulunmus ve
higbir bolgede A. baumannii izolatinin >%70’ine etkili antimikrobiyal bulunamamustir.
Imipeneme duyarlilik Kuzey Amerika’da %64 ile en yiiksek, Avrupa ve Orta Dogu’da
ise %11 ile en disiik bulunmustur. Calismanin yapildigi her yilda (2011-2014) Orta
Dogu’daki CID A. baumannii oranlarinda artis ile Afrika, Avrupa ve Orta Dogu’daki

antimikrobiyal ajanlara kars1 duyarliligin azalmasi1 gézlenmistir . Karlowsky ve ark.’lart
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(153) 2013-2015 yillarin1 kapsayan SMART calismasinda, A. baumannii’ye kars1 test
edilen tiim ajanlara duyarlilik oranlarin1 (sefepim, seftazidim, seftriakson, ertapenem,
levofloksasin, piperasilin/tazobaktam, amikasin ve imipenem) %@43’lin altinda
bulmuslardir ve bu durum nedeniyle A. baumannii enfeksiyonlarini tedavi etmek igin
acilen yeni ajanlara ihtiya¢ oldugunu savunmaktadirlar. Yunanistan’da yapilan bir
calismada 2000-2009 yillar1 arasinda karbapenem direngli 194 A. baumannii izolatinin,
imipenem ve meropenem MIK degerleri 32 pug/mL bulunmustur. Ampisilin/sulbaktam
disinda test edilen tiim florokinolonlara ve beta-laktamlara izolatlarin %5.2’sinin
duyarli oldugu saptanmistir. Diger antibiyotiklere duyarlilik oranlari; gentamisin %9.4,
amikasin %15.5, tobramisin %22.9, tetrasiklin %10.3, trimetoprim/siilfametaksazol
%34.6, minosiklin %71.6 ve kolistine %72.7 bulunmustur (154). Kdksal ve ark.’larinin
(155) 2011-2012 yillart verilerini igeren SMART ¢alismasinda, Tirkiye’deki alti
hastaneden toplanan Gram-negatif patojenler arasinda YBU’den en sik A. baumannii
izole edilmistir. Calismada A. baumannii ve P. aeruginosa, genellikle YBU’de
antibiyotiklere daha diisiik duyarlilik gostermislerdir. A. baumannii’nin imipenem
%18.2 ve amikasine %?22.3 duyarlilifi yogun bakim iinitelerinde belirgin oranlarda
diisiik bulunmustur. Direkel ve ark.’larinin (156) ¢aligmasinda, 79 A. baumannii izolati;
piperasilin/tazobaktam %?2.5, siprofloksasin %3.8, imipenem %05.1, meropenem %5.1,
sefoperazon/sulbaktam 9%6.4, trimetoprim/sulfametoksazol %8.9, seftazidim %11.4,
levofloksasin %14, gentamisin %16.4, tetrasiklin %22.8, ampisilin/sulbaktam %30.4,

amikasin %44.3, netilmisin %72.2 ve tigesikline %96.2 oraninda duyarli bulunmustur.

Calismamizda A. baumannii izolatlarinin 12 antimikrobiyale karsi duyarliliklar
test edilmistir. Duyarlilik oranlari; amikasin %13.9, ampisilin/sulbaktam %35.6, sefepim
%1.4, gentamisin %23.6, trimetoprim/siilfametaksazol %5.6 ve meropeneme %].4
bulunmustur. izolatlarin tiimii seftazidim, seftriakson, siprofloksasin, imipenem,
levofloksasin ve piperasilin/tazobaktama direngli  bulunmustur. Calismamizda
antimikrobiyal duyarlilik sonuclar1 lilkemizdeki verilerle uyumlu olarak duyarliligin
azaldig1 ve diinyadaki diren¢ oranlarinin cografi bolgelere gore farklilik gdsterdigini

destekler niteliktedir.

Coklu ilaca direngli A. baumannii’nin neden oldugu enfeksiyon ve salginlarin
yaygimlig1r nedeniyle, bu patojenin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde birkag

antibiyotik etkilidir. Bunlardan karbapenem grubu antibiyotikler; uzun siire A.
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baumannii enfeksiyonlarina karsi etkili bir antimikrobiyal olarak kabul edilirken, ortaya
cikan direng ile diinya ¢apinda bu nozokomiyal patojenin tedavisinde kisitlamalara
neden olmustur (33, 34, 94). Karbapenem direngli A. baumannii, Diinya Saglik
Orgiitii’niin (WHO) yaymladig1 antibiyotige direngli bakterilerin kiiresel oncelikleri
listesine giren son zamanlardaki en kritik patojen olarak kabul edilmistir (150). A.
baumannii’de karbapenemlere direng, smif B (MBL) ve siklikla sinif D (OXA)
karbapenemaz enzim iiretim mekanizmasidir. Smif D karbapenemazlar A. baumannii’de
dogal var oldugu gibi aktarilabilir de olabilmektedir. Bu gruptan; OXA-51 A.
baumannii’de kromozomal aktarildig1, diger biiyiik gruplar OXA-23, OXA-24 ve OXA-
58’in de aktarilabilir karbapenem direncinde sik¢a goriildiigii bilinmektedir (9, 44, 90).

Castanheira ve ark.’larinin (157) ¢alismasinda 2009-2011 yillarinda Avrupa ve
Akdeniz {ilkelerinden 27 hastaneden toplanan 697 A. baumannii complex izolati
arasindan doripenem direngli izolatlarda karbapenemaz genlerine molekiiler
yontemlerle bakilmustir. Izolatlardan 277’sinde blaoxa-23, 77’sinde blaoxa-ss ve 29°unda
blaoxa-2410xa-40 genleri bulunmustur. Tirkiye’den gelen izolatlardan on tanesinde ise
blaces-11/6es-22 saptanmustir. En ¢ok tespit edilen OXA-23 karbapenemaz geni; Fransa
(12 izolat), Israil (12 izolat), Italya (28, iki izolat aym1 zamanda OXA-58 tasimakta),
Polanya (alt1 izolat), Portekiz (79 izolat), Ispanya (bir izolat), Isvigre (bir izolat) ve
Tirkiye (148 izolat)’nin aralarinda bulundugu sekiz iilkeden gelen izolatlarda tespit
edilmistir. Calismada, Tiirkiye’den gelen A. baumannii kompleks izolatlarinda OXA-23
tiretiminin 2011 yilinda ortaya ¢iktig1, bunun baslica nedeninin de izolatlarda doripenem
direncinin  (2009°da  %70.8 iken 2011°de %96.4) artisindan kaynaklandig:
vurgulanmaktadir. Levy-Blitchtein ve ark.’larmin (150) 2014-2016 yillarinda Peru’da
iki hastaneden alinan izolatlarla yaptigi c¢alismada, 80 A. baumannii izolatinin
%97.5’inin karbapenem direngli oldugu ve tiimiiniin blaoxasiiike geni tasidigini
bildirmislerdir. izolatlarda MBL genlerine rastlanmazken, 65 izolatin blaoxa-24-iike, 11
izolatin blaoxa-2ziike ve iki izolatin da blaoxa-143ike geni tasidigr belirtilmistir.
Yunanistan, ispanya ve Italya’dan alinan 6rneklerin dahil oldugu Nowak ve ark.’larinimn
(158) calismasinda; 65 A. baumannii izolatinin %80°i OXA-23, %4.6’s1 OXA-40,
%1.5’1 OXA-58 ve %]1.5’inin OXA-23 ve OXA-58’1 birlikte tasidigi saptanmistir. Bu
izolatlardan 22’s1 XDR ve 20’si PDR olarak bildirilmistir. Pournaras ve ark.’larinin

(154) calismasinda, 188 4. baumannii’de blaoxa-23.iike geni; li¢ izolatta blaoxa-23-like Ve
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blaoxa-ss-iike genlerinin birlikte bulundugu; iki izolatta blaoxa-ss-like V€ bir izolatta blaoxa-
40-ike bulundugu bildirilmistir. Zowawi ve ark.’larmin (159) Korfez iilkelerini (Suudi
Arabistan, Birlesik Arap Emirlikleri, Umman, Katar, Bahreyn ve Kuveyt) dahil ettigi
calismada, 117 A. baumannii izolatinin tiimiiniin blaoxa-s1-like, 107 izolatin blaoxa-23-like,
bes izolatin blaoxa-2s-iike genini tagidigr belirlenmistir. Izolatlarin higbirinde blaoxa-ss-iike
genine rastlanmamistir. Liibnan’da 2018 yilinda yapilan bir ¢alismada, 100
Acinetobacter spp. izolatindan %78’ imipeneme, %84’i meropeneme direngli
bulunmustur. Fenotipik olarak izolatlarin %23’li genislemis spektrumlu beta-laktamaz
(GSBL), %15’1 KPC ve %4’ii MBL iretirken, %5’inde de asirt miktarda AmpC beta-
laktamaz salmimu tespit edilmistir. Izolatlarm %99’unda blaoxa-si-like geni, %93 {inde
blaapc, %77’de blaoxa-2z-ike ve %3’linde blaoxa-24/40-iike genleri saptanmistir (160).
Cin’de yapilan ¢alismada 106 XDR A. baumannii izolatlarinin tiimiinde blaoxa-23-like
geni saptanmus, kolistin, tigesiklin ve sefoperazon-sulbaktam disindaki ajanlara direngli
bulunmuglardir (161). Tiirkiye’den Cakirlar ve ark.’lariin (162) ¢aligmasinda; kan
kiiltiirlerinden izole edilen 72 karbapenem direngli A. baumannii izolati tetrasikline
%13.9, trimetoprim/sulfametoksazola %15.3, seftazidime %16.7, sefepime %18.1,
siprofloksasine %18.1, amikasine %25.0, piperasilin/tazobaktama %25.0, sefotaksime
%?27.8 ve gentamisine %30.6 oranlarinda duyarli bulunmustur. Tiim izolatlarda blaoxa-
s51-like geni pozitif bulunurken, 52 izolatta blaoxa-23-iike Ve iki izolatta blaoxa-ss-iike geni
saptanmustir . Direkel ve ark.’larinin (156) CID 79 A. baumannii izolatin1 dahil ettikleri
caligmada; izolatlarinin tiimiinde blaoxa-si-iike geni, 71’inde blaoxa-23-ike geni saptanmis;
izolatlarin higbirinde blaoxa-24-like, blaoxa-4s Ve blaoxa-ss-iike genleri tespit edilmemistir.
Ahmed ve ark.’larinin (163) Tiirkiye’den ve Azerbaycan’dan 11 hastaneden alinan 112
A. baumannii izolatinda OXA-23, OXA-24, OXA-51 ve OXA-58 genleri varligina
bakilmis ve izolatlarin tiimiinde blaoxa-s1-like, 75’ inde blaoxa-23-like, 7’sinde blaoxa-ss-like
ve 5’inde blaoxa-2s-iike geni saptanmistir. Calismamizda 72 karbapenem direngli A.
baumannii izolatinda; blaoxa-23-iike, blaoxa-24-like, blaoxa-s1-like Ve blaoxa-ss-like genlerinin
varligina bakilmig ve tiim izolatlarda blaoxa-2s-ike V& blaoxasiiike geni saptanmustir.
Izolatlarinda higbirinde blaoxa2a-ike Ve blaoxassiike genleri tespit edilmemistir.
Diinyadaki ve iilkmizdeki verilerle uyumlu olarak A. baumannii izolatlarinda OXA-23

prevelansinin arttigini gézlemlemekteyiz.
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Tsakris ve ark.’larmin (164) 2006 yilinda yaptigi calismada, Yunanistan’da
YBU’nde yatan bir hastanin kan kiiltiiriinden izole edilmis A. baumannii izolatinda
karbapenem MIK degerleri imipenem 64 mg/L ve meropenem 8 mg/L bulunmustur.
Coklu ilag direngli olan izolatta blaoxa-51-like V€ blaoxa-ss-like genleri tespit edilmis fakat
blaive, blaviv, blasiv, blaoxa-23-ike V& blaoxa-24-iike genlerine rastlanmamustir. blaoxa-s-
ike geninin amplikonunun DNA dizi analizi sonucu; blaoxa-si-iike geninin yeni bir
varyant1 olan blaoxa-92 geni tanimlanmustir. Zander ve ark.’larmin (165) ¢alismasinda,
102 imipenem direngli A.baumannii izolatinda blaoxa-si-iike gen ve altgruplarinin varhigi
DNA dizi analizi ve EU klonlanyla iliskilerine DiversiLab sekans yontemiyle
arastirilmistir. Yunanistan kokenli bir izolatta OXA-92 geni tanimlanmig ve EU I
klonuyla iligkili bulunmustur . Hammerum ve ark.’larinin (166) Danimarka’da Odense
Universite Hastanesi’nden sekiz karbapenem direngli A. baumanni izolatinda yaptig
calismada, PZR yontemiyle OXA gen varligi arastirilmis ve epidemiyolojik yontemler
ile tipleme yapilmistir. izolatlardan altisinda blaoxa-2a-like Ve blaoxa-72 geni birlikte
bulunurken iki izolatta blaoxa-4o-iike geni bulunmustur. Ayrica tiim izolatlarin blaoxa-si-
like tasidig1 ve bu genin alttiplerinden blaoxa-es, blaoxa-ss Ve blaoxa-92 genlerinin sirasiyla
bir, bes ve iki izolatta tagindig1 tanimlanmistir. OXA-92 tasiyan izolatin EU I ile iliskili
oldugu da MLST Pasteur semasina gore dogrulanmistir. Calismada; blaoxa-92 geninin
nadir bulundugu ve daha 6nce Yunanistan’da bir hastanin klinik 6rneginden izole
edildigi de vurgulanmistir. Caligmamizda; izolatlar arasindan rastgele secilen AB076,
AB114, AB118 ve AB138 kodlu izolatlarda; blaoxa-23-ike V& blaoxa-si-like genlerinin
dogrulamast DNA dizi analizi yontemi ile yapilmistir. Secilen oOrneklerin tiimiinde
blaoxa-23-like geni bulunmustur. blaoxa-siiike geni dizi analizi sonuglarinda; AB076 ve
AB138 kodlu izolatlarda blaoxasi-iike gen grubunun alt grubu olan OXA-92 geni
Tsakris ve ark.’larmin ¢aligmasinda ilk kez tanimlanan OXA-92 geniyle %99 oraninda
eslesmistir. Diinyada yapilan (164-166) c¢alismalarda OXA-92 geni A. baumannii
izolatlarinda bildirilmis olup Tiirkiye’den bildirilen veri bulunmamaktadir. Bu
verilerden yola ¢ikarak c¢alismamiz, Tirkiye’den karbapenem direngli A. baumannii

izolatlarinda OXA-92 geni ilk bildirilen ¢aligmadir.

Molekiiler tipleme yontemlerinden PFGE analizi, A. baumannii igin standardize
edilmis ve yaygin olarak klonal salgimlar ve yerel epidemiyolojiyi incelemek igin

kullanilan altin standart olarak kabul goren bir yontemdir (76, 115). PFGE tiplendirmesi

77



sonucunda hastanemizden izole edilen suslarin farkli YBU’lerinden geldigi,
pulsotiplerin kendi i¢inde ayni klonu tagidiklar1 saptanmistir. Yirmi dort susla en biiyiik
altklimedeki klon 12 ay boyunca hastanede varligini korumustur. PFGE alttiplerinin
bazilarmin da diinyada bir¢ok iilkede salginlardan sorumlu EU klonlartyla iliskisi,
karbapenem direngli A. baumannii izolatlarinda yayilimin oldugu ve gerekli kontrol
Onlemlerinin alinmasi gerektigini vurgulamaktadir. MLST yonteminde, bakterilerin
‘housekeeping’ gen bolgeleri bircok metabolik fonksiyondan sorumludur. Genlerdeki
degisiklikler, allel yapilarindaki farkliliklar populasyon analizine yon vermektedir.
MLST analiziyle IC klonlardan kdken alma ve klonlarla benzerlikler diinya ¢apinda
farkli laboratuvarlarla, farkli zamanlarda kiyaslanabilmektedir. PFGE ve MLST; yogun
emek isteyen, deney diizenedi ve sonuclarin tespiti zaman alic1 olan ydntemlerdir. iki
yontemle de diinyada 6zellikle salginlarla iligkili A. baumannii izolatlarinin koken aldigi
bilinen ‘international clones (IC)’ yada EU klonlaniyla (I, II, III) iligkileri

arastirilmaktadir.

Dessel ve ark.’larinin (167) calismasinda; Avrupa hastanelerinden 47 izolat ve
Giliney Afrikali bir hastanin bir izolatinin, EU klon I ve II (RUH 875 ve RUH 134) ile
olan iliskilerini PFGE ve AFLP metodlartyla calismislardir. Kuzeybati Avrupa
hastanelerindeki salginlardan sorumlu EU klon I ve II AFLP analizi ile ribotip 1 ve 2 ile
iliskili bulunmus ve ribotip 3 ise yeni bir klon olarak tanimlanmistir. Bu yeni klon
III’iin; Fransa, Hollanda, Italya ve Ispanya’da bulundugu belirtilmistir. EU klon I ve
II’nin ise sadece Kuzaybat1 Avrupa iilkeleri ile smirli kalmayip EU klon I igin Ispanya,
Giiney Afrika, Polanya ve Italya, EU klon II i¢in Ispanya, Portekiz, Giiney Afrika,
Fransa, Yunanistan ve Tirkiye gibi iilkelerde var oldugunu da bildirmislerdir. EU klon
IT ile 22D035 Ankara ve 14C003 Krakow izolat1 %92.5 iligkili bulunmustur. EU klon I
ile iliskili sus bulunmamistir. Nemec ve ark.’lar1 (168) 15 sehirde 20 hastanenin 56
YBU’den 150 Acinetobacter izolatin1 galismalarina dahil etmislerdir. A. baumannii
olarak 108 izolat tanimlanmis ve bu izolatlar AFLP, PFGE ve MLST gibi yontemlerle
tiplendirilmislerdir. Karbapenem MIK degerleri 23 A. baumannii izolatinda 8 mg/L
olarak bulunmustur, bunlarin 20’si EU klon II olarak belirlenmistir. A. baumannii
izolatlart; EU klon I (n=5), EU klon II (n=66) veya diger benzersiz genotiplere
ayrilmistir. EU klon 1II belirlenen izolatlarin {igte ikisi neredeyse ayn1t AFLP ve PFGE

tiplerini gostermislerdir. Higgins ve ark.’lar1 (169) Kuzey ve Latin Amerika, Avrupa,
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Asya, Giiney Afrika ve Avustralya’dan 492 imipenem direngli A. baumannii izolatinda
karbapenemaz genlerini ve izolatlarin EU klonlariyla iliskilerini molekiiler
epidemiyolojik yontemlerden Rep-PCR, sequence-type multiplex PZR ve PFGE ile
arastirmiglardir. Biitiin izolatlarin blaoxa-s1-ike geni tasidigi ve 304 izolatin da blaoxa-23-
like, Dlaoxa-a0-like Ya da blaoxa-ss-iike genlerini tasidigmni bildirmislerdir. izolatlarda MBL
gen varhigina rastlanmamustir. Izolatlar PFGE ile, EU klonlar1 I, II ve III dahil olmak
tizere sekiz ayr1 kiimede gruplandirilmistir. EU klonu II’'nin en biiyiik (246 izolat) ve en
yaygin olan grup olarak; ABD, pan-Avrupa, Israil, Asya, Avustralya ve Giiney Afrika
tilkelerinden izole edildigi soylenmektedir. Bartual ve ark.’larinin (170) ¢aligmasinda,
1990 ve 2001 yillarinda Ispanyol ve Alman hastanelerinde salginlardan izole edilen 40
Klinik A. baumannii izolatinin yani sira diger Avrupa hastanelerinden ve iki DSMZ
referans susundan elde edilen A. baumannii izolatlar1 kullanilarak PFGE, AFLP ve
MLST ile EU klonlar arasindaki iliski incelenmistir. MLST ile 42 izolat 20 farkl
MLST allelik profili gostermistir. PFGE analizi ile 29 A. baumannii susu 11 farkli
PFGE paterni gdstermis ve 13 izolat PFGE ile karakterize edilememistir. Izolatlar
salginlarla iliskili olup PFGE kiimeleri dendrogrami1 ve MLST verileri arasinda yiiksek
uyum bulunmustur. EU klon L, II ve III ile ayni allelik profili gosteren izolatlar MLST

ile dogrulanmagtir.

Popolo ve ark.’larinin (171) calismasinda, 1999-2009 yillarinda Yunanistan,
Italya, Liibnan ve Tiirkiye’de 20 hastaneden toplam 484 hastadan izole edilen 28 salgini
temsil eden 35 CID A. baumannii susu MLST ile analiz edilmistir. MLST verileri PFGE
ve U¢ lokus sekans tiplendirme (3LST) yontemi ile kiyaslanmistir. Sekans tipleri (ST)
ST2, ST1, ST25, ST78 ve ST20 bulunmustur. izolatlarda blaoxa-ss-iike (N=27), blaoxa-23-
like (N=2) ve blaoxa-72 (n=1) karbapenem direng genleri bulunmustur. PFGE ile 18 (A-R)
tip ve lig alttip (F1, F2 ve P) olusmustur. PFGE profili A-C, D ve E, F-J ve L-N olanlar
sirastyla ST1, ST20, ST2 ve ST25; PFGE profili K, O, P, P1, Q ve R olanlar sirasiyla
ST3, ST78, ST15, ST84, ST82 ve ST83 sekans tiplerini gostermislerdir. Farkli olarak,
PFGE profilleri ‘A, B ve C’; ‘F, G, H, I ve J’ ve ‘L, M ve N’ arasinda alt1 bant farki
bulunmus ve heterojen genotipik farkliliklar gostermisler, bu profiller sirasiyla ST1,
ST2, ST25 sekans tiplerini gdstermislerdir. Yunanistan, Italya ve Liibnan’daki 11
hastaneden 12 susta ST2’nin baskin oldugu belirtilmistir. Verilerde Yunanistan, ST25,
Italya’da ST25 ve ST78; ve Tiirkiye’”de ST15, ST25 ve ST84 sekans tipleri
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bulunmustur. Pournaras ve ark.’larinin (154) Yunanistan’da 11 hastaneden toplanan
izolatlarla yaptig1 ¢alismada, 194 A. baumannii izolatinda karbapenem genlerinin
varligina bakilmis ve klonal iliski MLST® ve PFGE ile arastirilmistir. MLST ile ST2;
157 izolat, ST1; 36 izolat ve bir izolat ST78 ile iliskili bulunmustur. PFGE ile izolatlar
yedi genotipe ayrilmiglardir. ST2 klon kdkenli izolatlarin ST1’den daha direngli oldugu
ve OXA-23 karbapenemaz geni tasidiklari belirtilmistir. Yunanistan’da OXA-58 geni
tagtyicilign izolatlar arasinda daha yaygimken OXA-23 ile yer degistirdigini
vurgulamiglardir. Pournaras ve ark.’larmin (172) yaptigi baska bir calismada;
Yunanistan, Italya, Liibnan ve Tiirkiye’nin de dahil oldugu 21 hastaneden izole edilen
585 CID A. baumannii izolatinda blaoxa-s1 sekans bazli tipleme (SBT), MLST ve 3-LST
gibi sekans yontemleriyle 12 farkli sekans tipi bulunmustur. ST2 ve ST1 izolatlar
arasinda baskin bulunurken Tiirkiye’den dahil edilen izolatlarda sekans tipleri ST15 ve
ST83 sckans tipleri saptanmistir. Mezzatesta ve ark.’larmin (173) calismasinda;
Italya’da 22 hastaneden alman 202 karbapenem direngli A. baumannii (CRAB)
izolatinda PFGE ve MLST yontemleri ile EU klon I (RUH 875) ve II (RUH 134) ile
iliskileri degerlendirilmis ve oksasilinaz direng genleri arastirilmistir. blaoxa-ss, blaoxa-
23 genleri karbapenem direncine sebep olan genlerdir. PFGE ile dort genotip bulunurken
MLST ile de dort farkli sekans tipi bulunmustur. PFGE A (ST2) ve B (ST1) genotipi
sirastyla EU klon II ve I ile iliskilendirilmistir. Yazar, PFGE ve MLST yontemlerinin
tekrarlanabilirliginin ve ayirim giiciiniin ayni; iki ydntemin de CRAB italyan klonlarin
tanimlamak ve bunlarin iki pan-Avrupa klonu ile iligskilendirmek i¢in uyumlu oldugunu
belirtmistir. Ladavac ve ark.’larinin (174) Hirvatistan’da yapti1 caligmalarinda, 59 A.
baumannii izolatindan 27 karbapenem direngli A. baumannii izolatinda PZR ve sekansla
direng genleri belirlenmis ve EU klonlariyla iliskileri MLST ve PFGE yontemleriyle
arastirilmistir. Izolatlardan 20’sinin blaoxa-o-ike geni ve yedisinin blaoxa-23-iike geni
tasidigi tespit edilmistir. PFGE ile izolatlar ti¢ ana gruba ayrilmislardir ve sekans tipleri
EU klonlanyla iliskili bulunmustur. MLST ile alti izolatin; ST195, ST231, ST775,
ST1095 gibi farkli sekans tiplerine sahip oldugu bulunmustur. Bunlardan ST195 ST2
ile; ST231 VE ST775 ST1 ile iliskili oldugu saptanmustir. izolatlardan 32’si ST1 ve 18’i
ST2 sekans tiplerini gostermislerdir. Ek olarak yazar, tiim imipenem duyarli olup OXA-
23 ve OXA-40 pozitif bulunan A. baumannii izolatlarmin EU klon 1 sekans tipini

gostermis olmalarini vurgulamigtir. Hirvatistan’da 2009-2010 yillarinda yapilan baska
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bir calismada ise EU klon I karbapenem duyarli izolatlarla iligkili iken; karbapenem
direngli izolatlarin tiimiiniin OXA-51 tasidigi, OXA-40 ve OXA-58 geni pozitif bulunan
izolatlarin da EU klon II'ye ait oldugu belirtilmistir. Sonu¢ olarak, Hirvatistan’da
yapilan calismalarda karbapenem direncinde izolatlarin OXA-51 tagimasinin yani sira
aktarilabilen OXA-40 ve OXA-23 genlerininde etkili oldugu ve diren¢ geni farkli olup
ayni klona mensup olabilecegini belirtmislerdir (174, 175). Liibnan’da yapilan bir
calismada, 2009-2012 wyillarinda farkli hastanelerden toplanan 42 A. baumannii
izolatinda PFGE, MLST Rep-PCR ve blaoxasi SBT yontemleri ile izolatlarin
epidemiyolojisini ve karbapenem diren¢ mekanizmalarini anlamak i¢in yontem
kiyaslamas1 yapmuslardir. Izolatlardan 28’1 blaoxa-23; biri blaoxa-24 ve ikisi blaoxa-ss
geni tagidigr tespit edilmistir. PEGE en ayirt edici teknik olup, 11 tip; Rep-PCR dokuz
tip; blaoxa-s1 SBT sekiz tip ve MLST ile yedi tip belirlenmistir. PFGE tip A, ST2 sekans
tipi gosterip en bliylik grup olarak belirlenmistir. Metodlar arasinda genel bir uyusma
goriilmustiir. Wallace katsayisi ile hesaplanan istatistiki veriler: PFGE’nin MLST ile
%100; PFGE’nin blaoxas1 SBT ile %100; blaoxasi SBT’nin MLST ile %100;
MLST’nin blaoxa-s1 SBT ile %84.7; Rep-PCR’1in MLST ile %81.5; PFGE ve Rep-PCR
%69; ve Rep-PCR ve blaoxa-s1 SBT %67.2 gibi kombinasyonlarla eslesme gostermistir.
PFGE ve MLST’nin, salgin arastirmast ve popiilasyon yapisi c¢aligmalart igin altin
standart yontemler oldugu, bu iki teknigin zaman ve maliyet agisindan zor oldugu ve
Rep-PCR i¢in, salginlara erismek i¢in hizli bir ara¢ olup sonuglarin dikkatli bir sekilde

yorumlanmasi gerektigini belirtmislerdir (176).

Kuveyt’te yapilan bir calismada, 100 A. baumannii izolatindan 33 CID izolat1
PFGE yontemi ve MLST analizi ile epidemiyolojik olarak degerlendirilmistir. Otuz ii¢
izolattan 28’inin blaoxa-23 geni ve ikisinin blaoxa-24 geni tasidigi; blaoxass, blaviw,
blaivp, blaces , blanom ve blaves gibi genlerin varligina da rastlanmadigi belirtilmistir.
MLST analizi ile 20 farkl1 sekans tipi bulunmustur. MLST® semas1 ile ST607, ST608,
ST609, ST610, ST611 ve ST612 gibi alt1 farkli tip belirlemislerdir. Sirastyla ST2, ST25
ve ST32 baskin olarak, ST78 ve ST158 daha az goriilmiistiir. PFGE analizi ile izolatlar
bes ana kiimeye ayrilmislardir. Sadece ii¢ izolat, aym1 PFGE genotipi gostermistir.
PFGE dendogramindan, ayni ST’ne ait tiim izolatlarin aynm1 PFGE genotipini
paylasmadigini, bununla birlikte ayn1t PFGE genotiplerinin higbirinin farkli ST’leri

olmadigi belirtilmistir. Ek olarak, blaoxa-23’iin izolatlarda tasinmasi veya taginmamasi,
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PFGE genotipleri veya ST’leri ile iligkili degildir. Fakat, ¢ogu durumda da Klonal
Komplekslerin (CC) PFGE genotipleri ile iligkili oldugunu da gozlemlemislerdir (177).
El-Shazly ve ark.’larinin (178) ABD’de yaptiklar1 calismada, 21 CID A. baumannii
izolatinda diren¢ genleri PZR yontemi ile arastirilmis ve DNA dizi analizi ile
dogrulanmustir. Klonal iliski PFGE ve MLST yéntemleri ile belirlenmistir. izolatlardan
12’sinin OXA-23 ve OXA-51; 20’sinin GES-tipi karbapenemaz; yedisinin PER tipi
genler tasidig1 belirlenmistir. Izolatlarin hicbirinde OXA-58, OXA-24 ve MBL genleri
saptanmamustir. MLST® semasi ile bes izolatta ST1 ve 16 izolatta ST2 sekans tipleri
bulunmustur. PFGE ile farkli pulsotipte olan izolatlar ayn1 veya farkli sekans tipleri
gostermislerdir. Iran’da 2014-2015 yillarinda yapilan bir calismada, 64 A. baumannii
izolatinin klonal iligkileri PFGE, multilocus variable-number tandem-repeat analysis
(MLVA) ve MLST analizi ile degerlendirilmistir. Karbapenem geni tasiyan izolatlarin
varhi@ aragtirilmigtir. Izolatlarm %98’si XDR olup OXA-23 geni ve %48’inin de sinif 1
integron tasidigi tespit edilmistir. PFGE ve MLST analizi ile {i¢ ana genotip oldugunu
ve timiiniin CC92(ST2)’ye ait oldugunu belirtmislerdir. MLVA, PFGE veya MLST
yontemleri arasindaki uyum cok diisiik bulunmus, Wallace katsayr degerinin <0.1

oldugu belirtilmistir (179).

Villalon ve ark.’lar1 (180) 11 yili kapsayan ve Ispanya’da 19 hastaneden
(6zellikle YBU) 729 A. baumannii izolatinda, PFGE, rpoB gen dizilemesi ve MLST
yontemleriyle klonal c¢esitliligi arastirmislardir. PFGE ile 58 tip bulunmus ve %80 cut-
off ile 16 klon iginde gruplandirilmistir. rpoB gen dizilemesi ve MLST sonuglarinin,
PFGE sonuglar1 ile uyumlu olarak bir klonal dagilim1 yansittigini belirtmislerdir. MLST
ile sirastyla ST2 (%47.5), ST3 (%5.1), ST15 (%1.7), ST32 (%1.7), ST79 (%13.6), ST80
(%20.3) ve ST81 (%10.2) sekans tiplerini verilen oranlarda bulmuslardir. Calismaya
gore EU klon I, II, III’iin sirastyla ST81, ST2, ve ST3 ile temsil edildigini
belirtmislerdir. PFGE ve MLST’nin klonalite calismalarinda tamamlayic1 araglar
oldugunu dogrulayan bir ¢alisma oldugunu bildirmislerdir. Yontemlerden PFGE’nin
¢ogu salginin monoklonal paternini, bakterilerin hastane i¢i ve dis1 yolla bulagmasini ve
hastanenin baz1 bdélgelerinde endemik kaliciligini  gdsterdigini  saptamislardir.
MLST’nin, Ispanyol klonlarmin zamansal gelisimini ve mekansal dagilimmnim
izlenilmesine ve uluslararasi karsilagtirmalarin  yapilmasina olanak verdigini

belirtmiglerdir. Ispanya’da yine Villalon ve ark.’larinmn (181) yaptign baska bir
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calismada, 59 CID A. baumannii izolatinda PZR ile karbapenem direncine sebep olan
direng genlerini PFGE ve MLST yontemleri ile genotiplerini arastirmislardir. PZR ile
izolatlarin tiimiinde blaoxasiiike geni, %57.6’sinda blaoxa-ao-ike geni, %20.3’tinde
blaoxa-ss-like geni bulunmustur. MBL geni kodlayan izolat bulunmamustir. blaoxa-51-like
geninin farkli alellik varyantlari olarak; izolatlarin %45.8’inde en yaygin OXA-
65/66/76/79 genleri bulunmus ve ST2 (EU klon II) olarak tiplendirilmistir. OXA-
69/92/112 (%10.2°s1) EU klon I’e dahil olan ST81 ile iliskili bulunmustur. OXA-71
tastyan izolatlarda ST3 (EU klon III) sekans tipi gézlemlenmistir. Avustralya’da yapilan
bir ¢alismada, A. baumannii D36 izolat: 2008 yilinda North Shore Ozel Hastanesinde
bir askerden izole edilmistir. Izolat birgok antibiyotik; imipenem ve meropenem,
seftazidim, sefotaksim, florokinolonlar, siilfonamidler ve aminoglikozidlerden
gentamisin, kanamisin, tobramisin ve neomisine karsi direngli bulunmustur. D36 nin
genom dizisi ile izolatin tiim kitalarda bulunan direngli klonlardan biri olan EU klon I’in
bir iiyesi oldugunu dogrulamuslardir. Izolatin sekans tipi MLST" semasinda CC1
(ST81)’e aittir (182).

Misir’da 2015 yilinda yapilan bir ¢alismada 150 A. baumannii izolatinda
karbapenem direng genlerinden ilk kez blanpm-1 ve 16S rRNA methylase armA ile
blanpm-1 Ve blaoxa-23’tin birlikte bulundugu bildirilmistir. MLST ile 27 farkli sekans tipi
bulunmustur. MLST® semasina gore bunlardan 11°1; ST602, ST603, ST604, ST605,
ST613, ST614, ST615, ST616, ST617, ST618, ve ST619 ilk kez tanimlanmstir. ST604
dort izolatta tanimlanmistir ve ti¢ izolatin aminoglikozit direnci ile birlikte blaoxa-23
geni de tasidigr belirtilmistir. MLST verileriyle yapilan ‘Neighbor-joining method’
analizinde ST2 ile ST604 yakin iliskili bulunmustur (183).

Castanheira ve ark.’larmin (157) 14 Avrupa ve Akdeniz {ilkesinin katildig:
caligmasinda, doripenem direngli 411 A. baumannii ve 92 Enterobacteriaceae iiyesi
izolatta karbapenem diren¢ genleri, PFGE ve MLST yontemleriyle de klonal iliski
arastiritlmistir. MLST ve PFGE ile tanimlanan her pulsotipten bir temsili sus ile
calistlmigtir. MLST verileri ile A. baumannii kompleks (n=227) izolatlarinin, EU klon
II’ye karsilik gelen ST2 sekans tipi veya tek lokus varyantlari1 (SLV) ST184 ve ST97’ye
ait oldugu gosterilmistir. Bu klonun (ST2); en az sekiz iilkede yaygin oldugu bulunmus
ve karbapenemaz iireten yiiksek sayida doripenem direncgli izolatta tespit edilmistir.

Israil’de uluslararasi klon III olarak da bilinen ST3’e ait yedi izolat tespit edilmistir. Iki
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yeni; ST157 (Tiirkiye’den 27 sus) ve ST158 (Tiirkiye’den GES-11 iireten 8 sus) sekans
tipi gozlenmistir. Tiirkiye’den gelen 24 izolat, ST15 ve SLV varyanti ST84 sekans tipi
gostermistir. ST157, STI10 sekans tipinin SLV varyanti olarak tanimlanmuistir.
Tiirkiye’den ST157 sekans tipine sahip izolatlarin agirlikli olarak OXA-23 ya da OXA-
58 tasidiklar1 belirtilmistir. Tomaschek ve ark.’lar1 (184) Almanya, Polanya, Isvec ve
Tiirkiye’den salginla iligkili ve sporadik dagilimli 99 A. baumannii izolatinda PFGE
yontemini referans yontem olarak kullanmislardir. Rep-PCR yontemini ‘International
clonal linages (IC)’ tamimlamasi i¢in kullanmislardir. MLST Pasteur ve Oxford
semalarint  karsilastirmiglardir.  Yirmi alti  salgin  susu ve 21 sporadik sus
tanimlamislardir. Salginlara sebep olan major izolatlar, EU klon II ile iliskili olan OXA-
23 geni tasiyan karbapenem direngli A. baumannii izolatlar1 olarak belirlenmisdir.
Sekans sonuclarina gére ST 10 ve ST157°nin IC8 i¢inde oldugu tespit edilmistir. Her iki
MLST programinin populasyon temelli caligmalar i¢in degerli araglar oldugunu ve
Oxford semasinin PFGE yonteminden daha yiiksek ayirim giici oldugu ¢ogu zaman

salgin analizine yardime1 olabilecegini belirtmislerdir.

Ulkemizden Kulah ve ark.’larmin (185) 145 A. baumannii izolatinda AFLP ile
klonal iliski arastirdigi calismada izolatlar EU klon I, II ve III referans klonlartyla
iligkili bulunmamistir. Calisma 2009 Oncesi dahil edilen izolatlar1 kapsadigi igin
izolatlar arasinda OXA-58 (%79) geni yiliksek oranda bulunmustur. Methan ve
ark.’larmin (186) ¢alismasinda, 98 A. baumannii izolatinda AFLP ve MLST ile EU
klonlar arasindaki iligki arastirilmigtir. AFLP ile sekiz kiime ve ii¢ 6zgiil grup olusmus
ve kiime D ve E EU klon II ile, kiime J EU klon I ile iliskili bulunmustur. Kiime A, C,
G ve L bu klonlarla iligkili bulunmamustir. Kiime H 41 izolatla yeni bulunan sekans tipi
ST84 (CC15) ile iliskili saptanmistir. Ahmed ve ark.’larinin (187) ¢aligmasinda; 205
karbapenem direngli A. baumannii izolatinin EU klon I, II, III ile iliskileri PFGE,
RAPD-PCR ve Rep-PCR ile arastirilmistir. Izolatlar arasinda sirasiyla blaoxa-si
(n=188), blaoxa2s (n=62), blaoxa2:s (N=36) ve blaoxass (N=30) geni tasindig
belirtilmistir. PFGE ile 13 kiime ve 15 6zgiil tip, RAPD-PCR ile 11 kiime ve 23 6zgiil
tip, Rep-PCR ile sekiz kiime belirlenmistir. Benzerlik katsayis1 %80 alinan ¢aligmada;
11 izolat EU klon I ile, bes izolat EU klon II ve {i¢ izolat EU klon III ile benzerlik
gostermistir. Yontemler arasinda PFGE’nin yiiksek ayirim giiclinin ve RAPD-PCR

yonteminin de maliyetinin ekonomik oldugu vurgulanmistir. Ahmed ve ark.’larinin
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(163) c¢alismasinda Tiirkiye’den ve Azerbaycan’dan 11 hastaneden toplanan 112
karbapenem direngli A. baumannii izolatinin EU klon 1, II ve III ile iliskileri PFGE ile
arastirlmustir. izolatlarda blaoxa-s1 (n=112), blaoxa-23 (N=75), blaoxa-24 (n=5) ve blaoxa-
s8 (n=7) genleri bulunmustur. PFGE benzerlik katsayisi %90 alinmis, 15 klon ve sekiz
ozgiil tip belirlenmistir. EU klon I ile iliskili izolatlarin Antalya, Istanbul ve
Erzurum’dan, EU klon II ile iliskili izolatlar Kayseri ve Diyarbakir’dan oldugu tespit
edilmistir. blaoxa-24 geni tasiyan izolatin Azerbaycan’dan calismaya dahil edilen izolat

oldugu belirtilmistir.

Calismamizda 72 A. bauamnnii izolati PFGE ile bes ana pulsotipe ayrilmistir.
EU klon I, II, IIT PFGE dendogramda sirasiyla; C1, AS alttipleri ve E 6zgiil tipinde yer
almiglardir. En biiylik pulsotip A’nin alttipinde Al, A2, AS, A7, A8 ve A9’un ve B
pulsotipinden B3’iin MLST ile sekans tipi ST2 bulunmustur. ST2 MLST Pasteur
semasina gore EU klon II olarak tanimlanmaktadir. Bunun yanisira yine A
pulsotipinden A3, A4, A6, B pulsotipinden B1 ve B2 ST2 sekans tipinin ‘single locus
variable (SLV)/tek lokus farkliliindan ST604 bulunmustur. goeBURST diyagramiyla
da ST604’lin koken aldig1 klonun ST2 oldugu gosterilmistir. C pulsotipinden; C1, C3
ST1 ve C2 alttipi ST81 (ST1’in SLV) olarak MLST ile tanimlanmistir. goeBURST
diyagramiyla da ST81’in koken aldigi klonun ST1 oldugu gosterilmistir. Farkli olarak,
B pulsotipinde B4 alttipleri ve D pulsotipinin sekans tipt ST157 bulunmustur. PFGE’de
alttiplerin kendi i¢inde sekans tipleri ayn1 bulunmustur. Tiirkiye’den c¢esitli calismalara
dahil edilen izolatlarla yapilan caligmalarda ST1 ve ST2 hari¢ bulunan farkli sekans
tipleri ST15, ST25, ST84, ST83, ST157 ve ST158dir (157, 171, 172). Caligmamizda
dort izolatta ST157 bulunmustur. ST81 sekans tipi bazi ¢alismalarda (180-182) A.
baumannii izolatlarinda tanimlanmis fakat Tirkiye’de ST81 ile ilgili ¢alisma
bulunmamaktadir. Calismamizda ST81 sekans tipi AB138 kodlu izolatta bulunmustur.
Sadece Misir’da yapilan ¢alismada ST604 sekans tipi ilk kez tanimlanmistir (183).

Ulkemizde ilk kez ST604 sekans tipi calismamizda alt1 izolatta tanimlanmstir.

Bakteriyel tipleme; bakteriyel patojenlerin yayilmasini Onlemek i¢in ¢ok
onemlidir, ancak mevcut yontemler zaman alic1 ve maliyetlidir. MALDI-TOF MS kisa
sirede hizli ve disiik maliyetli olarak mikrobiyal tiirlerin tanimlanmast icin
mikrobiyoloji laboratuvar is akisina entegre edilmistir. Bagimsiz arastirma gruplari;

patojen tiirlerindeki alt gruplari ayirt etmekte yontemi basartyla kullanabilmislerdir.
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Ozdes bakteri alt gruplar1 bagimsiz yontemlerle iliskisiz piklerle tanimlanabilmektedir.
Birinci basamak epidemiyolojik bir arag¢ olarak kullanim i¢in MALDI-TOF MS temelli
tiplendirme yontemlerinin performansini artirabilecek ¢esitli kilavuzlar onerilmektedir.
Bakteriyel tiirlerin popililasyonu homojen olmaktan uzaktir. Bu nedenle, klinik 6neme
sahip bakteriyel tiirler, ¢esitli patojenite veya yayillma oOzelligi olan gruplara ayrilir.
Bakteriyel tiplemenin amaci, epidemik klonlarin arasindan daha yiiksek veya spesifik
patojenite gosteren klonlar1 tanimak ve bakteriyel alt gruplarin yayilmasini izlemek i¢in
klintk ve g¢evresel izolatlar1 karsilastirmaktir. Bakteriyel tipleme, arastirma
laboratuvarlarinda veya enfeksiyon kontrol onlemleri uygulayarak salgin klonlarinin
yayilmasint onlemek i¢in hizli sonu¢ almanin gerekli oldugu klinik laboratuvarlarin
rutinlerinde epidemiyolojik calismalar i¢in kullanilir. Molekiiler tabanli tipleme
yontemleri ¢ogunlukla DNA restriksiyon veya amplifikasyonuna (6rnegin, sirastyla
PFGE veya MLST) dayanir. Bu teknikler yaygin olarak taninmasina ragmen, zaman
alici, maliyetli ve yogun emek isteyen yontemlerdir. Rutin bakteri tiplemesi igin
verilerin dogrudan analizi, hizli, otomatik ve ucuz olmas1 mikrobiyologlar icin MALDI-

TOF MS kullanim kolayligini saglamaktadir (188).

Novais ve ark.’lar1 (189) E. coli klonlarmin klonal tiplemesi igin etonol-formik
asit bakteriyel ekstraksiyon metodu ile MALDI-TOF MS’in (Bruker Daltonics, Bremen,
Germany); MLST ve PFGE ile elde edilen verilerle karsilastirmiglardir ve bu alanda
yapilan ilk ¢alismadir. MALDI-TOF MS ve MLST verileri; fenotipik ve genotipik
ozellikler arasinda iyi bir korelasyon oldugunu ve MLST ile belirlenen filogenetik
iligkilerinde dogrulandigini savunmuslardir. Bununla birlikte, izolatlarin kiimelenmesi
PFGE ile daha once elde edilen dendograma karsilik gelmemistir. PFGE profillerinin,
muhtemelen bakterinin protein/peptidlerin biiyiik bir kisminin ifadesine yansitilmayan
cok sayida mutasyon ve yatay gen transfer olaymnimn toplamindan kaynaklandigini
belirtmislerdir. Giacometti ve ark.’lar1 (190) 2018’de yaptig1 calismada, ilk kez
MALDI-TOF MS’in  Arcobacter butzleri i¢in tiplendirmede kullanimini
degerlendirmislerdir. Italya’da bir mandira fabrikasinda farkli kaynaklardan izole edilen
toplam 104 A. butzleri susunu MALDI-TOF MS kullanarak tanimlamis ve
tiplendirmislerdir. Calisma Oncesinde izolatlarin MLST ve PFGE profilleri
belirlenmistir. MALDI-TOF MS sonuglart MLST ve PFGE verileri ile
karsilagtirilmistir. MALDI-TOF MS, tiim izolatlar1 tiir diizeyinde dogru bir sekilde
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tanimlamistir. MALDI-TOF MS verilerinde spektra yada datalardaki piklere dayali
olusturulan dendrogramlar {izerinde acikga belirlenmis kiimelenmeler ortaya
cikmamistir. PFGE ve MLST ile yapilan karsilastirmali analizler, ayrimci1 endeksin
MALDI-TOF MS i¢in daha diisiik oldugunu, ancak dizi tipleri ve pulsotiplerle kabaca
karsilastirilabilir oldugunu gostermistir. Egli ve ark.’lar1 (140) Isvigre’de iiniversite
hastanesindeki salginda alti E. coli izolatiyla yaptiklart ¢aligmada etonol-formik asit
bakteriyel ekstraksiyon metodu ile MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, Bremen,
Germany) yontemi ve PFGE yontemi sonuclarimi  karsilastirmali  olarak
degerlendirmistir. Dogrudan karsilastirmada PFGE ve MALDI-TOF MS tabanh
dendrogramlarin olduk¢a benzer oldugunu belirtmislerdir. Fakat, calismanin kendi
icinde bazi sinirlamalar igerdigini eklemislerdir. Calismanin, MALDI-TOF MS tabanl
yontem kullanilarak tek bir mikroorganizmanin yaptigi kiigiik capta salgin analizi
oldugunu vurgulamiglardir. Bununla birlikte, MALDI-TOF MS’in daha fazla ornekle
bile islem siiresinin PFGE’ye kiyasla 6nemli 6l¢iide kisa oldugunu, PFGE ve MALDI-
TOF MS’i daha biiylik 6rneklem verileri ile karsilastiran daha ileri calismalara ihtiyag
oldugunu vurgulamislardir. Bilindigi tizere, MALDI-TOF MS (protein pik verileri) ve
PFGE (DNA restriksiyon enzim paternleri) yazilim verileri arasinda dogrudan
karsilagtirmaya imkan verecek herhangi bir yazilim bulunmadigimi da eklemislerdir.
Schlebusch ve ark.’larinin (191) ¢alismasinda, vankomisin direngli Enterokok (VRE)
izolatlarinin tanimlanmas: ve salgin iliskilerini MALDI-TOF MS ve tiim genom
dizileme (WGS) yontemleriyle aragtirmiglardir. Her iki yontemde, dort hematoloji-
onkoloji hastasinin pozitif kan kiiltiirlerinden VRE izolatinin salgininda rol oynayan
coklu kiimelerin gosterilmesine ragmen, bulgular arasindaki kiiciik kohort ve
uyumsuzluk farkliliklart MALDI-TOF MS'nin kisithiliklarimi ve dendrogramlarinin

dikkatli yorumlanmasi gerektigini gostermistir.

Mencacci ve ark.’larinin  (15) calismasinda, 35 CID A. baumannii izolatinda
MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) ve Rep-PCR DiversiLab
sistemi ile karsilastirilmis ve nozokomiyal salgmlarin  tanimlanmasi igin
degerlendirilmistir. Sonuglar, MALDI-TOF MS’in, Acinetobacter salginlarinin gergek
zamanl tespiti i¢in, DNA bazli sistemlerden alinan sonuglarin elde edilmesinden 6nce
kullanilabilecegini gostermektedir. Tipleme metodlart arasindaki uyum Wallace

katsayilar1 kullanilarak analiz edilmistir. Rep-PCR analizi ile izolatlar {i¢ kiimeye
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ayrilmis ve her kiime iginde izolatlar aras1 genomik benzerlik >%98.5 bulunmustur. Ug
kiimenin birbirinden 6nemli Sl¢lide farkli oldugu, kiime I ve II arasindaki benzerlik
yiizdesinin yaklasik %75, kiime I ve III ile kiime II ve III arasindaki benzerligin de %55
oldugu goriilmiistiir. Tiim izolatlar, MALDI-TOF MS ile A. baumannii ve skorlar1 2.3
olarak tanimlanmistir. Bu ¢alismada, MALDI-TOF MS PCA ve Rep-PCR
dendograminda iki izolat farkli kiimelerde siniflandirilmistir. Sonug olarak bu izolatlar
icin elde edilen spektrumlarin kalitesi ve kiiltiirlerin inkiibasyon siiresi gibi farkli teknik
veya biyolojik nedenlerin MALDI-TOF MS sonuglarini etkileyebilecegi ve bakteriler,
farkli ortamlarda depolandiklarinda, islendiklerinde veya kiiltiirleri yapildiginda,
proteinlerin veya diger hiicresel islemlerin liretimini degistirerek, ¢cevresel degisikliklere
hizla adapte olabilecegini vurgulamislardir. Kiitle spektrometresi ile bakteri
tiplendirmeyi amaglayan deneylerde yukarida agiklanan tiim degiskenlerin dikkatlice
kontrol edilmesi gerektiginden bahsedilmistir. Rim ve ark.’larmnin (16) ¢alismasinda,
CiD A. baumannii izolatlarmin MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, Bremen,
Germany) ve PFGE dendogramlar1 karsilastirilmistir. MALDI-TOF MS dendogramlari
icin direk koloni ve protein ekstraksiyon yontemleri kullanilmistir. Aynt PFGE
paternine sahip izolatlar, MALDI-TOF MS dendrogramlarinda farkli dallara ayrilmistir.
MALDI-TOF MS dendrograminda ¢ok yakin iligkili izolatlar ile PFGE bant paternleri
gorsel olarak tamamen farkli goriilmiistiir. Calisma sadece MALDI-TOF MS’in
PFGE’ye gore dendogramin kiyaslandigi ilk arastirmadir. MALDI-TOF MS, tiirleri
hizl1 bir sekilde tanimlamak i¢in iyi bir ara¢ olmasina ragmen, calismanin sonuglari
MALDI-TOF MS dendogramlarmim CID A. baumannii klonalite analizi i¢in PFGE’nin
yerini alamadigimi gostermistir. Sousa ve ark.’larinin (10) ¢alismasinda, enfeksiyon
kontrolii icin MLST tipi ve PFGE pulsotipi bilinen degisik iilkelerden elde edilmis 58 A.
baumannii izolatinin klonal iliskileri etonol-formik asit bakteriyel ekstraksiyon metodu
ile MALDI-TOF MS analizi ile degerlendirilmistir. Calisma MALDI-TOF MS, ST
belirlenmesi %64.6 (2-20 kDa) ile zayif bir ayrim derecesi oldugunu ortaya koymustur.
Tespit edilen molekiillerin (ribozomal peptitler ve/veya proteinler), A. baumannii’de
klonal c¢esitlendirme sirasinda degismeden kaldig1 yoniindedir. Calismada, farkl
taksonomik diizeylerde bakteriyel tipleme i¢cin MALDI-TOF MS’in artan kullanimina
ragmen, A. baumannii klonal ayrimi i¢in bu metodolojinin uygunsuzlugunu

vurgulamiglardir. Spinali ve ark.’larinin (14) ¢alismasinda, Streptococcus agalactiae,
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Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumonia ve Staphylococcus aures tiirleri igin
MALDI-TOF MS tiplendirme ve PFGE arasinda olduk¢a uyumlu iliski oldugunu
vurgulamiglar ve A. baumannii igin suslar arasinda klonal iliskiyi daha iyi tanimlamak

i¢cin daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyuldugunuda belirtmislerdir.

Calismamizda, 72 karbapenem direngli A. baumannii izolatt PFGE ve MLST
yontemleriyle epidemiyolojik olarak degerlendirildikten sonra MALDI-TOF MS
yontemiyle tanimlama ve tiplendirme yapilmistir. MALDI-TOF MS i¢in tanimlamadan
once izolatlara etanol-formik asit ekstraksiyonu yapilmustir. Izolatlarin tiimiiniin skor
cut-off degeri >2 bulunmus ve tiim izolatlar A. baumannii olarak tanimlanmuistir.
Orneklerin PCA dendogram analizi yapilmistir. Dendogram analizi sonucunda, en
biiyiik kiime EU klon I, II ve III dahil olmak iizere 73 izolat igermektedir. Ozgiil olan
izolat kodlar1 A0O83 ve AB0O114’tlir. EU klon Il ile ST2 sekans tipi bulunan AB135’in
PCA dendogramda ayni klon oldugu goriilmektedir. Fakat AB109 MLST ile ST604
sekans tipine sahipken MALDI-TOF MS ile EU klon I ile yakin iligkili bulunmustur. Bu
durumda bahsedilen c¢alismalarin (16, 10, 140, 189, 191) biiyliik c¢ogunluguyla

calismamiz ortiismektedir.

Sonug olarak; ¢alismamizda A. baumannii izolatlar1 karbapenem direncine
sebep olan OXA-tipi karbapenemaz genlerini tasimaktadirlar. Karbapenem direnciyle
ilgili klon olarak bilinen EU klon II sekans tipi ST2 sekiz izolatta ve ST2’nin SLV’si
ST604 alt1 izolatta goriilmiistiir. Calismamizda EU klon I sekans tipi ST1 ve SLV’si
ST81 ise iki izolatta goriilmiistiir. Yapilan ¢alismalarla uyumlu olarak ST1 ve ST81
sekans tipine sahip izolatlarda OXA-92 geni saptanmistir (165, 166, 181). Diinyada
Tiirkiye’nin de katildigi calismalarda goriildiigi iizere EU klon II iilkemizde daha
yaygin olarak goriilmektedir. Yontemlerin ayiricilik 6zellikleri i¢in yapilan ‘Simpson’s
Diversity Index’ istatistik metodu ile PFGE metodu ayiricilik olarak en yiiksek SID
degerine sahiptir (SID=0,855). PFGE yontemini MLST (SID=0,630) takip etmektedir.
En disiik aymricilik 6zelligine sahip yontem ise SID=0,053 ile PCA yontemidir.
Calismamizda; Wallece katsayist (AW) iki siniflandirma metodunun birbirine ne kadar
benzer oldugunu gostermektedir. PFGE yontemi ile MLST sonuglari; PFGE
alttiplerinden rastgele segilen izolatlarin sekans tipleri ait oldugu alttip ile uyum
gostermektedir. MALDI-TOF MS yontemiyle ise MLST ve PFGE verileri uyumlu
sonuglar vermemistir. MALDI-TOF MS ile yapilan klonal iligkilerin degerlendirildigi
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caligmalarda tiire baglh degisken sonuclar verildigi gorilmistir. Epidemiyolojik
arastirmalar i¢in PFGE ve MLST yonteminin kullanilmasi, yapilan ¢aligmalarda ve

calismamizda da daha uygun oldugu goriilmektedir.

Epidemiyolojik yontemlerin kiyaslandigi ¢alismamizda PFGE’nin zaman alici
olmasi, 0rnek hazirlama, elektroforez ve bantlarin belirlenmesi gibi basamaklar birkag
giin gerektirmektedir. Yiiksek diizeyde bireysel beceri ve ¢ok fazla deneyime sahip
olmay1 gerektirmektedir. MLST yoOnteminin ise filogenetik caligmalar ve bakterilerin
tiplendirilmesinde yaygin olarak kullanilmakta oldugu bilinmektedir. Yontem, tim
bakteri kromozomunda ‘housekeeping’ genler icerisindeki fragmanlarin PZR ve dizi
analizine dayanmaktadir. Alellik paternler arasindaki fark, dizi tipi (ST) olarak
tamimlanir.  Izolatlar arasindaki genetik iligki, ST'lerinin karsilastirilmasiyla
belirlenmektedir. Son ¢aligmalar MLST'nin 6zellikle salginlar sirasinda en sik goriilen
nozokomiyal patojenleri belirlemek i¢in kullanilabilecegini gostermektedir. Ayrica,
bakterinin izole edildigi konagi tanimlamak ve bakterinin spesifik bir klonu veya
genotipi ile enfeksiyon veya kolonizasyona karsi konagin duyarlhiligini belirlemek i¢in
dolayli olarak kullanilabilmektedir. Bir ¢ok bakteri i¢in giincel bilgiler saglayan bir
veritaban1 (http://pubmlst.org) universal olarak takip edilebilmektedir. Farkli olarak
PFGE yonteminde MLST’de kullanilan wulusal ve/veya uluslarasi kiyaslanip
degerlendirmede kullanilabilen bir veri tabani olmayisidi. MALDI-TOF MS
yonteminde ise kolay ve hizli bir yontem olmasimin yanisira bazi parametrelerin
(saglamlik, ¢oziiniirliik ve aymrim giicii) optimizasyonunu gerektirmektedir. Bunlar
arasinda; biiylime kosullarinin modifikasyonu, ekstraksiyon yonteminin kullanima,
spesifik bakteri ekstraktlarinin kullanimi, cesitli matrikslerin ve bir i¢ standardin
kullanim1 ve/veya kiitle araliginda kiitle spektrumlarmin degisikligi ile optimize
edilebilir. Fakat kiitle spektrumlarinin zaman i¢inde ve farkli cihazlarda pik yogunlugu
degisiklik gosterebilir. Bu durum da bagimsiz veri sonuclarinin karsilastirilmasini
engelleyerek, cihazlardaki degisiklik ve/veya zamanla asinma (lazer giicii, lazer 6mrii,
dedektor duyarlilig) ile iligkili olabilmektedir. Bu varyasyonlar1 ¢6zmek icin, bakteri
inkiibasyonu, 6rnek hazirlama ve cihaz konfigiirasyonu gibi teknik adimlar 6nem arz
etmektedir. Klinik laboratuvarlarin rutin is akisinda MALDI-TOF MS tiplendirme
yonteminin uygulanmasi, veri analizi i¢in kullanic1 dostu bir yazilim gerektirmektedir.

Tiplendirme yoOntemlerini kiyaslamak ic¢in yazilim verileri arasinda dogrudan
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karsilagtirmaya imkan verecek herhangi bir yazilim bulunmamasi da bu tiir ¢alismalarda
ihtiyag duyulan en biyiik faktorlerden biridir. MALDI-TOF MS hizli prospektif
tiplemeyi saglayan ilk basamak epidemiyolojik bir ara¢ olarak degerlendirilebilir. Bu
nedenle, MALDI-TOF MS ile epidemik alttiirlerin tanimlanmasinin, patojenlerin
yayillmasint  Onleyecek  enfeksiyon  kontrol  Onlemlerinin  uygulanmasini

hizlandirabilecegi umulmaktadir.
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8. SONUC ve ONERILER

Ocak 2014-Agustos 2015 tarihleri arasinda; kan kiiltiirlerinden izole edilen, 72

karbapenem direngli ve orta duyarli A.baumannii izolat1 ¢alismaya dahil edilmistir. A.

baumannii izolatlarinda OXA gen varligmin PZR ile belirlenmesi ve farkl

epidemiyolojik yontemlerin karsilagtirilmast amaciyla PFGE, MLST ve MALDI-TOF

MS kullanilarak klonal iligkilerinin incelenmesiyle yaptigimiz ¢aligmada asagidaki

sonugclar elde edilmistir.

1.

A. baumannii izolatlarinin %88.3’ii YBU’lerinden; %16’si servislerden izole
edildi.

Calismamizda A. baumannii izolatlarinin 12 antibiyotik karsi duyarliliklart test
edildi. Duyarlilik oranlari; amikasine %13.9, ampisilin/sulbaktama %5.6,
sefepime %1.4, gentamisine %?23.6, trimetoprim/siilfametaksazole %5.6 ve
meropeneme  %]1.4 bulundu. Izolatlarm tiimii seftazidim, seftriakson,
siprofloksasin, imipenem, levofloksasin ve piperasilin/tazobaktama direngli
saptandi.

PZR ile tiim izolatlarda blaoxa-2a-iike V€ blaoxa-s1-ike geni tespit edildi. izolatlarin
higbirinde blaoxa-24-iike V& blaoxa-ss-iike genleri saptanmadi.

OXA-23 ve OXA-51 direng geni saptanan izolatlardan rastgele segilen ABO76,
AB114, AB118 ve ABI138 kodlu izolatlarin bu okzasilinaz genlerini birlikte
tasidigt DNA dizi analizi ile dogrulandi. BLAST programinda mevcut niikleotid
dizileri ile eslesme sonuglari tiim 6rnekler ve genler i¢in %98 {izerinde bulundu.
AB076 ve AB138 kodlu 6rneklerde; OXA-51-like gen grubunun alt grubu olan
OXA-92 geniyle %99 oraninda eslesme tespit edildi. Calismamiz OXA-92’nin
iilkemizde bildirildigi ilk ¢aligmadir.

PFGE ile tiplendirilmesi yapilan 72 susun kiimeler arasi benzerligi %83 olarak
bulundu. Analizde %90-100 uyum gosteren suslar ayni; %85-90 arast uyum
gosterenler yakin iligkili; %80-85 muhtemel iligkili; %70’in altinda uyum ise
iligkisiz olarak kabul edildi. Suslar A (n=58), B (n=8), C (n=4), D (n=4) ve E
(n=1) olmak {izere bes ana pulsotipe ve bu gruplarda 10 altgruba ayrilmaktaydi.
Genotip A en biiylik kiimeyi olusturdu ve suglar arasinda %85.2 ile yakin iligki
bulundu. Suslarin yedisi 6zgiil (singleton) PFGE profili gosterdi. Tiplendirmeye

alinan suglar 18 pulsotip olarak belirlendi.
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10.

11.

A. baumannii izolatlarinin European klonlar1 (I, IL, III) ile klonal iliskileri PFGE
dendograminda sirastyla; C1, AS alttipleri ve E 6zgiil tipinde yer aldi. En biiyiik
pulsotip A’nin alttipinde Al, A2, AS, A7, A8 ve A9’un ve B pulsotipinden
B3’iin MLST ile sekans tipi ST2 bulundu. ST2 MLST Pasteur semasina gore
EU klon II olarak tanimlandi. Ek olarak; A pulsotipinden A3, A4, A6; B
pulsotipinden B1 ve B2 ST2 sekans tipinin ‘single locus variable (SLV)/tek
lokus farkliligindan ST604 bulundu. goeBURST diyagramiyla da ST604’iin
koken aldig1 klonun ST2 oldugu gosterildi. C pulsotipinden; C1, C3 ST1 ve C2
alttipi ST81 (STIl’in SLV) olarak MLST ile tanimlandi. goeBURST
diyagramiyla da ST81’in koken aldigi klonun ST1 oldugu gosterildi. Farkli
olarak; B pulsotipinde B4 alttipleri ve D pulsotipinin sekans tipi ST157 bulundu.
PFGE’de alttipler kendi i¢inde sekans tipleri ayn1 saptandi.

MALDI-TOF MS yontemiyle izolatlarin tiimiiniin skor cut-off degeri >2
bulundu ve tiim izolatlar A. baumannii olarak tanimlandi. PCA dendogram
analizi sonucunda; en biiyiik kiime EU klon I, II ve III dahil olmak {izere 73
izolat igermekteydi. Ozgiil olan izolat kodlart A083 ve AB0114’tii. EU klon II
ile ST2 sekans tipi bulunan AB135 PCA dendogramda ayni klon oldugu
goriildii. Fakat AB109 MLST ile ST604 sekans tipine sahipken MALDI-TOF
MS ile EU klon I ile yakin iligkili bulundu.

MLST ve PFGE ile izolatlar arasinda en fazla EU klon II ve SLV’si ST604 ile
iliski bulunmustur. ST604 diinyada sadece Misir’dan bildirildi. Ulkemizde ilk
kez ST604 sekans tipi calismamizda alt1 izolatta tanimlandi.

Calismamiz; {ilkemizden A. baumannii izolatlarinda ST81 sekans tipinin
bildirildigi ilk ¢aligmadir.

Yontemlerin ayiricilifi yapilan ‘Simpson’s Diversity Index’ istatistik metodu ile
PFGE metodu aymricilik olarak en yiiksek SID degerine sahip bulundu
(S1D=0.855). PFGE yo6ntemini MLST (SID=0.630) takip etmekteydi. En diisiik
aywricilik o6zelligine sahip yontem ise SID=0.053 ile PCA yontemi olarak
bulundu.

Wallece katsayis1 (AW) iki siniflandirma metodunun birbirine ne kadar benzer
oldugunu gostermektedir. PFGE yontemi ile MLST sonuglari; PFGE

alttiplerinden rastgele secilen izolatlarin sekans tipleri ait oldugu alttip ile uyum

93



12.

13.

gostermektedir. MALDI-TOF MS yontemiyle ise MLST ve PFGE verileri
uyumlu sonuglar vermemistir.

A. baumannii izolatlarinda karbapenemaz tespit edilmesi ve molekiiler
yontemlerle dogrulanmasi hastane igindeki direngli izolatlarin yayiliminin
onlenmesine yonelik c¢alismalarda ve dogru antimikrobiyal tedavinin
secilmesinde yonlendirici olacaktir. Epidemiyolojik yontemlerin
degerlendirildigi calismamizda PFGE ve MLST yontemlerine ek olarak
MALDI-TOF MS yontemi hizli prospektif tiplemeyi saglayan ilk basamak bir
ara¢ olarak goriilmektedir. Bu nedenle, MALDI-TOF MS ile epidemik
alttlirlerin tanimlanmasi, patojenlerin yayilmasin1 6nleyecek enfeksiyon kontrol
onlemlerinin uygulanmasini hizlandirabilmesi i¢in 6nerilebilir.

Tiplendirme yontemlerini kiyaslamak icin yazilim verileri arasinda dogrudan
karsilagtirmaya imkan verecek herhangi bir yazilim bulunmamas: da bu tiir

caligmalarda ihtiya¢ duyulan en biiyiik faktorlerden biridir.
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