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1. OZET

Acinetobacter baumannii complex Klinik izolatlarinda Karbapenem Direncinin

Molekiiler Mekanizmalarimmin Arastirilmasi

Karbapenemler, ¢ogul direngli A. baumannii complex (ABC) izolatlarinin neden
oldugu ciddi enfeksiyonlarda genellikle son c¢are antimikrobiyal ajanlardir. Fakat
karbapenemleri hidrolize eden beta laktamazlar, karbapenem kullanimina paralel olarak
artan oranlarda bildirilmektedir. Metallo beta laktamazlar (MBL) ve karbapenemleri
hidrolize eden oksasilinaz tiirleri (OXA), karbapenemlere dirence neden olan beta

laktamazlardir ve ayn1 zamanda horizontal yayilim agisindan 6nem arz etmektedir.

MBL ve OXA karbapenemaz grubu enzimleri iireten ABC ile enfekte hastalarin
tedavilerinde uygun antibiyotiklerin secilebilmesi ve direncin bakteriler arasinda mobil
elemanlarla (plazmid ve transpozon gibi) yayiliminin 6nlenmesi i¢in bu enzimlerin

varliginin belirlenmesi son derece 6nemlidir.

Bu c¢alismanin amaci, karbapenem direngli izolatlarda MBL ve OXA
enzimlerinin fenotipik ve molekiiler yontemlerle arastirilmasidir. Bu amagla; Ocak
2007-Aralik 2009 tarihleri arasinda 74 hastanin kan 6rneginden izole edilen imipenem
ya da meropeneme orta duyarli ve direngli ABC izolatlar1 ¢calismaya dahil edilmistir.
Fenotipik testlerden kombine disk testi ve modifiye Hodge testi (MHT) uygulanmistir.
Fenotipik test sonuglart PCR ve DNA dizi analizi yontemleriyle karsilastirilmastir.

ABC izolatlarinin kombine disk testi ile 4' {inlin (%5.4), MHT ile sadece birinin
(%1.35) MBL iirettigi saptanmistir. PCR yontemi ile blajve, blaviv, blasim, blagim ve

blaspm genleri arastirilmis ancak izolatlarin higbirinde bu genler tesbit edilmemistir.

Oksasilinaz genlerinden PCR ile; 26 izolatta blapxa-23 geni, 32 izolatta blaoxa-ss
geni ve tiim izolatlarda blapgxa-s1 geni bulunmustur. Izolatlarm higbirinde blaogxa-24 geni
saptanmamustir.  Uc izolatta blaoxa2s, blaoxass Ve blaoxasi genlerinin birlikte
bulundugu tespit edilmistir. Bu izolatlarin bir tanesinde blapxa-23 blaoxa-ss Ve blapxa-s1

genlerinin varligi DNA dizi analizi yontemiyle dogrulanmistir.

Calismamizin sonuglar1 hastanemizde direncli suslarin yayiliminin 6nlenmesi ve

uygun ampirik tedavinin belirlenmesinde yardime1 olacaktir.



Anahtar Sozciikler: A. baumannii complex, Karbapenem direnci, Kombine
disk testi, Modifiye Hodge Test, Metallo Beta Laktamaz, Oksasilinaz, DNA dizi analizi



2. SUMMARY

Investigation of Molecular Mechanisms of Carbapenem Resistance in

Acinetobacter baumannii complex from Clinical Isolates

Carbapenems are usually last resort antimicrobial agents used in serious
infections caused by multi-resistant A. baumannii complex (ABC) strains. However,
beta lactamases, which hydrolyze carbapenems, have been increasingly reported in
parallel with the use of carbapenem. Metallo beta lactamase (MBL) and oxacillinase
types (OXA), are beta lactamases, which hydrolyze carbapenems, therefore, cause

resistance to carbapenems and also important in terms of horizontal propagation.

To determine the presence of these enzymes in the treatment of patients infected
with ABC that produce MBL and OXA group of carbapenemase enzymes is extremely
important for the prevention of the spread of the resistance between bacteria by mobile
elements (such as plasmid and transposon) and selection of appropriate antibiotics.

The purpose of this study is to investigate MBL and OXA enzymes in
carbapenem resistant isolates using phenotypic and molecular methods. For this
purpose, 74 imipenem or meropenem resistant and moderately susceptible ABC strains
isolated from blood samples of patients admitted to hospital between January 2007 and
December 2009 were included. Of the phenotypic tests, combined disk test and the
modified Hodge test (MHT) were applied. Phenotypic test results were compared with
PCR and DNA sequencing methods.

Four ABC isolates (5.4%) with combined disc test and only one isolate (1.35%)
with MHT identified producing MBL. Using PCR method blaupe, blayiv, blasim, blagim
and blaspm genes are searched, but none of them were found in the isolates.

Of the oxacillinase genes, blapxa-23 gene in 26 isolates, blapxa-ss gene in 32
isolates, and blapxa-s1 gene in all isolates were determined by PCR. blapxa-24 gene was
not found in none of the isolates. In three of the isolates blagxa-23, blagxa-ss and blagxa-
51 genes were found together. In one of these isolates, the presence of blagxa-23, blaoxa-

51 and blapxa-ss Was confirmed by using DNA sequencing method.

The results of this study will help to prevent the spread of resistant strains in our

hospital and to determine the appropriate empiric therapy.



Key words: A. baumannii complex, Carbapenem resistance, Combined disc test,

Modify Hodge Test, Metallo Beta Laktamaz, Oxacillinase, DNA sequencing method



3. GIRIS ve AMAC

Nonfermentatif gram negatif basil olan Acinetobacter tiirleri epidemilere yol
acan hastane enfeksiyonu etkenleridir. Hastane kaynakli sepsis, pndmoni, menenjit,
idrar yolu, deri ve yumusak doku enfeksiyonlarindan siklikla izole edilen firsatci
patojenlerdir. Acinetobacter tiirleri, antibiyotiklere karsi yiliksek oranda direng
gelistirebilmesi ve hastane ortaminda uzun siire canli kalabilme 6zellikleri nedeniyle;
hastalar1 kolaylikla kolonize edebilmekte, hastane personeli araciligi ile veya solunum

cihazlar1 gibi ekipmanlarla diger hastalara yayilmakta ve epidemilere neden

olabilmektedirler (1,2).

Acinetobacter tiirleri ampisilin, amoksasilin ve birinci kusak sefalosporinler gibi
bircok antibiyotige dogal direnglidirler. Beta laktamaz enzim iiretimi (TEM-1, beta
laktamazlar, AmpC sefalosporinazlar, karbapenemazlar), dis zar porinlerindeki
degisiklik, penisilin baglayan proteinlerindeki degisiklik ve efflux pompa aktivitesi
antibiyotiklere kars1 baslica direng mekanizmalaridir (3, 4). Bu mekanizmalar aracilifi
ile birden fazla farkli sinif antibiyotige kolayca direng gelistirmekte ve ¢ogul direngli

Acinetobacter kokenlerinin neden oldugu enfeksiyonlarin sayist hizla artmaktadir.

Karbapenemler, c¢ogul direngli ABC izolatlarmin neden oldugu ciddi
enfeksiyonlarda genellikle son care antimikrobiyal ajanlardir. Fakat karbapenemleri

hidrolize eden beta laktamazlar da karbapenem kullanimina paralel olarak artan

oranlarda bildirilmektedir (5, 6, 7).

Karbapenemleri hidrolize eden beta laktamazlar (karbapenemazlar) Ambler
smiflamasinda ii¢ grupta yer alirlar. Bunlardan metallo beta laktamazlar ve

oksasilinazlar karbapenem direncine en sik sebep olan karbapenemazlardir.

Smif B’ de enzimin aktif bolgesi ¢inko iyonu igerir ve Metallo Beta Laktamaz
(MBL) olarak smiflandirilan bu grup klasik beta laktam inhibit6rlerine direnclidirler. Bu
enzimlerin en Onemli Ozelligi monobaktamlar disinda tiim beta laktamlar1i ve
karbapenemleri hidrolize edebilmeleridir. EDTA (etilen diamin tetra asetikasit) gibi bir
metal gelatorii ile inaktive olurlar. Aminoasit dizilim homolojisini arastirilarak yapilan
caligmalarda 5 tip MBL saptanmistir. Bunlar IMP, VIM, SIM, SPM ve GIM tipi MBL’

dir. Fakat bu tiplerden yalnizca ilk {igli Acinetobacter tiirlerinde tanimlanmistir. MBL



tiirlerinin dagilimi bolgesel farkliliklar gostermekle birlikte en yaygin goriilenler IMP
ve VIM tiirevleridir. MBL' leri kodlayan genler genelde simif 1 (bazen smif 3)
integronlarca tasinan ve bakteriler arasinda kolayca yayilabilen genetik elemanlardir.

Sinif D karbapenemazlar; aktif bolgelerinde serin aminoasidi bulunan, EDTA ile
inhibe olmayan serin karbapenemazlardir. Simif D karbapenemazlar, oksasilinaz
aktiviteleri dikkate alindigindan OXA tipleri olarak smiflandirilirlar.  Cesitli
calismalarda farkli OXA karbapenemaz alt gruplart biiyiik oranda Acinetobacter cinsi
bakterilerde saptanmistir. Alt gruplar aminoasit homolojisine gore; birinci, ikinci ve
tiglincii alt gruplar sirastyla OXA-23 benzeri, OXA-24 benzeri ve OXA-51 enzimler,
sekanslar1 temel alinarak belirlenmistir. Bu ii¢ alt grup kromozomal olarak ya da
plazmid aracilig1 ile bakteriler arasinda aktarilabilmektedirler. Pek ¢ok farkli iilkede
tanimlanan alt gruplar arasinda OXA-51 benzeri enzimlerin test edilen A. baumannii
kokenlerinde pozitif ¢ikmig olmasi, bir alt popiilasyonunun kromozomunda bu enzim
genlerinin dogal olarak bulunuyor olabilecegini diisiindiirmiistiir. Dordiincii alt grupta
bulunan ve plazmid aracilig1 ile ya da kromozomal olarak aktarilmakta olan OXA-58

pek cok tilkenin yani sira lilkemizde de saptanmustir.

ABC tiirleri ile enfekte hastalarin optimal tedavisinin belirlenmesi ve
karbapenemaz Tlreten bakterilerin mobil elemanlarla (plazmid ve transpozon gibi)
yayilliminin o6nlenmesi icin MBL ve OXA enzimlerinin fenotipik ve molekiiler

yontemlerle saptanmasi gerekmektedir (3, 4, 6).

Bu calismada kan kiiltiirlerinden izole edilmis karbapenem orta duyarli ve
direncli ABC izolatlarinda OXA ve MBL enzimlerinin fenotipik ve molekiiler

yontemlerle arastirilmasi amaglanmustir.



4. GENEL BILGILER
4.1 Acinetobacter spp.
4.1.1 Tarihge ve taksonomi

Acinetobacter tiirleri ilk kez 1911' de Alman mikrobiyolog Martinus W.
Beijerinck  (1851-1931) tarafindan topraktan izole edilmistir. Micrococcus
calcoaceticus olarak isimlendirilmis ve Micrococcus calcoaceticus, Mima polymorpha,
Achromobacter, Bacterium anitratum, Herellea vaginicola, Alcaligenes, B5W,
Moraxella glucidolytica ve Moraxella Iwoffii gibi 15’ in tizerinde farkli isimle anilmistir
(1, 2, 3). Paul Baumann 1968' de, Roger Y. Stanier (1916-1982) ve Michael Doudoroff
(1911-1975) bu mikroorganizmalar1 Acinetobacter adli tek bir cins iginde
toplamislardir. Bergey’ in Sistematik Bakteriyoloji El Kitab1' nda (Bergey’ s Manual of
Systematic Bacteriology) Acinetobacter cinsi A. calcoaceticus adli tek tiir ile
Neisseriaceae ailesi i¢inde incelenmektedir. Acinetobacter cinsi, Moraxella,
Psychrobacter ve ilgili diger cinslerle birlikte Moraxellacea ailesi i¢inde yer almaktadir.
Acinetobacter, 17' si DNA hibridizasyonu metoduyla isimlendirilmis toplam 32 farkli
genomik tiir icermekteyken bunlara ek olarak A. beijerinckii ve A. gyllenbergii
tirlerinden de bahsedilmistir (Tablo 1) (1, 2, 4). Acinetobacter; Towner' 1n yaptigi
calismayla 18' i molekiiler yontemlerle isimlendirilmis toplam 33 tiir igermektedir (1).
A. calcoaceticus, A. baumannii, Acinetobacter genomic species 3 ve Acinetobacter
genomic species 13TU bir¢ok yonden benzerlik gosteren, fenotipik yontemlerle
birbirlerinden ayirt edilmesi zor olan tiirlerdir ve A. calcoaceticus-A. baumannii
kompleksi ad1 altinda incelenmektedir (3, 4). Acinetobacter genomik tiirleri Tablo 1' de

verilmistir.

Tablo 1. Acinetobacter genomik tiirler

Tiirler Genomik tiir Referans izolat
A. baumannii 2 ATCC 19606"
A. baylyi DSM 149617
A. bouvetii DSM 14964"
A. calcoaceticus 1 ATCC 23055'
A. gerneri DSM 149677




Tablo 1' in devami

A. grimontii DSM 14968"
A. haemolyticus 4 ATCC 17906"
A. johnsonii 7 ATCC 17909"
A. junii 5 ATCC 17908"
A. lwoffii 8/9 ACTC 15309"
ATCC 9957
A. parvus NIPH384"
A. radioresistens 12 IAM 13186"
A. schindleri NIPH1034"
A. tandoii DSM 149707
A. tjernbergiae DSM 149717
A. towneri DSM 149627
A. ursingii NIPH137"
“A. venetianus” ATCC 31012
3 ATCC 19004
6 ATCC 17979
10 ATCC 17924
11 ATCC 11171
13TU** ATCC 17903
13BJ, 14TU ATCC 17905
14BJ* CCUG 14816
15BJ SEIP 23.78
15TU M 151a
16 ATCC 17988
17 SEIP Ac87.314
Between 1 and 3 10095
Close to 13TU 10090

BJ*: Bouvet and Jeanjean

TU**, Tjernberg and Ursing (Bergogne ve Peleg' den, 3, 4)



4.1.2 Genel mikrobiyolojik ozellikler

Acinetobacter izolatlar1 ¢ogunlukla kapsiillii, kisa, hareketsiz, gram negatif 1.0-
2.5 um boyutlarinda kokobasillerdir. Kat1 besiyerlerinde iireyen koloniler diizgiin, opak,
yumusak, bazen mukoid ve grimsi-beyaz olmalarina ragmen bazi ¢evresel izolatlarda
kahverengi pigment liretimine rastlanmaktadir. Saf kiiltiirden alinan gram boyamalarda
degiskenlik goOstermesinin yanmi sira, hiicre boyutunda da ¢esitlilik goriilebilir (3, 4).
Pozitif kan kiltirii sigelerinden hazirlanan direk yaymalarda gram pozitif kok
goriiniimiinde olabilecegi de vurgulanmaktadir (5). Acinetobacter’ in tiim {tyeleri
zorunlu aerob, oksidaz negatif, katalaz pozitif ve nonfermentatif bakterilerdir. Oksidaz
testinin negatifligi Acinetobacter izolatlarinin diger nonfermentatif bakterilerden hizli

bir sekilde ayrimini saglamaktadir. Birgok izolat nitrat1 nitrite indirgeyememektedir (6).

Genel iiretim besiyerlerinde 35-37°C’ de kolayca {iretilebilirler. Kanli agardaki
kolonileri 24 saat sonunda 2-3 mm ¢apina ulasirlar ve bazi klinik izolatlar, 6zellikle
genomik tiir 4 (A. haemolyticus), kanli agarda hemoliz yapabilir ve Eozin Metilen Blue
Agar' da laktoz negatif koloniler olustururlar. MacConkey Agar' da renksiz ya da hafif
pempemsi koloniler olusturabilirler (5). Klinik orneklerden izole etmek ig¢in safra
tuzlari, seker ve bromkrezol moru igceren Herelea Agar gibi secici ayirtict besiyerleri
gelistirilmistir.  Secgici  besiyerleri antibiyotikler kullanilarak modifiye (Leeds
Acinetobacter medium gibi) edilmistir (3, 4). Gaita gibi florali 6rneklerden izole etmek
icin ek bir karbon ve enerji kaynagi, nitrojen kaynagi olarak amonyum veya nitrat
tuzlart igeren pH 5.5-6.0 olan sivi mineral besiyerine inokiile edilerek izole etmek
miimkiindiir. Sivi besiyerindeki Ornek, kuvvetlice sallanarak 24-48 saat inkiibasyon
sonras1 segici besiyerine inokiile edilmektedir. Diski gibi cesitli klinik ve c¢evresel

orneklerden Acinetobacter izolasyonunda bu yontem kullanilmaktadir (3).

Tirler arasinda ayrim yapmak igin geleneksel biyokimyasal metodlar yeterli
olmamaktadir. Ticari sistemlerden; API 20 NE (bioMerieux, Fransa) bes tiir identifiye
edebilirken, Biolog GN2 Microplate (Biolog, Hayward ABD) 15 tiir identifiye
edebilmektedir.(6, 7)



4.1.3 Epidemiyoloji

Acinetobacter tiirleri saglikli bireylerin en az %25 inde; koltuk alt1, kasik, parmak
arasi gibi nemli bolgelerin deri florasinda bulunabilmektedir (8). Saglikli bireylerin agiz
boslugunda bulunabilirler (9, 10). Acinetobacter tiirleri kuruluga dayaniklidir ve cansiz
ylizeylerde glinlerce canliliklarini siirdiirebilmektedirler. Dogada nemli bdlgelerde
bulunmalari; kontaminasyonu ve bakterinin ¢esitli yiizeylerde uzun siire canl
kalabilirligini miimkiin kilmaktadir (11). Hastane ortaminda; enfekte hastalardan ya da
kolonizasyon belirlenen hastalardan kolayca ¢evreye yayilmasi uzun siiren salginlarla
iliskilendirilebilir (3). Insan deri ve mukoza membraninda daha &nce hastanede
kalmayan bireylerin %43' iinden fazlasinda kolonizasyon tespit edilmistir. En sik izole
edilen tiirler A.lwoffii (%58), A. johnsonii (%20), A. junii (%10) ve Acinetobacter
genomik tiir 3 (%6) olarak raporlanmistir (12). Saglikli goniillii bireylerin %44' iiniin
tasiyicilik yiizdeleri; A. Iwoffii (%61), Acinetobacter genomic species 15BJ (%12), A.
radioresistens (%8) ve Acinetobacter genomic species 3 (%5) olarak bulunmustur (13).
Bir¢ok salginda cilt ve bogaz florasi, solunum veya sindirim sisteminde biiylik oranda
Acinetobacter tiirleri kolonizasyonu bildirilmistir. Yogun Bakim Uniteleri' nde (YBU)
yatan hastalarda solunum sistemi kolonizasyonunun yiiksek oranda goriilmesi,
ekipmanlar1 kontamine ederek salginlarina yol agtig1 gosterilmistir. Salginlar sirasinda
hastalarin cildinin kolonizasyonu, hastane personelinin ellerinin kontamine olmasi
sonucu salginin devam etmesine ve hastane igerisinde yayilmasina neden olmaktadir.

Sindirim sisteminde kolonizasyona nadir rastlanmaktadir (3).

In vitro ¢alismalar; formika, seramik, paslanmaz ¢elik, kauguk, polivinil kloriir
iceren cesitli ylizeylerde yasayabilecegini gostermistir. Wenth ve arkadaglart A.
baumannii izolatlarinin seramik, polivinil kloriir, kauguk ve paslanmaz gelik yiizeylerde
koloni sayilarini 2 hafta sonra en az 10° cfu/ml (colony forming unit) olarak
bulmuslardir (14). Yatak raylari, minder, perde, hasta kaldirma askisi, temizlik i¢in
kullanilan bezler, kovalar, kap1 kollari, lavabolar, ventilator yiizeyleri, ekipmanlar,
steteskoplar, resiisitasyon ekipmanlar1 ve bilgisayar klavyeleri kolonizasyon oldugu
bolgelerdir (9, 15). En ¢ok solunum yolu ekipmanlar1 ve cihazlarinda kolonize
olmaktadirlar (16). Jawad ve arkadaslar1 yaptig1 bir ¢aligmada Acinetobacter tiirlerinin
salgin ve sporadik izolatlarin kuru yiizeylerde ortalama yasama siirelerini 21 ile 31 giin

arasinda bulmuslardir (17).
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4.1.4 Viriilans faktorleri

Acinetobacter tiirleri diisiik viriilansa sahip patojenlerdir. Bazi enfeksiyonlarda bu
organizmalarin viriilans1 artabilir. Biyofilm {iretimi, antimikrobiyal ajanlardan ve
konagin immiin yanitindan kag¢masina olanak saglamak suretiyle enfeksiyonlarin
patogenezine katkida bulunmaktadir (18). PER-1 beta-laktamaz geni tasiyan A.
baumannii izolatlarinin biyofilm olusturma ve epitel hiicrelere adezyonu ile iligkili
oldugu diisiiniilmektedir (19). Insan epitelyal hiicrelerine adezyonunu polisakkarit
kapsiil ve fimbria ile yapmaktadir. Doku lipitlerine zarar veren ekstraselliiler enzim
tiretebilmektedir. Hiicre duvarmin lipopolisakkarit bileseni lipid A ile endotoksin

tiretmektedir (20).

Quorum sensing sistemi bakterinin regiilasyon mekanizmasidir. N-a¢il homoserin
lakton yapisindaki sinyal molekiillerinin rol oynadigi sistem, uygun olmayan cevresel

kosullarda adaptasyonunu saglayabilir.

Bazi Acinetobacter izolatlarinin demiri saglama kabiliyeti 6nemli bir viriilans
belirleyicisidir. A. baumannii' nin siderofor aracili kazanim sistemi olan asinetobaktin
ilk kez A. baumannii 19606 izolatinda tanimlanmig ve bunun hemin kazanim

sistemlerine de katki sagladigi bildirilmistir (21, 22).
4.1.5 Acinetobacter enfeksiyonlarinin patogenezi

Acinetobacter tiirleri ile iliskilendirilen risk faktorleri, enfeksiyona yatkinlig
kolaylastirmaktadir (3). Mikroorganizma hastadan hastaya gegebilir, kolonize ve
enfekte hastalar A. baumannii igin 6nemli rezervuardir (23). Cerrahi ve invaziv islemleri
takiben endotrakeal tiip takilmasi ve katater kullanilmasi kolonizasyonla iligkili
bulunmustur. Yanik hastalarinda kolonizasyonu takiben ortaya c¢ikan bakteriyemi ile
iliskili oldugu bildirilmistir (24). Kolonizasyonu invaziv enfeksiyonlar izleyebilir (25).
Cerrahi sonrasi, altta yatan ciddi hastalik tablosuna (malignite, yanik ya da
immunbaskin) sahip olanlarda, Ozellikle yash bireylerde firsatg1 Acinetobacter
enfeksiyonlar1 goriilmiistiir. Uzun siire YBU' nde kalma, antibiyotik kullanimi1, mekanik
ventilatore bagli kalma, damar i¢i kateterizasyon, idrar sondasi, endotrakeal tiip,
trakeostomi ve enteral beslenme enfeksiyon i¢in baglica risk faktorleridir (26, 27).

Hastane enfeksiyonlarinda ABC ile iliskilendirilen bir¢ok salgin bildirilmistir. Hastane
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kaynakl1 salginlarda siklikla solunum yolu ekipmanlari, hastane personelinin elleri yolu

ile yayilmaktadir (28).
4.1.6 Acinetobacter kokenleriyle olusan hastane kaynakh enfeksiyonlar

Hastane kaynakli enfeksiyonlar 'Centers of Disease Control and Prevention'
tanimima goére hastanin hastaneye bagvurdugunda veya hastaneye yattiginda heniiz
inkiibasyon doneminde olmayan, hasta yatisindan en az 48-72 saat sonra veya taburcu
olduktan 10 giin iginde ortaya ¢ikan enfeksiyonlardir (29). YBU, dializ iiniteleri,
transplantasyon tiniteleri, yanik iiniteleri, yenidogan servisleri diger hastane birimlerine
kiyasla hastane kaynakli enfeksiyonlar i¢in daha fazla risk altindadir. Acinetobacter
1970" lerin sonlarinda hastanelerde genis spektrumlu antibiyotiklerin kullaniminin
artmasinin olast sonucu olarak oOnemli hastane kaynakli patojen olarak dikkat
cekmektedir (1). Diinya c¢apinda YBU' deki kritik hastalarda A. baumannii
enfeksiyonlar1 giderek daha yaygm hale gelmektedir (30). Acinetobacter tiirlerinin
YBU' lerde gériilme sikligr kullanilan invaziv tani ve tedavi islemleri ile iliskili oldugu
dikkat cekmektedir. Hastane ortaminda 6zellikle YBU' deki mekanik ventilasyona bagl
hastalarda, yara veya yanik gibi travmatik durumu olan hastalarda temel sorunlar

cogunlukla Acinetobacter kaynakli olmaktadir (31).
4.1.6.1 Solunum yolu enfeksiyonlar:

Hastane kaynakli pnomoni Acinetobacter tiirlerinin siklikla sebep oldugu solunum
yolu enfeksiyonudur. Birgok vakada pnomoni tablosunu, iist solunum yollarinda
kolonizasyondan ayirt etmek zordur. Norocerrahi, akut respiratuar distres sendromu,
kafa travmasi, aspirasyon, antibiyotik terapisi ve el yikama aligkanliginin zayif olmasi
Acinetobacter tiirlerinin sebep oldugu ventilatorle iliskili pnémoni tablosu igin risk
faktorleridir (32). Amerika' da yapilan siirveyans calismasinda YBU' deki pndmoni
vakalarinin  %5-10' u A. baumannii nedeniyle olmustur (4). Bazi ¢alismalarda
Acinetobacter kokenli hastane kaynakli pndmonilerde mortalite oran1 %70 olarak rapor
edilmistir (33). YBU' de yatma, ilerlemis yas, kronik akciger hastaligi, cerrahi,
immiinosiipresyon, antimikrobiyal ila¢ kullanimi, trakeostomi ve endotrakeal
entiibasyon gibi risk faktorlerinin varligi Acinetobacter kokenlerine bagli pnémoni

olusma riskini arttirmaktadir (3). Atlanta' da yapilan bir ¢alismada Acinetobacter
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kaynakli YBU pndmoni olgular1 1986 yilinda %4 iken 2003' de %7' ye yiikselmistir
(34).

Hastaneye yatis, hemodiyaliz, saglik bakim evlerinde yasama, ayaktan intravenoz
tedavi ve evde basi yaras1 tedavisi dykiisii bulunan kisilerde gelisen pnomoniler, saglik
bakimu ile iliskili pnémoni (SBIP) olarak adlandirilmaktadir (35, 36). SBIP etkenleri
arasinda, Pseudomonas aeruginosa, A. baumannii ve Staphylococcus aureus gibi

potansiyel olarak ¢cogul direngli etkenler 6nemli yer tutmaktadir (37).

Acinetobacter izolatlarinin neden oldugu toplum kaynakli pnémoni olgularina
nadir rastlanmaktadir. Yas ortalamas1 56 ve 73 arasindaki bireyler icin bildirilen risk
faktorleri sigara kullanimi, kronik obstriiktif akciger hastaligi, diyabet, organ yetmezligi

ve malignitelerdir (38).

4.1.6.2 Bakteriyemi

Bazi durumlarda cilt florast ile kan numunelerinin kontaminasyonu, bakteriyemi
ile ayrimi1 zorlastirmaktadir. Acinetobacter tiirleri, tek bir patojen olarak ya da
polimikrobiyal bakteriyeminin bir parcast olarak bulunabilir. Eriskin hastalarda
bakteriyemiye sebep olan Acinetobacter tiirleri arasinda en ¢ok dikkat ¢eken A.
baumannii' dir. Immunbaskin hastalarin biiyiikk c¢ogunlugunu, erigkin hastalar
olusturmaktadir. Yenidoganlarda daha az siklikla goriilmektedir. Diisiik dogum agirligi,
oncesinde antibiyotik kullanimi, mekanik ventilasyon ve yenidogan konviilsiyonlar

septisemi i¢in risk faktorleridir (3).

A. baumannii etken oldugu hastane kaynakli bakteriyemiler diger servislere gore
YBU' de daha fazla goriilmektedir (39, 40). YBU' de P. aeruginosa ve Candida spp.
enfeksiyonlarindan sonra en sik {iiincii etken olarak goriilmektedir (4). Hastanin YBU'
de kalmasi, cerrahi operasyon gecirmesi, mekanik ventilasyon, hiperalimentasyon, genis
spektrumlu antibiyotik tedavisi, intravendz kateter varligi A. baumannii bakteriyemisi
predispozan faktdrlerdir (41, 42). Intravendz ve solunum yolu kateteri bakteriyemilere
sebep olan en yaygin kaynaktir. Kateterin her 48 saatte ve aseptik kosullarda
degistirilmesi bu riski azaltabilir (43). Cerrahi yara, yanik, idrar yollar

enfeksiyonlarinda daha az siklikla kaynak olmaktadir.
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Solunum yollar1 ve cerrahi yara enfeksiyonlariin akabinde gelisen bakteriyemide
A. baumannii en énemli etkenlerden biridir (39). Hastaneye yatistan sonraki ortalama 26

giin i¢inde olabilecek tiim bakteriyemilerde A. baumannii etken olabilir (40).
4.1.6.3 Menenjit

Acinetobacter; primer menenjit tablosunda sporadik vakalar ile seyrederken, daha
baskin olarak ndrocerrahi ya da kafa travmasi sonrasinda sekonder menenjit etkenidir
(44, 45). Risk faktorleri olarak ventrikiilostomi, serebrospinal fistiil, bes giinden daha
fazla siireli ventrikiiler kateter varligi ve yogun antibiyotik kullanimi tanimlanmustir.
Acinetobacter kokenlerinin neden oldugu hastane kaynakli menenjitlerde mortalite
oranlar1 %15-40 kadardir. Gelismekte olan iilkelerde bu oran %70' lere kadar ¢ikabilir
(45, 46).

4.1.6.4 idrar yolu enfeksiyonu

Acinetobacter tiirlerine, hastane kaynakli idrar yolu enfeksiyonlarina nadir
rastlanmaktadir. Genelde ¢ok yash diiskiin, YBU' de uzun siire kalanlarda ve kalici
olmayan {iriner kateterli hastalarda idrar yolu enfeksiyonuna neden olmaktadir (3).
Kateterle iliskili enfeksiyon ya da kolonizasyonla iliskilendirilmistir. Ayaktan

hastalarda idrar yolu enfeksiyonlarina sebep olmasi olas1 degildir (4).

4.1.6.5 Yumusak doku enfeksiyonlari

Acinetobacter tiirleri ozellikle agir yanik ve travmatik yarasi olan hastalarda
firsatg1 enfeksiyona neden olur. Irak ve Afganistan' da savas sirasinda yaralanan
askerlerin, yaralarindan izole edilmistir (47). Bir ¢alismada Acinetobacter tiirleri yogun
bakim iinitesindeki cilt ve doku enfeksiyonlarmmin %2.1' inden sorumlu oldugu

gosterilmistir (4, 32).
4.1.6.6. Diger enfeksiyonlar

Acinetobacter tiirlerine bagli normal kapak enfektif endokarditi vaka raporlar1 az
sayida bildirilmistir (48, 49). Cogunlukla vakalarda protez kapak endokarditi
bildirilmistir. Acinetobacter tiirleri; lens kullanim1 ve cerrahi sonrasi gelisen endoftalmit

ve keratit gibi goz enfeksiyonlarina da neden olabilir (50, 51).
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Shiga toksin tireten A. haemolyticus izolati, tek bir vakada 3 aylik bebekte kanli
ishale neden olmustur (52). Acinetobacter tiirleri siirekli peritoneal diyaliz olan

hastalarda peritonite neden olmaktadir (53).
4.2 A. baumannii complex enfeksiyonlarinin tedavisi

A. baumannii enfeksiyonlarinda; direng oranlarinin artisina ragmen, hala genis
spektrumlu penisilinler, {igiincii kusak sefalosporinler, karbapenemler veya bu grup
antimikrobiyal ajanlarin aminoglikozit veya kinolon grubu ajanlardan biri ile
kombinasyonu tedavide en sik kullanilan rejimlerdir. Bu kombinasyonlardan etkinligi
en ¢ok arastirilan; genis spektrumlu beta laktam-aminoglikozit, beta laktam-kinolon
veya kinolon-aminoglikozit grubundan olusan antibiyotiklerdir. Acinetobacter tiirlerinin
karbapenemlerle  amikasin  veya netilmisin  gibi  aminoglikozitlerin  sabit
konsantrasyonda kombinasyonunda antibiyotik duyarlilik testi sonuglarma gore (agar
dilisyon veya E-test) in-vitro ortamda yiiksek sinerjistik etkilesim goéstermelerinden
dolay1 ampirik tedavi protokollerinde imipenem-amikasin veya imipenem-netilmisin en
cok yer alan antibiyotiklerdir (54, 55, 56, 57, 58, 59).

Ampisilin/ sulbaktam kombinasyonlart diger beta laktam/ beta laktamaz
inhibitorlerinin kombinasyonlarmma gore daha etkili oldugu gosterilmistir (60).
Glisilsiklin, yeni tetrasiklinlerden, 6n g¢alisma sonuglarina gore karbapenem direngli
Acinetobacter izolatlarina in vitro aktivitesi olumlu sonuglar vermistir (61, 62).
Ventilator iligkili pnomoni ve birincil ya da ikincil bakteriyemi enfeksiyonlarinda
tigesiklin tedavisi olumlu sonuglar vermistir (63, 64). Polimiksin B ya da kolistin A.
baumannii' ye kars1 bakterisidal aktivite gosterir. Cogul direngli A. baumannii' nin
sebep oldugu pndmoni, sepsis, intraabdominal enfeksiyonlar ve santral sinir sistemi
enfeksiyonlarinda ciddi seyirli hastalarda, kolistin ile tedavi orani %57-77 arasinda

bulunmustur (59).

A. baumannii klinik izolatlarinda, aminopenisilinler, iiredopenisilinler, genis
spektrumlu  sefalosporinler, aminoglikozitler, kinolonlar, kloromfenikoller ve
tetrasiklinler gibi antibakteriyel ajanlara direng artis1 yapilan ¢aligmalarda goésterilmistir
(1, 3, 4). Sonug olarak ¢ogul direngli olan Acinetobacter tiirlerinde genis spektrumlu
antibiyotiklerin ~ kullanilmasiyla  karbapenemler (imipenem ve meropenem)

Acinetobacter enfeksiyonlari i¢in tedavilerde kullanilmasi tercih edilen ajanlardir. Fakat
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son zamanlarda karbapenem direngli klinik izolatlarin diinyada artan oranlarda
bildirilmesi ve bu izolatlarin bazilarinin da tiim geleneksel antimikrobiyal ajanlara

direng gelistirmesi, enfeksiyonlarin tedavisinde segenekleri kisitlamistir (58).
4.3 Antimikrobiyal Diren¢ Mekanizmalari

Acinetobacter cinsi toprakta uzun déonem evrimlesmesine bagli olarak antibiyotik
direnci gelistirmede c¢ok yiliksek bir hiza sahiptir. Bilimsel bir¢ok literatiirde
Acinetobacter tiirlerinin yiiksek oranda bir¢ok antibiyotige direnc¢li oldugu bildirilmistir.
Ozellikle YBU' de hastane enfeksiyonlarmin kaynag:i olan Acinetobacter tiirlerinde
cogul direng gozlenmesi tedavide secenekleri sinirlandirmistir. Gentamisin, minosiklin,
nalidiksik asit, ampisilin veya karbenisilin gibi ajanlarin tek basina ya da
kombinasyonlart 1970' lere kadar hastane kaynakli Acinetobacter enfeksiyonlarinin
tedavisinde kullaniliyordu. Fakat 1971-1974 yillar1 arasinda artan oranlarda direng
farkedilmeye basland1 ve klinik Acinetobacter tiirlerinde 1975 yilindan giiniimiize kadar
direncin artis1 yapilan caligmalarla gosterilmistir. Giinlimiizde izolatlarin biiylik bir
kism1 aminopenisilinler, iireidopenisilinler, genis spektrumlu sefalosporinler, ¢ogu
aminoglikozidler, kinolonlar, kloramfenikol ve tetrasiklinler gibi sik kullanilan
antibakteriyel ajanlara direnglidir. Acinetobacter izolatlari i¢in genis spektrumlu
sefalosporinler (sefotaksim, seftazidim), imipenem, tobramisin, amikasin ve
fluorokinolonlara kismen duyarli olmalarina ragmen son yillarda bu antibiyotikler

icinde MIK (Minimal Inhibisyon Konsantrasyonu) degerleri énemli dlgiide artmistir.

Acinetobacter tiirlerinin antimikrobiyal ajanlara; genis spektrumlu beta laktamaz
yapimi, aminoglikozit modifiye eden enzimler, dis membran gegirgenliginde azalma,
penisilin baglayan proteinlerin modifikasyonu, aktif pompa sistemleri ve azalmis porin
ekspresyonu bilinen direng mekanizmalaridir (3).

4.3.1 Beta laktam antibiyotiklere diren¢ mekanizmalari

Acinetobacter kokenlerinde beta laktamaz iiretimine bagli olarak beta laktam
antibiyotiklere kars1 direng gelismektedir.

A. baumannii’ nin beta laktamlara direnci li¢ mekanizma ile gelisir;

1. Beta laktamaz iiretimi

2. Penisilin baglayan proteinlerde degisiklik
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3. Porin proteinlerinin yap1 ve sayisinda degisiklik

4.3.2 Beta laktamazlar

Beta laktamaz tireten Acinetobacter kokenleri beta laktam ajanlara karsi dogal
dirence sahip olabildikleri gibi, kromozomal genlerde mutasyon olmasi veya kromozom
dis1 (plazmid, transpozon) genetik materyalin kazanilmasi sonucu da direng
gelistirebilmektedir (65, 66, 69). Beta laktamazlar beta laktam halkasi {izerine etki
gostererek kovalent acgil ester olusturan ve esterin hidrolizi sonucu beta laktam
antibiyotigi inaktif hale getiren enzimlerdir. Gram negatif bakterilerde periplazmik
aralikta bulunan enzim, gram pozitif bakterilerde hiicre disina salgilanmaktadir.

Beta laktamazlarin molekiiler siniflandirmast Ambler tarafindan 1980 yilinda
yapilmistir. Bu siniflandirma Bush tarafindan 1989 yilinda gelistirilmis ve oOnceki
siniflandirmada kullanilan substrat profilleri gelistirilerek beta laktamaz enzimleri dort
grupta toplanmistir (66). Beta laktamazlar bu siiflandirmada A, B, C, D olmak iizere
dort grupta toplanmaktadir. A, C ve D grubu beta laktam antibiyotiklerin aktif olmasi
icin serine ihtiya¢ duyduklarindan dolay1 serin beta laktamazlar olarak adlandirilirlar.
Grup B enzimleri ise aktivite i¢in ¢inkoya gereksinim duyan metallo beta laktamazlardir
(MBL). Beta laktamazlarin en yeni siniflandirma semast 1995 yilinda yapilan Bush-
Jacoby-Medeiros smiflandirmasidir. Bu son smiflandirma, 1989 yilinda Karen Bush’ un
yaptig1 smiflandirmanin bir uyarlamasidir. Enzimler, substrat ve inhibitér profillerine
gore gruplandirilmistir. Bu sistemde dort kategori ve ¢ok sayida alt grup bulunmaktadir
(68). Beta laktamaz enzimlerinin siniflandirmasi Tablo 2' de verilmistir.

Tablo 2. Beta laktamazlarin siniflandirilmasi

BMJ* Onemli alt i . Oncelikli substrat/Temel Ozellikler/
] ) Ambler sistemi ]
Sistemi gruplar Enzimler
Grup 1 C Karbapenem  hari¢  biitiin ~ beta

(safolosporinazlar)  laktamlara direngli, klavulanik asit ile
inhibe olmazlar.
Kromozomal enzimler: Simar, CMY-3b,
Yent, Pstu.
Plazmid kokenli enzimler: CMY-I-9,
FOX-I-5, LAT-1-4, M1R-1, MOX-I-2,
ACT-I, ACC-1
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Tablo 2' nin devami

Grup 2 2a

Penisilinazlar

(Klavulanik

aside duyarli)
2b
2be
2br
2c
2e
2f
2d

Grup 3 3a

Metallo beta

Laktamazlar

A
(serin beta

laktamazlar)

D

(oksasilin hidrolizi)

B

(metallo enzimler)

Stafilokok penisilinazlari

Penisilinler dar spektrumlu
sefalosporinler; TEM-1, TEM-2, SHV-
1, SHV-11, SHV-19, ROB-1

Penisilinler, sefamisinler hari¢ tim
sefalosporinler, monobaktamlar, Genis
spektrumlu  TEM ve SHV tiirevi
enzimler, PER-1, PER-2, CTX-M,
TOHO1-2

Penislinler, inhibitdre direngli TEM
(IRT)" ler, SHV-10, SHV-26 (SHV
kokenliler GSBL etkisindedir)

Penisilin, Karbenisilin/ PSE-I,PSE-3,
PSE-4, BRO-1-3, CARB3-5.
Klavulunat ile inhibe olan
sefalosporinazlar

Penisilin, sefalosporin, karbapenemler.
monobaktamlar/Klavulanik  asit ile
inhibe olan karbapenemazlar: IMI-1,
NMC-A, Sme-1-2, KPC-1, GES
Oksasilin, penislin/ Dar spektrumlu:
OXA1-10, OXA-20-27, OXA-30-31
GSBL etkinligindekiler: OXA-l 1-19,
OXA-28

Karbapenemleri  hidrolize  edenler:
OXA-23-27, OXA-24/40, OXA-58,
OXA-48

Monobaktamlar  hari¢  tim  beta
laktamlar. BC-Il,CcrA.B, PCM-1, L-l,
IMP-1
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Tablo 2' nin devamu

3c B Legionella metallo-beta laktamazi
Swniflanmamug Cogunlugu dizi analizi yapilmamus,

cesitli enzimler

(Giamarellou, Drawz ve Bush' dan, 6, 67, 68). *BJM: Bush, Jacoby, Medeiros.

Ambler Simf A: Aktif bolgelerinde serin aminoasit tasiyan, penisilinleri hidroliz

eden beta laktamazlardir.

Ambler Simif B: Aktivite goOsterebilmeleri icin ¢inkoya bagl tiyol gruplar
gerektiren MBL' lerdir.

Ambler Smif C: Kromozomal AmpC geni tarafindan kodlanmasi nedeniyle
AmpC enzimler olarak da adlandirilan O©ncelikle sefalosporinazlardan olusan

enzimlerdir.
Ambler Simif D: Oksasilini hidrolize eden serin beta laktamazlardir (67, 68).
4.3.2.1 Kromozomal beta laktamazlar

A. baumannii izolatlar1 AmpC tiiri sefalosporinazlar1 kromozomal olarak kodlar
ve Acinetobacter kaynakli sefalosporinazlar (ADC) olarak bilinirler. Birinci kusak
sefalosporinleri, tireidopenisilinleri ve aminopenisilinleri oldukca etkin hidrolize eder.
AmpC gen ekspreyonunu ve genis spektrumlu sefalosporinlere direnci blaampc geninin
iist kismina insersiyon sekans (IS) eklenmesi belirler (65). Plazmid ve kromozom

aracilif1 ile sentezlenen enzimler ve enzimlerin substratlar1 Tablo 3' de verilmistir.

Tablo 3. Plazmid ve kromozom araciligi ile sentezlenen enzimler ve enzimlerin
substratlari

ENZIM/IZOLAT LOKASYON SUBSTRAT
EM-1 Plazmid Penisilin
TEM-2 Plazmid Penisilin
CARB-5 Plazmid Penisilin
ARI-1 Plazmid Karbapenem
NCTC7844 Kromozom Sefalosporin
ML4961 Kromozom Sefalosporin
ACE-1 Kromozom Sefalosporin
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ACE-2 Kromozom Sefalosporin
ACE-3 Kromozom Sefalosporin
ACE-4 Kromozom Sefalosporin
SHV-benzeri - Penisilin
SHV-benzeri - Penisilin
VEB-1 Kromozom GSBL
PER-1 - GSBL

(Bergogne' den, 3)

4.3.2.2 Plazmid aracih@ ile sentezlenen beta laktamazlar

Acinetobacter tiirlerindeki plazmid aracili (Bkz Tablo 3) kazanilmig beta-
laktamazlar TEM-1, TEM-2 ve SHV enzimleridir. Ampisilin, karboksipenisilinler ve
tireidopenisilinlere direngli fakat genis spektrumlu sefalosporinler ve karbapenemleri
etkilememektedirler. Genis Spektrumlu Beta Laktamaz (GSBL) aktivitesi gdsteren
PER-1 ve VEB-1 enzimleri penisilin ve sefalosporinleri etkilemektedir (65).

4.3.3 Karbapenemleri hidrolize edebilen beta laktamazlar

Genis spektrumlu antibiyotiklerden karbapenemler 1985 yilindan gilinlimiize ¢ogul
direngli A. baumannii enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan 6nemli ajanlardir.
Karbapenem direngli Acinetobacter tiirleri, giderek diinya ¢apinda artmaktadir ve
gelisen antibiyotik direnci i¢in dikkat ¢ekmektedir. Acinetobacter tiirleri enzimatik
inaktivasyon, efluks pompasi, ilacin hedef bolgesinin modifikasyonu mekanizmalariyla
karbapenemlere direng gelistirmektedir (69). Karbapenem diren¢ mekanizmasi Tablo 4'

de verilmistir.

Tablo 4. Karbapenem diren¢ mekanizmasi

Mekanizma

Beta laktam hidrolizi

IMP-1, -2, -4, -5, -6, -

11 Sinif B metallo beta laktamaz, sinif 1 integron iliskili gen

VIM-2, SIM-1

OXA-23 Smif D bet.a }aktamaz. Kromozomal veya plazmid genleri ,IS
elementlerinin yaninda

OXA-24/40 Sinif D beta laktamaz. Kromozomal veya plazmid genleri

OXA-58 Sinif D beta laktamaz. Kromozomal veya plazmid genleri, IS

elementlerinin yaninda
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Tablo 4' iin devami

Kromozomal sinif D beta laktamaz A. baumannii var olan
OXA-51 . g . .
direng, eger IS elementlerinin uzanan koluna insert olmugsa

(Pachon' dan, 62)

Karbapenemazlar aktif bolgelerindeki hidrolitik mekanizmaya gore iki ana gruba
ayrilir. MBL, gram pozitif basillerde tanimlanmis olan ve EDTA ile inhibe olmalariyla
diger beta laktamazlardan ayrilan siniftir. Bu enzimlerin aktif bolgelerindeki ¢inko
iyonu bisiklik beta laktam halkasmi hidrolize etmeyi kolaylastirmaktadir.
Enterobacteriaceae iiyelerinde 1980’ lerin ikinci yarisinda ortaya cikan, aktif
bolgelerinde serin aminoasidi bulunan ve EDTA ile inhibe olmayan diger grup serin
karbapenemazlardir (70). Molekiiler siniflandirmada beta laktamazlar dort sinifa
ayrilirlar. Karbapenemazlar A, B ve D gruplarinda yer almaktadir. Smif A, C ve D aktif
bolgelerinde serin aminoasidi bulundururlar (70, 71, 72, 73).

4.3.3.1 Simif A karbapenemazlar

Simif A serin karbapenemazlar 20 yil oOnce ilk kesfedildiginden bu yana
fonksiyonel grup 2f de goriiliirler ve klinik izolatlar arasinda sporadik yayilim
gosterirler. Enterobacter cloacae, Serratia marcescens ve Klebsiella spp. tiirlerinde tek

izolat ya da kii¢iik salginlar halinde goriilmiistiir (70).

Smif A karbapenemazlar kromozomal veya plazmidle kodlanirlar. Klavulanik
aside duyarhidirlar. Simif A da kromozomla kodlanan enzimler IMI (imipenem-
hydrolysing beta-lactamase), NMC (not metalloenzyme carbapenemase) ve SME
(Serratia marcescens enzyme) E. cloacae ve S. marcescens' de; plazmidle kodlanan
KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase ) enzimi Enterobacteriaceae ve GES
(Guyana ESBLs) tipi enzimlerde Enterobacteriaceae ve P. aeruginosa' da
tanimlanmistir. Sinif A karbapenemazlarindan IMI, NMC, SME, KPC enzimleri
karbapenem, sefalosporin, penisilin ve aztreonami hidrolize edebilirlerken, klavulanat
ve tazobaktam ile inhibe olmaktadirlar. Bu nedenle fonksiyonel alt grup 2fe' de yer
alirlar. GSBL olarak tanimlanan GES enzimi imipenem hidrolizi zayif oldugu i¢in 2f

grubuna dahil edilmistir (70, 72).
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4.3.3.2 Simif B karbapenemazlar
4.3.3.2.1 Metallo beta laktamazlar

Smif B karbapenemazlardan klinik anlamda biiyiik 6nem tasiyan MBL' lerdir.
Gram negatif bakterilerde karbapenemaz aktivitesi ve inhibitorlere karst direncte, biitiin
beta laktam ajanlara direncte MBL enzim aktivitesi dikkat ¢cekmektedir (74). Klasik
beta laktamaz inhibitorlerinden; klavulanat, tazobaktam, sulbaktam ile baskilanamazlar.
Aktif bolgesinden bulunan ¢inko iyonundan dolayr EDTA, dipikolinik asit gibi metal
selatorlerle inaktivasyonu mimkiindiir (75, 76, 77, 78). Monobaktamlar disinda

karbapenemler dahil olmak iizere tiim beta laktam ajanlar1 hidrolize ederler (79, 80).
4.3.3.2.2 Metallo beta laktamazlarin siniflandirmasi

Ambler tarafindan 1980 yilinda serin beta laktamazlar olarak kategorize edilmis
fakat fonksiyonel 6zelliklerine gore 1989' da Bush ileri bir siniflamaya gitmis ve grup 3'
de kategorize edilmistir. Bu siiflandirmada MBL' lerin, substrat profili basta olmak
tizere (imipenem hidrolizi gibi), EDTA gibi metal selatorlere duyarliligi ve serin beta
laktamaz inhibitorlerinin inhibisyonundan etkilenmemeleri segici Kriterler olarak
goriilmiistiir. Siniflandirma 1995 yilinda giincellenmis ve 1997 yilinda modifiye
edilmistir (76). Imipenem ve beta laktam ajanlar1 hidroliz etmeleri temel alinarak MBL’
ler alt gruplara ayrilmistir. Bu siniflamada; Grup 3a’ da genis spektrumlu enzimler, grup
3b’ de 6zellikle karbapenemleri substrat olarak tercih edenler, grup 3¢’ de ise diger beta
laktamlara gore karbapenemleri daha zayif hidrolize eden enzimler bulunmaktadir.

Biitlin bu enzimlerin ortak 6zelligi EDTA ile inhibe olmalaridir (67).

MBL' ler beta laktamazlarin yapisal siniflandirmasinda simif B' de yer alir ve ii¢
ana yapisal alt sinif icerir (82). Aktif bolgelerinin yapisinin yani sira sekans farkliligina
gore farkli alt siniflar icermektedir. B1 ve B3 aktif bolgelerinde iki tane ¢inko iyonu
bulundururken, B2 alt sinifi bir adet ¢inko bulundurmasi alt siniflarin substrat profilinin
kisitl oldugunu agiklamaktadir. Sinif B1’ de yer alan enzimler ¢inko iyonuyla
birlesecekleri aktif bolgelerinde ii¢ histidin ve bir sistin aminoasiti igeren enzimlerdir.
Bu grupta IMP, VIM, GIM ve SPM gibi transfer edilebilen enzimler bulunmaktadir.
Siif B2’ de bulunan enzimler, ¢inko iyonu ile birlesecekleri bolgelerinde birinci
pozisyonda histidin yerine asparajin bulundurmaktadirlar. Aeromonas tiirlerinde ve

Serratia fonticola’ da bulunan SFH-1 enzimi bu gruba dahildir. Sinif B3’ de bulunan L1
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enzimi ise digerlerinden farkli olarak tetramer 6zelligindedir (76). En az %30 aminoasit

dizisi benzerligi yeni MBL' lerin siniflandirilmasi igin esik degerdir (74, 78).

4.3.3.2.3 Kromozomal kiokenli metallo beta laktamazlar

Bu enzimlerin en 6nemli 6zelligi indiiklenebilir olmalaridir. Stenotrophomonas

maltophilia ve Bacillus anthracis disinda, bu enzimleri sentezleyen bakteriler firsatgi

patojenlerdir ve ciddi enfeksiyonlara yol agmazlar. Genellikle serin beta laktamazlarla

beraber bulunurlar. Ornegin S. maltophilia hem L1 MBL hem de kromozomal sinif A

enzimi olan L2’ yi birlikte sentezler (83). Kromozomal MBL enzimi sentezleyen

bakteriler ve enzimleri Tablo 5' de verilmistir.

Tablo 5. Kromozomal kokenli MBL sentezleyen bakteriler ve enzimleri

Alt grup Organizma Enzim
B1 Bacillus cereus BCII-5/B/6 83
BCII-569/H
Bacillus anthracis Bla2
Alkalophilic Bacillus spp. Bce 170
Chryseobacterium indologenes IND-1
IND-2, 24, 3,4
Chryseobacterium meningosepticum BlaB
BlaB2, BlaB3
BlaB4-8
Chryseobacterium gleum CGB-1
Myroides odoratus TUS-1
Myroides odoratimimus MUS-1
Flavobacterium johnsoniae JOHN-1
B2 Aeromonas hydrophilia CphA
Aeromonas veronii ImiS
AsbM1
Serratia fonticola SFH-1
B3 Caulobacter crescentus Mb11B
CAU-1
Janthinobacterium lividium THIN-B
Legionella gormanii FEZ-1
Chryseobacterium meningosepticum GOB-1-7
Stenotrophomonas maltophilia Lla
L1-BlaS
Llc, L1d, L1le

(Zarrilli* den, 69)
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4.3.3.2.4 Metallo beta laktamazlarin transferinde kullanilan genetik sistemler

MBL enzimi kodlayan genler, ¢esitli integron yapilari i¢inde gen kasetleri olarak
bulunmaktadir. Kromozomal MBL' lerin disinda ¢ogunlukla diger MBL' leri kodlayan
genler sinif 1 integronlar igindeki gen kasetlerinde bulunmaktadir. IMP tipi MBL' lerin
smif 3 integronlarda da bulunabildigi gosterilmistir. Bu integronlar plazmid veya

transpozonla birlestiginde bakteriler arasi transferi kolaylasmaktadir (84).

4.3.3.2.5 Transfer edilebilen metallo beta laktamazlar

Transfer edilebilen MBL enzimleri bla geni vasitasiyla kodlanir. Smif 1
integronlarin i¢indeki gen kasetleri ve bakteriler arasinda plazmidle aktarildigi gibi
transpozonla aktarilabilmesi horizontal yayilimi kolaylastirmaktadir (79). Bu
enzimlerden en sik saptananlar IMP, VIM, SPM, GIM, SIM iken karbapenem
direncinden sorumlu diger NDM, KHM, AIM, DIM tipi MBL enzimlerimden de son
yillarda sik¢a bahsedilmektedir (74).

4.3.3.2.5.1 IMP benzeri metallo beta laktamazlar

Ilk kez 1988 yilinda Japonya’ da P. aeruginosa izolatinda tespit edilmistir.
Saptanan enzimlerin ayni aminoasit dizisine sahip oldugu belirlenmis ve diger beta
laktam ajanlar yaninda 6zellikle imipenemi hidrolize etmesinden dolay1 enzime IMP-1
ad1 verilmis ve konjugatif plazmidle tasindigi saptanmistir. Ayni direng geni ¢ yil
sonra 1991 yilinda Japonya' da Okazaki' de S. marcescens Tn9106' da izolatinda
saptanmigtir. Plazmid iizerinde simif 3 integronla aac(6')Ib benzeri genlerle yan yana
yerlesim gosterdigi belirlenmistir. Japonya' da 1993 yilinda yedi hastanede yapilan bir
calismada dort S. marcescens izolatinin blajp.; geni tasidigi tespit edilmistir.
Japonya'da 1992-1994 yillarinda 17 hastaneden alinan 3.700 P. aeruginosa izolatinda
yapilan hibridizasyon g¢alismasinda, 5 hastaneden toplam 15 kdkende blayp.1 pozitif
bulunmustur (76). Daha sonra 13 ayr1 {ilkede yapilan ¢alismalarda 20' den fazla ve farkli
IMP enzimi saptanmustir. A. baumannii' de bunlardan ti¢ farkli filogruba ait alti IMP
varyantt: IMP-1 Italya, Japonya ve Giiney Kore' de; IMP-2 Italya ve Japonya' da; IMP-4
Hong Kong' da; IMP-5 Portekiz' de, IMP-6 Brezilya' da ve IMP-11 Japonya' da
saptanmustir. Avustralya' da Acinetobacter junii tiirinde IMP-4 tipi saptanmustir (85).
IMP tipi enzimlerin farklilik gostermesi farkli tilkelerden izole edildigini ve lokal

yayilim gosterdigi fikrini desteklemekte iken Ingiltere’de Acinetobacter junnii ve A.
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baumannii izolatlarinda IMP-1 enziminin saptanmasi MBL sorununun kiiresel oldugunu

gostermistir (86, 87).

4.3.3.2.5.2 VIM benzeri metallo beta laktamazlar

Ik kez 1997 yilinda Italya Verona' da P. aeruginosa izolatinda VIM-1 (Verona
integron-encoded metallo beta lactamase) enzimi rapor edilmistir. Aminoasit dizilimleri
bakimindan IMP enzimleriyle %30 benzerken, B.cereus' un BCII enzimiyle benzerligi
%39' dur. blajue ve blayv genleri integronlarin i¢indeki gen kasetlerinde bulunurlar. Bu
gen kasetleri ile aminoglikozit direng genlerini tasiyan gen kasetleri genellikle ayni
integron iginde bir arada tespit edilmistir. Ilk kez VIM-1' in saptandig1 P. aeruginosa
Klinik izolatinda enzimi kodlayan genlerin kromozomal oldugu tespit edilmistir (88). A.
xylosoxydans, P. putida ve Escherichia coli tiirlerinde de blayu-1 geni saptanmustir (77).
Gilintimiizde 20' den fazla VIM varyant1 oldugu bilinmektedir ve ¢ogu smif 1 integronlar
tarafindan kodlanmaktadir. VIM-2 en yaygin goriilen varyantidir. Ilk kez 1996' da
notropenik bir hastanin kan kiiltiiriinden izole edilen P. aeruginosa izolatinda
saptanmustir (89). Bu izolatin seftazidim, sefepim ve imipeneminde i¢inde bulundugu
pek cok antibiyotige direngli ve aztreonama duyarl oldugu belirlenmistir. VIM-2 A.
xylosoxydans, Pseudomonas, Acinetobacter ve Enterobacter tiirlerinden Citrobacter
freundii, S. marcescens ve E. cloacae' de saptanmistir (76). Diinyada VIM-2 bes kitada
37 iilkede diger MBL' lere kiyasla daha baskin oldugu bilinmektedir. VIM tipi MBL'
ler; P. putida, P. fluorescens, A. baumannii, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca,
E. cloacae, Proteus mirabilis ve E. coli izolatlarinda P. aeruginosa' ya kiyasla daha

seyrek goriilmektedir.

Glinlimiizde VIM tipi MBL' lerin Avrupa ve Kore' de endemik oldugu
belirlenmistir. Ayrica Gliney-Kuzey Amerika, yakin zamanda Avustralya, Hindistan ve
fran' dan da bildirilmistir (79). A. baumannii i¢in VIM-1 ve VIM-4 tipleri Yunanistan'
dan; VIM-3 ve VIM-11 tipleri Tayvan' dan; VIM-2 tipleri de Kore' den bildirilmistir
(90, 91, 92, 93, 94).

4.3.3.2.5.3 SIM tipi metallo beta laktamazlar

Ik kez 2005 yilinda Giiney Kore' de yedi A. baumannii izolatinda bulunmus ve
'Seul imipenemaz' olarak adlandirilmistir. Aminoasit dizilimi bakimindan IMP tipi

enzimlerle %64-69 oraninda benzerdir. blagy.1 geni smif 1 integronun igerisinde
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tagian rifampin, kloramfenikol ve aminoglikozit direncinden sorumlu arr-3, catB3 ve
aadAl gen Kkasetleriyle birlikte bulunmustur (95). Hindistan' da 2009 yilinda
Enterobacteriaceae; Giiney Kore' de 2010 yilinda Acinetobacter genomospecies 10 ve

2012 yilinda P. aeruginosa izolatinda tespit edildigi bildirilmistir (96, 97, 98).
4.3.3.2.5.4 GIM-1 tipi metallo beta laktamazlar

GIM-1, Almanya' da bir tip merkezinde 2002 yilinda yatan bes farkli hastadan
izole edilen P. aeruginosa izolatlarinda tespit edilmis ve 'German imipenemase' olarak
adlandirilmigtir. GIM-1 aminoasit dizilimi bakimindan IMP tipi enzimlerle %39-40
benzerken, VIM tipi enzimlerle %40-44 , SPM ile %28 oraninda benzemektedir.
Antibiyotik paterni bakimindan sadece Polimiksin B' ye duyarlidir. Azlosilin, aztreonam
ve serin beta laktamaz inhibitorlerini hidrolize edemezler. blagim-1 geni, aminoglikozit
direncinden sorumlu gen kasetleriyle ve blaoxa-» genininde olan smif 1 integron ile

transfer edilmeyen 22kb' lik plazmid ile tasinmaktadir (99).
4.3.3.2.5.5 SPM-1 tipi metallo beta laktamazlar

Brezilya' nin Sao Paulo kentinde 1997 yilinda P. aeruginosa izolatinda
saptanmistir. Polimiksin B disinda bir¢ok antibiyotige direnclidir. Aminoasit dizilimi
bakimindan en ¢ok IMP-1 (%35.5) ile benzemektedir. blaspm-1 geni plazmidle tasinir,
transpozonlar veya integronlar igerisinde yer almazlar. Bu ozelligi IMP ve VIM
enzimlerinden farkli aywirt edici Ozelligidir (100). Brezilya' da bazi hastanelerde
nazokomiyal salginlara neden olmustur (101). Iran' da ilk kez A. baumannii izolatinda

blaspm-1 geni 2011 yilinda saptanmistir (102).
4.3.3.2.5.6 Deneysel metallo beta laktamaz inhibitorleri

MBL enzimlerine karsi serin beta laktamazlarin inhibitdér ve inaktivatorleri
etkisizlerdir. Beta laktam/ beta laktamaz inhibitér kombinasyonlarinin, MBL direnci
gelisen bakteriler ile olusan enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmasi tedavide etkili
olmamaktadir. Birbirinden farkli aktif bolgeye sahip olan MBL' ler i¢in, biitlin hepsine
etkili inhibitor bulunmasi oldukg¢a zordur. (82, 103, 104).

EDTA, 10-phenanthroline, dipikolinik asid, 2 mercaptopropionic acid MBL'
lerin inaktivatorii olarak bilinen kimyasallardir. Yapisal olarak farkli bilesikler MBL

inhibitorii olarak incelenmis ve bunlarla ilgili ¢esitli arastirmalar yapilmistir. Bunlar
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tiyoester tiirevleri, triflorometil alkolleri, ketonlar, tiyoller, siilfonil hidrozonlar, trisiklik
dogal iriinler, siiksinik asit tiirevleri, bifenil tetrazoller, sisteinilpeptidler,
merkaptokarboksilatlar, 1-B-metilkarbapenem, sefotetan, tiyoksi-sefalosporinler ve
penisilin tiirevleri sayilabilir. Bu bilesiklerin aktivitelerini farkli enzimler {izerinde

denenmis oldugundan karsilastirmak zordur (82,105).
4.3.3.2.6 Metallo beta laktamazlarin tanisi

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda GSBL' lerde oldugu gibi MBL' ler icinde
fenotipik yontemler vardir fakat duyarliigi ve 6zgiilliigii belirlenip standardize edilen

bir test henliz bulunmamaktadir.

MBL enzimi tagiyan bakterilerin tanimlanmasinda ¢esitli fenotipik yontemler
kullanilmaktadir. MBL tespitinde tarama plag1 uygulamasinda bakteri tiiri dikkate
ialinmalidir. Ciinkii Enterobacteriaceae’ lerin ¢ogu ve bazi Acinetobacter tiirleri MBL
enzimi tasidigi halde 1-2 pg/ml imipenem MIK degerleri ile duyarli goriinecektir.
Pseudomonas' lar, Enterobacteriaceae’ lerden daha vyiiksek karbapenem MIiK

degerlerine sahiptir (76).

Kombine disk testi: Plak igerisine test edilecek izolatin inokiilasyonunu takiben,
yerlestirilen 2 imipenem diskinden bir tanesine EDTA eklenerek inhibisyon zon gapi
farkina gore degerlendirmenin yapildig1 testtir. EDTA soliisyonunun eklendigi
imipenem/ EDTA diskinin inhibisyon zonu, imipenem diski zon ¢apindan 7 mm veya

biiyiik olmas1t MBL pozitif izolat olarak kabul edilmektedir.

Cift disk sinerji testi: Bu testte imipenem inhibisyon zonunun EDTA varliginda

genigleyip genislemedigini tespit ederek MBL pozitif bakteri izolatlar1 saptamay1
amaglamaktadir. Imipenem diski ve merkezinden 10 mm uzagma daha énce hazirlanan
bos disk yerlestirilerek iizerine EDTA eklendikten sonra imipenem diski inhibisyon
zonunun EDTA eklenmis bos diske dogru genislemesi sinerjistik inhibisyon zonu olarak

degerlendirilmektedir (106).

E-test: Bir tarafinda imipenem diger tarafinda imipenem ve EDTA bulunan test
stripinin; imipenem MIK degerinin EDTA’ nin oldugu taraftaki MIK degerinden 8 kat
yuksek ve iizerinde bir deger olmasi ya da fantom zonunun goriilmesi MBL pozitifligi

olarak degerlendirilir (107).
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Modifiye Hodge Testi (MHT): Hodge ve arkadaslari, Hodge testini N. gonorhoeae’ de

penisilinaz aktivitesinin gosterilmesi i¢in kullanmuislardir. Lee ve arkadaslar1 ise MHT'
nin MBL enzimini saptamak i¢in gelistirmislerdir. Bu test i¢in imipeneme duyarl E.
coli ATCC 25922 izolati ile imipenem diski (10 pg) ve test edilecek bakteri izolati
gerekmektedir. MHA yiizeyine 0.5 McFarland’ 1 ayarlanmis, bir gece inkiibasyona
birakilmis standart E. coli izolatinin kiiltiir siispansiyonunun ekimi yapilir, plak
kuruyunca ortasina 10 pg imipenem diski yerlestirilir. Imipenem diskinin tam
kenarindan baslanip disa dogru dogrusal olarak imipenem direngli izolatin ekimi yapilir.
Bir gecelik inkiibasyon sonrasinda inhibisyon zonunun yonca yapragi seklinde olmasi

MBL pozitifligi olarak kabul edilir.

Molekiiler yontemler: Fenotipik metodlarin sonuglarmin dogrulanmasi amaciyla PCR,

DNA problama, klonlama ve DNA dizi analizi gibi yontemler kullanilabilmektedir (76).
4.3.3.3 Simif D karbapenemazlar

Ambler sinif A ve C beta laktamazlarda oldugu gibi aktif bolgelerinde serin
aminoasiti bulunan siif D beta laktamazlar, oksasilinaz ya da OXA tipi beta
laktamazlar olarak adlandirilirlar. Bush siniflamasina gore fonksiyonel grup 2d' de yer
alirlar (108). Siif D karbapenemazlar oksasilin ve kloksasilini benzopenisilinden daha
hizli hidrolize ederler. Klavulanik asit, tazobaktam ve sulbaktam gibi ajanlarla inhibe
olmazken in vitro kosullarda sodyum kloriir (NaCl) ile inhibe olurlar. In vitro
kosullurda NaCl ile inhibisyonu diger beta laktamazlardan ayirt edici Ozellikleridir

(109).

Smif D karabapenemazlarin birgogu smif 1 integronlarla tasmnirlar. Giincel
caligsmalar insersiyon sekanslar1 ve transpozonlar gibi diger spesifik genetik yapilarla da
taginabilecegini vurgulamistir. Simif D karbapenemazlarin bircogu gram negatif
bakterilerde kazanilmis direng olarak tespit edilse de son ¢alismalarda klinik ve gevresel
patojenlerde dogal olarak bulunabildigini de gosterilmistir. Genetik ¢esitliligine ve beta
laktam hidroliz spektrumuna gore tanimlanmis olan yaklasik 150 varyant rapor
edilmistir. Oksasilinazlarin hidroliz mekanizmasindaki substratlar; karbapenemleri de
iceren; dar veya genis spektrumlu ajanlardir. Bu mekanizmalara gore oksasilinaz
enzimlerinin 36' s1 dar spektrumlu, 19' u GSBL, 64 taneside karbapenemaz olarak kabul

edilmistir.
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Kazanilmisg, karbapenem hidrolize eden sinif D beta laktamazlar (KHDLs) genis
spektrumlu sefalosporinleri hidroliz edebilirler. Imipenem hidrolizi meropenem
hidrolizinden daha baskindir. Bu enzimlerin bir¢ogunu Acinetobacter tiirleri
tiretmektedir (110). KHDL enzimleri sekiz alt gruptan olusmaktadir. Her alt grubun
farkli alt gruplardaki grup fiyeleri ile aralarindaki benzerlik %40-70 iken, grup
tiyelerinin birbirleri ile olan aminoasit seviyesindeki dizi benzerlikleri %92.5
civarindadir. Bu sekiz alt grubun dordii; Avrupa, Gliney Amerika, Asya, Fransa ve
Polinezya' dan toplanmig A. baumannii izolatlarinda tanimlanmigtir (111). Resim 1' de
alt gruplarin dendogrami gosterilmektedir. KHDL enzimlerinden OXA-23, OXA-24,
OXA-58 enzimleri A. baumannii karbapenem direnci ile iliskili bulunmustur (110). ilk
rapor edilen alt grup 1985’ de Iskogya’ da A. baumannii klinik izolatinda ARI-1 olarak
tanimlanmis, DNA dizi analizi sonrasit OXA-23 olarak ismi degistirilmistir. OXA-23 ile
OXA-27, -40, -49' un sekans diziliminde ikinci aminoasidin yerine besinci aminoasit
geemistir (112). Singapur' da tanimlanan blapxa-2; geninin, karbapenem direngli A.
baumannii izolat1 tarafindan kromozomal olarak kodlandig1 disiiniilmektedir. blapxa-27
geni Fransa' da karbapenem direngli Proteus mirabilis izolatinda kromozomal tasindigi
bildirilmistir. OXA-23 pozitif A. baumannii izolatlar1 diinya ¢apinda Fransa,
Bulgaristan, iran, Birlesik Arap Emirlikleri, Tunus, Brezilya ve Avustralya gibi iilkelere
yayilmigtir. OXA-23 iireten izolatlar Fransa, Polinezya, Kolombiya, ingiltere, Tiirkiye,
Cin ve Kore' de hastane salginlarinin kokeni olmuslardir. OXA-23 pozitif A. baumannii

izolat1 ve A. junii izolatt Romanya' da identifiye edilmistir (110).

Ikinci grup OXA-24, OXA-25, OXA-26, OXA-40 ve OXA-72 enzimlerinden
olusmaktadir. OXA-24/OXA-40 Ispanya' da saptanan karbapenem direngli A.
baumannii izolatinda kromozomal kodlandigi bilinmektedir (113). blapgxa-40 geni
ozellikle Portekiz ve Ispanya' nin farkli bolgelerinden ve Amerika' dan da bildirilmistir.
blaoxa40 geni kromozomal ya da plazmid aracihii ile aktarilabilir. Ispanya' da
karbapenem direngli P. aeruginosa izolatinda plazmidle aktarildigi gosterilmistir (110).
OXA-40 enzimi NaCl ile inhibe olmamaktadir (114). OXA-40 enziminin nokta
mutasyonlu tiirevleri; OXA-25 ve OXA-26 enzimleri ise Ispanya ve Belgika' da
karbapenem direngli A. baumannii izolatlatlarinda tanimlanmigtir. OXA-72 A.
baumannii izolatlarinda Cin, Giiney Kore, Tayvan, Bahreyn' de varligi saptanmistir
(110).
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Uciincii grup OXA-58, ilk Fransa' da c¢ogul direncli A. baumannii izolatinda
tanimlanmistir. OXA-58 penisilin ve karbapenem hidrolizi diisiik seviyededir (115).
Avrupa, Arjantin, Avustralya ve Amerika olmak iizere diinyada pek ¢ok iilkede blapxa-
sg geninin plazmid kaynakli oldugu bulunmustur. Fransa, Belgika, Italya, Tiirkiye,
Yunanistan ve Amerika' da bir¢cok hastane salginindan izole edilmistir. A. junii
Romanya' da ve Avustralya' da; Acinetobacter genomspecies 3 ve Acinetobacter phenon
6/ct13TU Ispanya' da OXA-58 enzimi iirettigi bilinmektedir. OXA-58' in nokta
mutasyonu ile olugsan varyanti OXA-96 ve plazmid kaynakli OXA-97 aynm hidroliz

mekanizmasina sahiptir.

OXA-143 A. baumannii izolatinda Brazilya' da yeni tanimlanmistir. OXA-40 ile
%88, OXA-23 ile %63, OXA-58 ile %52 aminoasit benzerligi vardir (110).

A. baumannii AYE izolatinin tiim genomunun sekans analizinden sonra OXA-
51" in ve OXA-69' un kromozomal olarak kodlandigi dogrulanmistir. A. baumannii
izolatlarinda OXA-69, OXA-62 ile aminoasit benzerligi %56; OXA-51 ile aminoasit
benzerligi %97 olarak bulunmustur. A. baumannii izolatlarinin OXA-51 (OXA-51, -64,
-65, -66, -68, -69, -70,-71, -78, -79, -80, -82 ve -143) varyantlar1 diinya genelinde
yayilmistir. Bu tiirevlerin bazilar1 karbapenem direngli A. baumannii izolatlarinda

tanimlanmustir (110, 111, 116).

OXA-Z3
OXA-49
OXA-27 OXA-23
OXAT05 A radi
XA-105 radiovesisens
OXA-102 4. radiovesistens gl'()l.lp
OXA-103 A radiovesisiens
OXA-25

_ gl 0XA40 group
OXAT2
EOXA-SI A. bawmannii

OXA-65 A. hawenannii
OXA-69 4. bawmrmii} OXA-51 group
OXA-68 4. bawemarnmii

OXA-134 A hwoffii
lOXA-SS

Lo 20 } OXA-58 group

Resim 1. A. baumannii 1(;1n OXA enzim alt gruplari

(Poirel' den, 110)
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4.3.3.3.1 Smnif D karbapenemazlarin tanisi

Sinif D karbepenemazlarin hizli tanist i¢in klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda
standardize edilen fenotipik testler henliz bulunmamaktadir. Baz1 6zel labaratuvarlarda
spektrofotometrik analizler ile oksasilin hidrolizi degerlendirilmektedir. Genotipik
yontemlerden PCR, oksasilinaz identifikasyonu icin altin standart olarak kabul

edilmistir (110).
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5. GEREC VE YONTEM

5.1 Gerec¢

5.1.1 Cahisma grubu

Bu calismada KTU Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Hasta Hizmetleri Laboratuvari' na Ocak 2007-Aralik 2009 tarihleri
arasinda kan kiiltlirlerinde ABC izole edilen, imipenem veya meropenem orta direngli
ve direngli 74 hastanin 74 kan izolati ¢alismaya dahil edildi. Her hastadan ilk izole
edilen ABC izolati ¢calisilmigtir. Bakteri izolatlariin kKodlari, hastanin hastaneye yatis
ve hastadan izole edildigi tarihler ve materyalin gonderildigi birim Tablo 6' da

gosterilmistir.

Tablo 6. izolat kodu, izolasyon tarihi ve materyalin gonderildigi birim

izolat Kodu* Yatis Tarihi izolasyon Tarihi Materyalin Gonderildigi Birim
AB001 25.12.2007 10.01.2008 Cerrahi Yogun Bakim Unitesi
AB002 31.12.2007 05.02.2008 Cerrahi Yogun Bakim Unitesi
AB003 12.01.2008 22.02.2008 Nérosirurji Yogun Bakim Unitesi
AB004 02.02.2008 02.03.2008 Néroloji Yogun Bakim Unitesi
ABO005 27.02.2008 12.03.2008 Yenidogan Yogun Bakim Unitesi
ABO006 20.02.2008 30.03.2008 Nérosirurji Yogun Bakim Unitesi
ABO007 04.03.2008 02.04.2008 Cerrahi Yogun Bakim Unitesi
ABO008 05.11.2007 22.04.2008 Néroloji Yogun Bakim Unitesi
ABO009 04.04.2008 28.04.2008 Cerrahi Yogun Bakim Unitesi
ABO010 02.04.2008 26.05.2008 Cerrahi Yogun Bakim Unitesi
ABO011 31.05.2008 15.06.2008 Cerrahi Yogun Bakim Unitesi
AB012 07.06.2008 20.06.2008 Nérosurirji Yogun Bakim Unitesi
ABO013 05.04.2008 07.09.2008 Cerrahi Yogun Bakim Unitesi
AB014 09.06.2008 25.06.2008 Néroloji Yogun Bakim Unitesi
ABO015 08.05.2008 29.06.2008 Cerrahi Yogun Bakim Unitesi
ABO016 28.06.2008 06.07.2008 Cerrahi Yogun Bakim Unitesi
ABO017 15.06.2008 09.07.2008 Nérosurirji Yogun Bakim Unitesi
AB018 10.07.2008 22.07.2008 Dahiliye Servisi-1

ABO019 14.07.2008 29.07.2008 Cerrahi Yogun Bakim Unitesi
AB020 28.07.2008 05.08.2008 Dahiliye Servisi-1

AB021 23.08.2008 25.09.2008 Cerrahi Yogun Bakim Unitesi
AB022 16.10.2008 03.11.2008 Cerrahi Yogun Bakim Unitesi
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Izolat Kodu* Yatis Tarihi Izolasyon Tarihi Materyalin Gonderildigi i Birim
AB023 27.10.2008 10.11.2008 Cerrahi Yogun Bakim Unitesi
ABO024 21.09.2008 24.10.2008 Noérosurirji Yogun Bakim Unitesi
ABO025 16.09.2008 29.10.2008 Cerrahi Yogun Bakim Unitesi
ABO026 29.10.2008 16.11.2008 Gogiis Hastaliklar1 Servisi
AB027 14.10.2008 21.11.2008 Genel Cerrahi Servisi
ABO028 05.11.2008 01.12.2008 Cerrahi Yogun Bakim Unitesi
AB029 09.11.2008 25.12.2008 Cerrahi Yogun Bakim Unitesi
ABO030 04.12.2008 29.12.2008 Cerrahi Yogun Bakim Unitesi
ABO031 28.11.2008 09.12.2008 Cerrahi Yogun Bakim Unitesi
AB032 04.12.2008 04.01.2009 Cerrahi Yogun Bakim Unitesi
ABO033 17.12.2008 20.01.2009 Noérosirurji Yogun Bakim Unitesi
AB034 29.01.2009 Acil Poliklinik
ABO035 13.02.2009 20.02.2009 Gogiis Hastaliklan Yogun Bakim
Unitesi
ABO036 19.02.2009 18.03.2009 Cerrahi Yogun Bakim Unitesi
ABO037 01.12.2008 17.03.2009 Cerrahi Yogun Bakim Unitesi
AB038 17.03.2009 27.03.2009 Cerrahi Yogun Bakim Unitesi
ABO039 06.03.2009 06.04.2009 Cerrahi Yogun Bakim Unitesi
ABO040 25.03.2009 06.04.2009 Cerrahi Yogun Bakim Unitesi
AB041 06.04.2009 08.04.2009 Gogiis Hastaliklar1 Servisi
AB042 21.04.2009 25.04.2009 Gogiis Hastaliklari Servisi
AB043 28.03.2009 15.04.2009 Gogiis Hastaliklar Servisi
AB044 22.04.2009 05.05.2009 Dahiliye Yogun Bakim Unitesi
ABO045 13.04.2009 13.05.2009 Dahiliye Yogun Bakim Unitesi
ABO046 14.05.2009 21.05.2009 Nérosirurji Yogun Bakim Unitesi
ABO047 03.05.2009 19.05.2009 Dahiliye Onkoloji Servisi
AB048 30.04.2009 05.06.2009 Noroloji Yogun Bakim Unitesi
AB049 08.06.2009 24.06.2009 Kalp Damar Cerrahisi Servisi
AB050 13.07.2009 13.07.2009 Dahiliye Servisi-2
ABO051 06.07.2009 13.07.2009 Kalp Damar Cerrahisi Servisi
ABO052 10.07.2009 28.07.2009 Kalp Damar Cerrahisi Servisi
ABO053 18.07.2009 21.07.2009 Kalp Damar Cerrahisi
AB054 22.07.2009 28.07.2009 Dahiliye Yogun Bakim Unitesi
ABO055 26.05.2009 25.07.2009 Anestezi Yogun Bakim Unitesi
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Izolat Kodu* Yatis Tarihi Izolasyon Tarihi Materyalin Gonderildigi i Birim

ABO057 28.08.2009 06.09.2009 Dahiliye Yogun Bakim Unitesi
ABO058 01.09.2009 11.09.2009 Anestezi Yogun Bakim Unitesi
AB059 11.09.2009 14.09.2009 Dahiliye Servisi-2
ABO060 25.09.2009 10.10.2009 Dahiliye Yogun Bakim Unitesi
ABO061 06.10.2009 Beyin Cerrahisi Poliklinigi
AB062 15.10.2009 20.10.2009 Dahiliye Servisi-2
ABO063 06.11.2009 13.11.2009 Anestezi Yogun Bakim Unitesi
ABO064 15.11.2009 26.11.209 Anestezi Yogun Bakim Unitesi
ABO065 18.11.2009 01.12.2009 Anestezi Yogun Bakim Unitesi
ABO066 24.11.2009 27.11.2009 Dahiliye Yogun Bakim Unitesi
ABO067 18.11.2009 01.12.2009 Anestezi Yogun Bakim Unitesi
AB068 08.12.2009 09.12.2009 Pediatri, Hematoloji-Onkoloji Servisi
ABO069 25.11.2009 21.12.2009 Néroloji Yogun Bakim Unitesi
ABOQ70 02.12.2009 18.12.2009 Dahiliye Yogun Bakim Unitesi
ABO071 16.12.2009 23.12.2009 Gogiis Hastaliklan Yogun Bakim
Unitesi
ABO072 17.12.2009 24.12.2009 Gogiis Hastaliklar1 Yogun Bakim
Unitesi
ABO073 14.12.2009 24.12.2009 Anestezi Yogun Bakim Unitesi
ABO074 22.12.2009 29.12.2009 Gogiis Hastaliklar1 Yogun Bakim
Unitesi

5.1.2 Arac ve gerecler

1.5 ml' lik santrifiyj tiipleri, 0.2 ml' lik PCR tiipleri (Grainer bio-one, Almanya),
pipet ucu (10 pl, 100 pl, 1000 ul) gibi sarf malzemeler kullanildi. Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali' na ait; 37°C' lik etiv (Memmert BM 600, Almanya), biyogiivenlik
kabini (Chemocell LRCX-UV, Teknomar, Ankara), bunsen beki, -20°C (BEKO D7210
SMF, Tirkiye) ve -80°C sogutucu (New Brunswic Scientific Mod U570 premium,
Thermo, USA), +4°C buzdolab1 (Argelik, 2008), pastor firin1 (Heraeus T550, Portekiz),
dikey model otoklav (Kermanlar, istanbul), Phoenix™ 100 (Becton Dickinson
Diagnostic Instrument Systems, Sparks, Md, USA) cihazi, CrystalSpecTM
nephelometer (USA), otomatik pipetler (Lab-mate, Ingiltere), calkalayici su banyosu
(Memmert GFL 1086, Almanya), pH metre (Hanna, Romanya), manyetik karistirict
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(Stuart, Istanbul), vorteks (Heidolph, Almanya), santrifiij (Thermo, USA), buz makinesi
(Scotsman AF 80, Italya), hassas terazi (Sartorius Laboratory, Almanya), mikrodalga
firin (Beko 1550, Tiirkiye), termal dongii cihaz1 (Techne, TC 512, USA), elektroforez
tank1 (Owl), dijital giic kaynagi (EC-105), jel dokiimantasyon sistemi (Bio-rad,
Istanbul), UV illiiminatér (Wilber lourmat, Almanya), deiyonize su cihazi (Barnstead,
Istanbul) ve distile su cihaz1 (GFL, Ankara) gibi cihazlar 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 kabu, jel dokme tepsisi ve tarak kullanildi.
5.1.3 Kimyasallar

Sodium chloride (NaCl) (Merck, Almanya), Antimicrobial susceptibility test
(AST) buyyon, AST indikatorii, Bacto Tryptone, Sodium hydroxid (NaOH) (Merck,
Almanya), Yeast Extract (Oxoid, UK), Luria Bertani (LB) Broth (Oxoid, UK), Tryptose
Blood Agar (Merck, Almanya), Agaroz (HIMEDIA, Hindistan), Etidyum bromiir
(Merck, Almanya), Bromphenol blue (BioRad, USA), Xylene cyanol (Sigma,
Almanya), Tris HCI (Sigma, Almanya), EDTA (Sigma, Almanya), Glycerol (Merck,
Almanya), double distile water (ddw), Amplifikasyon seti (Promega, Amerika), dNTP
seti (Roche, Almanya, Fermentas, ABD), Primerler (IDT, Amerika,biomers, Almanya),
100 bp DNA marker (Biolabs, New England) kullanildi.

5.1.4 Besiyerleri

Mueller Hinton Agar Besivyeri:

38 g Mueller Hinton Agar Besiyeri 1000 ml distile suda eritildi ve 1 atm basing
ve 121°C' de 15 dk otoklavlandi. 55°C' ye kadar sogutulduktan sonra petri plaklarina 4
mm kalinliginda dokiilerek donduruldu. Bu besiyeri kombine disk testi ve modifiye

Hodge testi uygulamalari i¢in kullanildi.
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5.1.5 Soliisyonlar
5.1.5.1 DNA izolasyonu icin kullanilan soliisyonlar

Tris HCI (1 M):

Beher igerisine; 80 ml distile su konulup tizerine 15.7 gr Tris HCl eklendi.
Soliisyon berraklastiginda pH metre ile pH 8.0 olarak ayarlandi. Toplam hacim meziir
araciligi 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 berraklagtiginda pH metre ile pH 8.0 olana kadar NaOH peleti ilave edildi.
Kapakli cam sise igerisine konulup, otoklavda steril edildi.

TE tamponu:

Beher igerisine; son konsantrasyonlar1 10 mM Tris HCI ve 1 mM EDTA olacak
sekilde Tris HCI (1 M) stok soliisyonundan 1ml, 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' in her
birinden 40 pl koyuldu ve her birinin tizerine 680 ul steril distile su eklenerek
hazirlandi. Hazirlanan karisim kisa bir siire vortekslendi. Boylece 5.0 mM
konsantrasyonunda dNTP karisimi elde edildi. Hazirlanan karisim 200 pl olarak yeni,
steril, mikrosantrifiij tiiplerine boliinerek kullanilincaya kadar -20°C’ de muhafaza
edildi.

Primer mix:

Liyofilize haldeki primerler stok konsantrasyonu 100 pmol/ul olacak sekilde

steril distile suyla sulandirilarak stok ¢ozeltiler elde edildi. Her bir primer ¢ifti i¢in; 1.5
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ml’ lik santrifiij tiiplerine stok ¢ozeltilerden her biri igin 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 gr Tris Base, 27.5 gr Boric Acid, 3.72 gr EDTA yaklasik 700
ml distile su ile manyetik karigtirici yardimiyla iyice ¢oziiliip berraklastiktan sonra

hacmi 1000 ml” ye tamamland1 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 icinde karistirildi ve hacim 100 ml’ ye tamamlandi. lyice
kanistirildiktan sonra 1.5 ml’ lik santrifiij tiiplerine 1 ml olarak dagitildi ve

kullanilincaya kadar -20°C’ de saklandi.

Etidyum Bromiir:

50 mg Etidyum bromiir 10 ml distile su ile son konsantrasyonu 5 mg/ml olmak
tizere manyetik calkalayici lizerinde karistirilarak homojen olarak ¢éziinmesi saglandi.

Koyu renkli cam siseye konuldu. Oda 1sisinda muhafaza edildi.
5.2 Yontem
5.2.1 izolatlarin identifikasyonu ve antibiyotik duyarlihik testleri

Calismaya dahil edilen tiim 6rnekler %5 koyun kanli agar (Salubris, Tiirkiye) ve

EMB agara (Oxoid, England) inokule edilerek 35+ 2°C’de bir gece inkiibe edildi.

1. Ureyen mikroorganizmalar klasik yontemlere ilaveten, Phoenix
identification/antimicrobial susceptibility testing (ID/AST) (Becton Dickinson
Diagnostic Instrument Systems, Sparks, Md, USA) cihaz1 iiretici firma Onerileri
dogrultusunda Phoenix ID/AST otomotize mikrobiyoloji sisteminde tiir diizeyinde

tanimland1 ve antimikrobiyal duyarlilik testleri ¢alisildi.
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2. Acinetobacter oldugundan siiphelenilen oksidaz negatif, nonfermentatif, gram
negatif kokobasillere ait kolonilerden CrystalSpecTM nephelometer (Becton
Dickinson company, USA) kullanilarak ID buyyon igerisinde 0.5 McFarland
standartina ayarlanmigs bakteri siispansiyonlar1 hazirlandu.

3. Antimicrobial susceptibility test (AST) buyyon tiipiine, bakteri konsantrasyonu
5x10° CFU/ml olacak sekilde, 25 ul bakteri siispansiyonu ilave edildikten sonra
AST buyyon igerisine bir damla Phoenix™ AST indikatorii damlatildi.

4. Hazirlanan paneller 35°C inkiibasyon sicaklig1 saglayan ve 20 dakikada bir okuma
yapan Phoenix (Becton Dickinson Diagnostic Instrument Systems, Sparks, Md,
USA) cihazina yerlestirildi (117, 118).

5. Acinetobacter olarak tiplendirilen suslar DNA izolasyonu yapilincaya kadar %15
gliserol (Riedel-de Haén AG, Germany) igeren triptik soy buyyon besiyerinde
(Fluca, 22092) -70 °C’ de sakland. .

6. Izolatlarn antibiyotik duyarliliklar1 NMIC/ID-55 panellerinin kullamildigi BD
Phoenix sistemine ilaveten Kirby-Bauer metoduna gore, Mueller Hinton Agar
(MHA) kullanilarak standart disk diffiizyon metodu ile de arastirildi (119).
Duyarlilik testlerinin sonuglar1 Klinik ve Laboratuvar Standartlari Enstitiisii
(Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI) kriterlerine gore duyarli, orta

duyarl ve direngli olarak kategorize edildi (118, 120).
5.2.2 Metallo beta laktamazlarin fenotipik olarak tanimlanmasi
5.2.2.1 imipenem/ imipenem-EDTA iceren kombine disk testi

Amag: Kombine disk testinin mekanizmasi, EDTA varliginda 6l¢iilen imipenem
inhibisyon zon ¢apinin elde edilen imipenem inhibisyon zon ¢apindan 7mm ya da daha

fazla olmas1 temeline dayanmaktadir.

1. ABC izolatlariin taze kiiltlirlerinden, serum fizyolojik i¢ceren cam tiiplerin igerisine
0.5 Mc Farland bulanikliginda, test edilecek bakteri siispansiyonu hazirlanarak
MHA’ ya steril ekiivyon cubuk yardimiyla bakterinin homojen inokiilasyonu
yapildi.
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2. Besiyeri yiizeyinin kurumasini takiben aralarinda en az 22 mm olacak sekilde iki
imipenem diski (10ug) besiyeri yilizeyine steril pens yardimiyla yerlestirilerek,
imipenem disklerinden bir tanesinin {izerine 10ul EDTA (0.5M, pH 8) eklendi.

3. Plaklar 35+2°C” de 18 saat inkiibe edildi.

4. Imipenem+EDTA icin o&lgiilen inhibisyon zon ¢api, imipenem icin olgiilen
inhibisyon zon ¢apindan 7 mm daha genis ise test sonucu pozitif olarak kabul edildi.

5. Testin kalite kontrolii, daha onceki testlerde kullanilan MBL pozitif ve MBL negatif
izolatlarla yapild1 (121).

5.2.2.2 Modifiye Hodge test

Amac: Modifiye Hodge Test MBL enziminin EDTA varliginda inhibe olmasi
prensibine dayanmamaktadir. MHT, meropeneme duyarli bir bakteri izolatinin, MBL
ireten bir bakteri ile birlikte bulundugunda meropenem varliginda {ireyebilmesi

temeline dayanmaktadir.

Bu testte E. coli ATCC 25922 ve K. pneumoniae ATCC 700603 meropeneme
duyarli bakteri izolat1 olarak kullanildi. Test edilecek tiim izolatlar i¢in E. coli ATCC
25922 ve K. pneumoniae ATCC 700603 izolatlar1 ile MHT yapildi. MHT
uygulanmadan 6nce kullanilacak olan E. coli ATCC 25922 ve K. pneumoniae ATCC

700603 izolatinin meropeneme duyarli oldugu disk difiizyon yontemiyle dogrulandi.

1. E. coli ATCC 25922 ve K. pneumoniae ATCC 700603 izolatlarinin kanli agardaki
taze kiiltiiriinden, 0.5 McFarland bulanikliginda siispansiyonu yapilarak, bakteri
stispansiyonunun 1:10 sulandirimi yapildi ve steril ekiivyon yardimiyla MHA
tizerine homojen inokiilasyonu saglandi.

2. Besiyeri yiizeyinin kurumasini takiben besiyerinin merkezine meropenem diski
(10ug) yerlestirildi.

3. Test edilecek ABC izolatinin kanli agardaki taze kiiltiiriinden steril ekiivyon
yardimiyla 1-2 bakteri kolonisi toplandi ve meropenem diskinin bir ucundan
baslayarak besiyeri kenarmna dogru yogun bakteri ekimi yapildi. Bu sekilde her
plakta biri pozitif kontrol (K. pneumoniae BAA 1705), biri negatif kontrol (K.
pneumoniae BAA 1706) olmak tizere toplam dort izolat ¢alisilmig oldu.

4. Inokiilasyonu takiben plaklar 35°C’ de 18 saat inkiibe edildi.
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5.

E. coli standart izolatina ve K. pneumoniae standart izolatina bagli olusan inhibisyon
zonunun ABC iiremesinin bulundugu bélgede azalmasi ve bu bélgede E. coli ya da
K. pneumoniae iiremesinin goriilmesi pozitif test sonucu olarak kabul edildi (122,
123, 124).

5.2.3 DNA izolasyonu

Kaynatma metodu ile hiicre duvar1 ve membrani pargalanarak, DNA izolasyonu

gerceklestirildi.

1.

Tiir diizeyinde tanimlanan ve -80 °C’ de saklanan bakteri izolatlart %5 koyun kanli
agar (Salubris, Tirkiye) besiyerine inokule edildi. Aerobik kosullarda 35+2°C' de
20-24 saat inkiibe edildi.

Ureyen kolonilerin safligindan emin olunarak 3 ml LB sivi besiyerine tek koloni
pasajt yapildi.

37°C’ ye ayarlanmis ¢alkalayici su banyosunda 200 rpm’ de bir gece inkiibe edildi.
Kiltirin 1.5 ml> si steril eppendorf (1.5 ml) tiiplere transfer edilerek
mikrosantrifiijde 5000 rpm’ de 5 dK santrifiij islemi yapildu.

Siipernatant kismi dokiildii ve pelletin tizerine 1 ml TE tamponu eklenip
vortekslendi. Tekrar 5000 rpm’ de 5 dk c¢oktirme islemi gergeklestirildi.
Stipernatant kismu atilip pelletin tizerine 1 ml ddw eklenip vortekslendi.

Santrifiij islemi ayni kosullarda bir kez daha tekrarlanip siipernatant kismi
dokiildiikten sonra pelletin {izerine 500 ul deiyonize su eklendi ve bakteri
stispansiyonu 95°C’ de 10 dk kaynatildi.

Kaynatma isleminin ardindan bakteri siispansiyonu 13000 rpm’ de 5 dk santrifiij
edildi.

Siipernatant kismindan 400 pl alinip steril 1.5 ml’ lik PCR tiiplerine koyuldu. izole
edilen DNA, ¢alisma i¢in kullanilincaya kadar -20°C’ de muhafaza edildi.

5.2.4 Master mix hazirlanmasi

Master mix hazirlanmasinda kullanilan bilesenler ve miktarlar1 Tablo 7° de

verilmistir.
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Tablo 7. PCR i¢in master mix bilesenleri ve miktarlar

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

dNTP mix 25mM 1

MgCI2 25 mM 5

Primer 1 5 pmol 15

Primer 2 5 pmol 15

Taq polimeraz 50/ 0.3

ddw 25.7
Template 5

Toplam reaksiyon
p y 50

hacmi

Master mix hazirlarken biitiin asamalar buz {lizerinde gerceklestirildi. Buz iizerine
steril 1.5 ml santrifiij tiipii yerlestirildi. Tablo 7' de gosterilen kimyasallar -20°C
dondurucudan ¢ikartildi. Taq polimeraz islem sirast geldiginde ¢ikartildi. Cozlinen
kimyasallar 5-10 sn vortekslendikten sonra Tablo 7° de belirtilen siraya gore pipet
araciligi ile kanstirildi. Taq polimeraz kullanilmadan 6nce kisa bir santrifiij edildi ve
yukart asag pipetleyerek tiipe aktarildi. Steril deiyonize su konulduktan sonra tiip 30 sn
vortekslenerek master mix karistirildi. Bu islemler sonunda master mix hazirlanmig
oldu. Hazirlanan master mix 0.2 ml’ lik PCR tiiplerine 45 pl olarak pipetlendi. Tiiplerin
izerlerine 6rnek numaralar1 yazildi ve numaralarina gore izole edilen DNA her bir tiipe
57 er ul pipet ile aktarildi. Negatif kontrol olarak distile su, pozitif kontrol olarak MBL
geni bulundurdugu bilinen P. aeruginosa izolatindan izole edilen DNA 5 ul eklendi. Bu

sekilde hazirlanan tiipler termal dongii cihazina yerlestirildi.
5.2.5 Polimeraz zincir reaksiyonu

PCR igin kan o6rneklerinden izole edilen ABC izolatlarinin kaynatma metodu ile
elde edilen DNA kullanildi.
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5.2.5.1 Metallo beta laktamaz varhgim arastirmak icin kullamlan primerler

MBL enzimi kodlayan gen bdlgelerini amplifiye etmek igin , blajue geni igin bir,

b|a||v|p_1 geni i(;in biI‘, b|a||\/|p_2 geni i(;il’l bir, bIaV|M geni i(;il’l biI‘, blav||v|_1 geni i(;in biI’,

blayim-2 geni igin bir blagm geni icin bir, blagim geni i¢in bir, blaspm geni igin bir

primer seti kullanildi. izole edilmis -20°C” de muhafaza edilen DNA, PCR igin kalip

DNA olarak kullanildi. Her test iki defa tekrarlandi. Calisilan primer setlerinin dizileri

Tablo 8' de verilmistir.

Tablo 8. MBL enzim direncini kodlayan genlerin arastirilmasinda kullanilan primerler

Uriin uzunlugu

Primer Sekans (5°-3”) Referans
(bp)

IMPgenF1  GAATAG(A/G)(A/G)TGGCTTAA(C/T)TCTC 188 125

IMPgenR1  CCAAAC(C/T)ACTA(G/IC)GTTATC

VIMgenF2 GTTTGGTCGCATATCGCAAC 282 15

VIMgenR2 AATGCGCAGCACCAGGATAG

IMP-1 F TGAGCAAGTTATCTGTATTC

IMP-1 R TTAGTTGCTTGGTTTTGATG 740 120

IMP-2 F GGCAGTCGCCCTAAAACAAA

IMP-2 R TAGTTACTTGGCTGTGATGG 7 120

VIM-1F TTATGGAGCAGCAACGATGT

VIM-1R CAAAAGTCCCGCTCCAACGA 920 120

VIM-2 F AAAGTTATGCCGCACTCACC

VIM-2 R TGCAACTTCATGTTATGCCG 505 120

SIM-1-F TACAAGGGATTCGGCATCG

SIM-1-R TAATGGCCTGTTCCCATGTG >0 %

SPM-1-F CTAAATCGAGAGCCCTGCTTG

SPM-1-R CCTTTTCCGCGACCTTGATC 798 125

GIM-1-F TCAATTAGCTCTTGGGCTGAC

GIM-1-R CGGAACGACCATTTGAATGG e 1o

5.2.5.2 OXA varh@m arastirmak icin kullamlan primerler

OXA enzimi kodlayan gen bolgelerini amplifiye etmek igin; blaoxa-23iike

geni i(;in bir, bIaOXA.24“ke geni igin biI‘, b|ao)(A-51|ike geni igin bir, b|aOXA-5g|ike geni igin
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primer seti kullamildi. izole edilmis -20°C” de muhafaza edilen kromozomal DNA, PCR
icin kalip DNA olarak kullanildi. Her test iki defa tekrarlandi. Calisilan primer

setlerinin dizileri Tablo 9' da verilmistir.

Tablo 9. OXA enzim direncini kodlayan genlerin arastiriimasinda kullanilan primerler

Primer Sekans (5°-3”) Uriin uzunlugu (bp)  Referans
OXA 23-like F GATCGGATTGGAGAACCAGA
OXA 23-like R ATTTCTGACCGCATTTCCAT 201 127
OXA 24-like F GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA
OXA 24-like R AGTTGAGCGAAAAGGGGATT 246 11
OXA51-like F TAATGCTTTGATCGGCCTTG
OXAS51-like R TGGATTGCACTTCATCTTGG 33 127
OXA 58-like F AAGTATTGGGGCTTGTGCTG

599 127

OXA58-likeR  CCCCTCTGCGCTCTACATAC

5.2.6 PCR ile amplifikasyon
5.2.6.1. blayvp geninin amplifikasyonu

blajme geninin varligini PCR ile gostermek igin bu gene ait 188 bp
uzunlugundaki fragmenti hedef alan IMP-F ve IMP-R primerleri kullanild1 (Bkz Tablo
8). DNA izolasyonu yapilan toplam 74 o&rnek blajp geni varligi bakimindan
degerlendirildi. Amplifikasyon i¢in hazirlanan master mix karisimi daha énce Tablo 7'
de anlatildigi gibi hazirlandi. Karisim igeren tiipler otomatik termal dongii cihazina
konularak 94°C’ de 5 dakika denatiirasyon sonrasi, her dongii; 94°C’ de 1 dakika
denatiirasyon, 55°C’ de 1 dakika primer birlesmesi, 72°C’ de 1 dakika uzama
islemlerinden olusan 39 dongii uygulandi. Son olarak 72°C’ de 5 dakika uzama siiresi
eklendi.

5.2.6.2 blay;m geninin amplifikasyonu

blayim geninin varligint PCR ile gostermek igin bu gene ait 382 bp
uzunlugundaki fragmenti hedef alan VIM-F ve VIM-R primerleri kullanild1 (Bkz Tablo
8). DNA izolasyonu yapilan toplam 74 ornek blay geni varligi bakimindan
degerlendirildi. Amplifikasyon i¢in hazirlanan master mix karisimi1 daha énce Tablo 7'

de anlatildigi gibi hazirlandi. Karisim igeren tiipler otomatik termal dongii cihazina
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konularak 96°C’ de 5 dakika denatiirasyon sonrasi, her dongii; 94°C’ de 1 dakika
denatiirasyon, 59°C’ de 1 dakika primer birlesmesi, 72°C’ de 1 dakika uzama
islemlerinden olusan 30 dongii uygulandi. Son olarak 72°C’ de 10 dakika uzama siiresi

eklendi.
5.2.6.3 blajmp-1 ve blajvp-2 genlerinin amplifikasyonu

blajwe-1 geninin varhigini PCR ile gostermek igin bu gene ait 740 bp
uzunlugundaki fragmenti hedef alan IMP-1-F ve IMP-1-R primerleri kullanildi (Bkz
Tablo 8). blajyp-2 geninin varligmi PCR ile gostermek igin bu gene ait 737 bp
uzunlugundaki fragmenti hedef alan IMP-2-F ve IMP-2-R primerleri kullanildi (Bkz
Tablo 8). DNA izolasyonu yapilan toplam 74 6rnek blayup-1 Ve blayvp-2 genlerinin varlig
bakimindan degerlendirildi. Amplifikasyon i¢in hazirlanan master mix karisimi daha
once Tablo 7' de anlatildig1 gibi hazirlandi. Karisim igeren tiipler otomatik termal dongii
cihazina konularak 94°C’ de 5 dakika denatiirasyon sonrasi, her dongii; 94°C’ de 1
dakika denatiirasyon, 55°C” de 1 dakika primer birlesmesi, 72°C’ de 1 dakika uzama
islemlerinden olusan 40 dongii uygulandi. Son olarak 72°C” de 5 dakika uzama siiresi

eklendi.
5.2.6.4 blaym-1 ve blayiu-2 genlerinin amplifikasyonu

blayim1  geninin varligmi PCR ile goéstermek i¢in bu gene ait 920 bp
uzunlugundaki fragmenti hedef alan VIM-1-F ve VIM-1-R primerleri kullanildi (Bkz
Tablo 8). blayiv-2 geninin varligmi PCR ile gostermek i¢in bu gene ait 865 bp
uzunlugundaki fragmenti hedef alan VIM-2-F ve VIM-2-R primerleri kullanildi (Bkz
Tablo 8). DNA izolasyonu yapilan toplam 74 6rnek blaym-1 ve blayim-2 genlerinin
varligr bakimindan degerlendirildi. Amplifikasyon i¢in hazirlanan master mix karigimi
daha 6nce Tablo 7' de anlatildig1 gibi hazirlandi. Karisim igeren tiipler otomatik termal
dongii cihazina konularak 94°C’da 3 dakika denatiirasyon sonrasi, her dongii; 94°C’ de
1 dakika denatiirasyon, 55°C” de 1 dakika primer birlesmesi, 72°C’ de 2 dakika uzama
islemlerinden olusan 35 dongii uygulandi. Son olarak 72°C” de 7 dakika uzama siiresi
eklendi (126).
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5.2.6.5 blagum-1, blaspm-1, blagiv-1 genlerinin amplifikasyonu

blagim-1, blaspm-1, blagiv-1 genlerinin varhigini PCR ile gostermek igin bu genlere
ait sirasiyla 570 bp uzunlugundaki fragmenti hedef alan SIM-1-F ve SIM-1-R
primerleri, 798 bp uzunlugundaki fragmenti hedef alan SPM-1-F ve SPM-1-R
primerleri, 72 bp uzunlugundaki fragmenti hedef alan GIM-1-F ve GIM-1-R primerleri
kullanild1 (Bkz Tablo 8). DNA izolasyonu yapilan toplam 74 6rnek blasyv-1, blaspm-1,
blagim-1  genleri varligi bakimindan degerlendirildi. Amplifikasyon i¢in hazirlanan
master mix karigimi daha 6nce Tablo 7' de anlatildigi gibi hazirlandi. Karisim igeren
tiipler otomatik termal dongii cihazina konularak 94°C’ de 5 dakika denatiirasyon
sonrasi, her dongii; 94°C’ de 20 saniye denatiirasyon, 53°C’ de 45 saniye primer
birlesmesi, 72°C” de 30 saniye uzama islemlerinden olusan 35 dongii uygulandi. Son
olarak 72°C” de 7 dakika uzama siiresi eklendi (125).

5.2.6.6 b|ao>(A23-|ike, b|ao)(A 24-like, bIaOXA 51-like, b|ao)(A 58-like genlerinin amplifikasyonu

blaoxazs-ike, Plaoxa 24-like, Dlaoxa s1-iike, Dlaoxa ss-ike genlerinin varligini PCR 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 (Bkz Tablo 9). DNA
izolasyonu yapilan toplam 74 6rnek blaoxa 23-like, Dlaoxa 24-iike, Dlaoxa 51-tike, Dla0XA 58-like
genleri varligr bakimindan degerlendirildi. Amplifikasyon igin hazirlanan master mix
karisimi daha dnce Tablo 7' de anlatildig1 gibi hazirlandi. Karisim igeren tiipler otomatik
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 uygulandi. Son olarak 72°C’ de 6 dakika

uzama siiresi eklendi (127).

45



5.2.7 Agaroz jel elektroforezi ve goriintiileme

Jelin hazirlanmasi:

1 gr agaroz 50 ml TBE tamponu ile karistirilip mikrodalga firinda agaroz
partikiilleri tamamen eriyinceye kadar 1sitild1. I¢inde erimis agaroz bulunan erlen, 55°C’
ye ayarlanmis su banyosunda 15 dk bekletildikten sonra i¢ine son konsantrasyonu 0.5
ug/ml olacak sekilde etidyum bromiir eklendi. Elektroforez igin %2’ lik agaroz jel

hazirlandi.
Yiikleme:

Genis kuyucuk olusturan tarak, diiz bir zemindeki tepsi lizerine oturtuldu. Jel
tepsiye dokiildiikten sonra katilagsmasi i¢in oda 1sisina birakildi. Katilasan agarozdan
tarak cikarildiktan sonra tepsi ile birlikte yatay elektroforez tankinin igine yerlestirildi
ve lizerini kapatacak sekilde TBE tamponu dokiildii. DNA agarlastirilarak kuyucuklara
pipetleyebilmek ve yiiriyen DNA konumunu belirlemek i¢in yiikleme tamponu
kullanildi. 10 pl PCR iirtini 3 pl yilikleme tamponuna karigtirilarak kuyucuklara
aktarildi. Ornekler ilk 10 dk 80 voltta yiiriitiildiikten sonra 100 volta ¢ikarilip 30 dk
daha yiiriitiildii. Olusan bantlar UV transilluminatdrde gozlendi. Jel goriintiile cihazinda

fotograflar1 gekildi.
5.2.8 DNA dizi analizi

Calismamizda amplifikasyon reaksiyonu sonucunda OXA 23, OXA 51 ve OXA
58 genleri i¢in kullanilan primerler ile istenilen biiyiiklikte {iriin veren bir ABC
izolatinin DNA dizi analizi KTU Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali' nda
bulunan Applied Biosystems 3130 DNA dizi analizi cihazinda gergeklestirilmistir. Dizi
analizinden 6nce iiretici firmanin protokolii dogrultusunda NucleoSpin® Extract 11 Kiti
(MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Almanya) ile PCR iiriinleri temizlendi.
Temizlenen iriinler daha 6nce yontemde (Bkz. 5.2.7) bahsedildigi gibi agaroz jelde
yiiriitiildii. Ornekler ABI Prism Big DyeTM Terminatér Reaksiyon Kiti ile déngii
sekansi i¢in hazirlanip termal dongli cihazina 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.
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Sekans reaksiyonundan sonra, floresan ile isaretli ddNTP’ leri ortamdan yok etmek i¢in

Sephadex kullanildi. Temizlenmis sekans tiriinii dizi analizi cihazina yerlestirildi.

Kromotogram dosyalar1 ile alman sonuglar ChromasPro programi ile diziler
cikartilmig, gelen dizilerin DNA dizi veritabanlar1 ile BLAST yaziliminda

karsilagtirmalart yapilmustir.
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6. BULGULAR

6.1 Arastirmaya dahil edilen izolatlarin genel 6zellikleri

KTU Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Hasta
Hizmetleri Laboratuvar1 Bakteriyoloji Birimi’ e Ocak 2007 ile Aralik 2009 tarihleri
arasinda gonderilen 158 hastanin kan orneklerinden izole edilen ABC izolatlarindan
imipenem ya da meropenemden birine; orta duyarli ve direngli saptanmis olan
izolatlarda karbapenemaz varliginin arastirilmasi planlanmistir. Her bir hastadan, ilk
izole edilen olmak kaydiyla toplam 78 ABC izolat1 ¢calismaya alinmistir. Caligmaya
2007 yilina ait bir izolat, 2008 yilina ait iki izolat, 2009 yilina ait bir izolat ¢esitli
nedenlerden dolay1 ¢alisma dis1 birakilmistir. Bu nedenle ¢calismamizda toplam 74 ABC
izolat1 yer almistir. Bu izolatlarin gonderildikleri birimlere gore dagilimi Tablo 10° da

gosterilmistir.

Tablo 10. ABC izolatlarinin gonderildikleri birimlere gore dagilimi

Birim 2008 2009 Toplam %
Acil Poliklinik 0 1 1 1.35
Anestezi Yogun Bakim Unitesi 0 7 7 9.46
Beyin Cerrahisi Poliklinigi 0 1 1 1.35
Cerrahi Yogun Bakim Unitesi 18 4 22 29.73
Dahiliye-Onkoloji Servisi 0 1 1 1.35
Dahiliye-Yogun Bakim Unitesi 0 9 9 12.16
Dahiliye Servisi 2 3 5 6.76
Genel Cerrahi Servisi 1 0 1 1.35
Gogiis Hastaliklar: Servisi 1 2 3 4.05
Gogiis Hastaliklar1 Yogun Bakim Unitesi 0 6 6 8.11
Kalp Damar Cerrahi Servisi 0 4 4 541
Néroloji Yogun Bakim Unitesi 3 2 5 6.76
Nérosirurji Yogun Bakim Unitesi 5 2 7 9.46
Pediatri, Hematoloji-Onkoloji Servisi 0 1 1 1.35
Yenidogan Yogun Bakim Unitesi 1 0 1 1.35
TOPLAM 31 43 74 100

ABC izolatlarmim %77.03' tYBU' den, %20’ si servislerden, %2.7" si
polikliniklerden izole edildi.
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6.2 Izolatlarin antibiyotik duyarhliklari

Klinik kan 6rneklerinden izole edilen ABC izolatlarinin 11 antibakteriyal ajan i¢in
duyarlilik testleri calisilmistir. Calismaya dahil edilen izolatlarin izolatlarin antibiyotik
duyarlilik sonuglart Tablo 11' dedir.

Tablo 11. Karbapenem orta duyarli ve direngli 74 ABC izolatlarinin antibiyotik
duyarlilik sonuglari

izolat
Kodu
ABO001 S
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R
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ABO019 |
ABO020 R
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w T T U 3
- XY X X/ WV WV VW UV XUV XUV T

AB024

AB025

ABO026

AB027 |
ABO028 |
AB029
ABO030
ABO031 |
ABO032
ABO033
AB034
ABO035
ABO036 |
ABO037 |
AB038 R

T XUV XUV WV D

I »n T » w m
— T — U W UV UV OV UV UV OV UV I »
- - - o
T T »w

T X ® ¥ X X X UV »w X X XV UV UV UV o I »w U BV UV XV X XV XUV XUV UV UV XUV OV UV UV UV UV UV I
U U XUV T

T »¥ » ® ® ¥ ¥ X X ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ U UV U XV OV XV X X X XUV XNV UV UV XUV XUV UV UV XUV UV XUV UV UV U DT

T ©®Y ¥ ©» ¥ ¥ ®» ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ OV ¥ OV X Y LV X XV X OV X XV X XV OV XV XUV UV XV UV OV UV UV UV T
“w » » ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ X IV X X OV X X OV XV OV X OV X UV X XV OV XV UV UV IV UV XUV U XUV UV XD
T X XV IV O I X XV VL XV XV XV XUV XUV XUV XMV UV IV LW T LW LW nmw O n UV »n U U W DV UV UV XUV UV D

T »¥ »® »® ® ¥ ¥ X VT Y ¥ ¥ ¥ O O O L UV OV IV XV XY XUV IV XV MLV UV OV XUV UV UV XUV XUV XUV UV UV U D

T »¥ » ® ¥ ¥ X X XV X X X X X X UL O UV UV UV XV XV XUV UV XUV XUV UV UV UV UV XUV XD

XUV XUV UV XUV D
T UV XUV XD
T XV XV XMV UV XUV UV XUV XUV XUV T

py)

49



Izolat
Kodu
AB039 R
ABO040 R
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SAM: Ampisilin/sulbaktam, TZP: Piperasilin/tazobaktam, CAZ: Seftazidim, IPM: Imipenem, MEM: Meropenem,
GM: Gentamisin, CIP: Siprofloksasin, LVX: Levofloksasin, SXT: Trimetoprim/Siilfametaksazol, AK: Amikasin,
CTX: Sefotaksim, FEP: Sefepim
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6.3 Metallo beta laktamaz tayininde kullanilan fenotipik testler

Kombine disk testi ile 74 ABC izolatinin 4' {inde (%5.4) Kombine disk testi
pozitif, 70" i (%94.5) negatif bulunmustur. Kombine disk testi pozitif olan bir izolat
Resim 2’ de gosterilmektedir. Calismada pozitif kontrol olarak kullanilan MBL pozitif
iki P. aeruginosa izolatmin VIM-5 pozitif izolat kombine disk testi ile pozitif sonug

verirken, IMP-1 pozitif izolat negatif sonug vermistir.

Resim 2. Kombine disk testi ile fenotipik olarak MBL {iretimi

Calismaya alinan 74 ABC izolatinda MBL' nin fenotipik tayini i¢in kullanilan
diger bir test modifiye Hodge test (MHT)’dir. Biri E. coli ATCC 25922 digeri K.
pneumoniae ATCC 700603 olmak flizere iki ayr1 standart sus ile ayri ayr1 MHT
calisilmistir ve her ikisi ile de sonuglar uyumlu bulunmustur. MHT ABC izolatinin ile
izolatlarin birinde (%1.35) MHT pozitif, 73 {inde (%98.65) ise negatif bulunmustur.
MHT ile fenotipik olarak MBL pozitif bulunan 1 izolat Resim 3' de gosterilmektedir.
Caligsmada pozitif kontrol olarak kullanilan MBL pozitif oldugu bilinen iki izolat MHT

ile pozitif bulunmustur.
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Resim 3. MHT ile fenotipik olarak MBL iiretimi

Kombine disk yontemiyle pozitif saptanan 4 izolat, MHT ile negatif sonug
verirken; MHT" ye gore pozitif saptanan 1 izolat kombine disk yontemiyle negatif sonug
vermistir. Her iki testin de negatif oldugu izolat sayis1 69 iken, her iki testin pozitif
oldugu izolat saptanmamustir. iki yontem arasindaki uyum %93.24 olarak belirlenmistir.

Tablo 12" de MHT test ve kombine disk sonuglari karsilagtirilmistir.

Tablo 12. MBL iiretimini aragtirmak i¢in kullanilan iki fenotipik yontemle pozitif ve
negatif bulunan izolat say1s1

Kombine Disk (+) Kombine Disk (-) Toplam
Modifiye Hodge (+) 0 1 1
Modifiye Hodge (-) 4 69 73
Toplam 4 70 74

6.4 Metallo beta laktamaz enziminin molekiiller yontemle gosterilmesi
Cahsmaya alman 74 ABC iZOlatlnda; b|a|Mp, b|av|M, b|a||v|p-1, b|a|Mp-2, blav||v|-1,
blavim-2, blasim-1, blagiv-1, blaspm-1 genlerinin korunmus bélgelerine 62gﬁ1 farkli primer

setleri kullanilarak PCR metodu ile incelenmis ve bu genlerden higbiri saptanmamustir.
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500 bp
300 bp

6.5 Oksasilinaz enziminin molekiiler yontemle gosterilmesi
6.5.1 blapxa-23 ike geninin amplifikasyonu

blaoxa-23-like genine Ozgiil primerler kullanilarak yapilan amplifikasyon sonucu
74 ABC izolatindan 26 tanesinde 501 bp biiyiikliigiinde iiriin tanimlanmustir. Orneklere

ait jel goriintiisii Resim 4’de sunulmustur.
6.5.2 blapxa-24 ike geninin amplifikasyonu

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

74 ABC izolatinin hig birinde 246 bp biiytikliigiinde {iriin saptanmanustir.

6.5.3 blapxa-s1 iike geninin amplifikasyonu

blaoxa-s1-like genine 6zgiil primerler kullanilarak yapilan amplifikasyon sonucu 74
ABC izolatiin tiimiinde 353 bp biiyiikliigiinde {iriin tammlanmstir. Orneklere ait jel
goriintlisii Resim 4’de sunulmustur.
6.5.4 blapxa-ss like geninin amplifikasyonu

blapxa-ss-iike genine 6zgiil primerler kullanilarak yapilan amplifikasyon sonucu 74
ABC izolatindan 32' sinde 599 bp biiyiikliigiinde {iriin tanimlannmustir. Orneklere ait jel

goriintiisii Resim 4’de sunulmistur.

Resim 4. blapxa geninin agaroz jel elektroforez goriintiisit M: 100 bp DNA Marker, 1:
Negatif kontrol, 2: OXA-23 Pozitif kontrol 3: AB037, 4: AB050, 5: Negatif kontrol, 6:
OXA-51 Pozitif kontrol, 7: AB050, 8: Negatif kontrol, 9: OXA-58 Pozitif kontrol, 10:
ABO058, 11: AB066
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6.5.5 Arastirma grubuna ait blapxa PCR sonuglari ve gonderildigi birimler
Arastirmamiza ait 74 ABC izolatinin PCR sonuglar1 Tablo 13' de sunulmustur.

Tablo 13. Arastirma Grubuna ait blapxa PCR Sonuglari

Izolat

Kodu blaoxa-23-tike blaoxa-24-tike blaoxa-s1 rike blaoxa-ss rike
ABO001 - - + -
ABQ02 - - + -
ABQ03 - - + -
ABQ04 - - + -
ABO005 - - + -
ABO006 - - + -
ABOQ07 - - + -
ABO008 - - + -
ABO009 - - + +
ABO010 - - + +
ABO011 - - + -
ABO012 - - + -
ABO013 - - + +
ABO014 - - + -
ABO015 - - + +
ABO016 - - + -
ABO017 - - + -
ABO018 - - + -
ABO019 - - + -
ABO020 - - + -
ABO021 - - + +
ABQ022 - - + +
AB023 - - + +
AB024 - - + -
AB025 - - + +
AB026 - - + +
ABQ27 - - + +
ABO028 - - + -
ABO029 - - + -
ABO030 - - + +
ABO031 - - + +
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Izolat

Kodu blaoxa-23-ike blaoxa-2-tike blaoxa-s1 like blaoxa-ss like
AB032 - - + +
AB033 - - + +
AB034 - - + +
ABO035 - - + +
ABO036 + - + -
AB037 + - + +
ABO038 + - + -
ABO039 - - + +
AB040 - - + +
AB041 + - + -
ABO042 - - + +
AB043 - - + +
AB044 - - + +
AB045 - - + +
AB046 - - + +
ABO047 - - + +
AB048 + - + -
AB049 - - + +
AB050 + - + +
ABO051 - - + +
AB052 + - + -
ABO053 + - + -
AB054 - - + +
ABO055 + - + -
ABO056 + - + -
ABO057 + - + -
ABO058 + - + +
ABO059 + - + -
ABO060 + - + -
ABO061 + - + -
AB062 + - + -
AB063 + - + -
ABO064 + - + -
ABO065 + - + -
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Izolat

Kodu blaoxa-23-ike blaoxa-2-tike blaoxa-s1 like blaoxa-ss like
AB066 - - + +
ABO067 - - + +
AB068 + - + -
ABO069 + - + -
ABO70 + - + -
ABO71 + - + -
ABO72 + - + -
ABO073 + - + -
ABO74 + - + -

OXA 23 ve OXA 58 pozitif izolatlarin gonderildigi birimler Tablo 14' de

gosterilmistir.

Tablo 14. OXA-23 ve OXA-58 pozitif izolatlarin gonderildigi birimler

Birim [zolat kodu OXA 23 OXA 58

Cerrahi yogun bakim {initesi AB009 - +
ABO010 - +
ABO013 - +
ABO015 - +
AB021 - +
AB022 - +
ABO023 - +
AB025 - +
ABO030 - +
ABO031 - +
AB032 - +
ABO036 + -
ABO037 + +
ABO038 + -

Anestezi Yogun BakimUnitesi ABO055 + -
AB058 + +
AB063 + -

Cerrahi yogun bakim {initesi AB064 + -
ABO065 + -
ABO067 - +
ABO073 + -
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Birim izolat kodu OXA 23 OXA 58

Cerrahi yogun bakim {initesi AB039 - +
ABO040 - +
ABO044 - +
ABO045 - +
ABO054 - +
ABO057 + -
AB060 + -
ABO066 - +
ABOQ70 + -
ABO035 - +
Anestezi Yogun BakimUnitesi AB042 - +
ABO056 + -
ABO071 + -
ABQ72 + -
ABOQ74 + -
Néroloji Yogun Bakim Unitesi AB048 + -
AB069 + -
Nérosirurji Yogun Bakim Unitesi AB033 - +
ABO046 - +
Dahiliye Servisi AB050 + +
ABO059 + -
ABO062 + -
Kalp Damar Cerrahi Servisi AB049 - +
ABO051 - +
ABO052 + -
ABO053 + -
Gogiis Hastaliklart Servisi ABO041 + -
AB043 - +
Genel Cerrahi Servisi AB027 - +
Pediatri, Hematoloji-onkoloji servisi AB068 + -
Dahiliye-Onkoloji Servisi AB047 - +
Acil Poliklinik ABO034 - +
Beyin Cerrahi Poliklinigi AB061 + -
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6.5.6 OXA enzimi iireten izolatlarin karbapenem duyarhkhk verileri
OXA pozitif izolatlarin karbapenem grubu ajanlardan imipenem ve meropeneme
duyarlilik verileri Tablo 15' de sunulmaktadir.

Tablo 15. OXA pozitif izolatlarin karbapenem grubu antibiyotik duyarlilik verileri

Duyarli Orta Duyarh Direncli
IPM MEM IPM MEM IPM MEM
(n=4) (n=5) (n=10) (n=24) (n=60) (n=45)
blaoxa-23-ike 0 0 %20 0 %40  %57.8
(n=26) (2) (24) (26)
blaoxa-s1 like %100 %100 %100 %100 %100 %100
(n=74) (4) (5) (10) (24) (60)  (45)
blaoxa-s8 like 0 0 %30 %79.17  %48.33 %28.9
(n=32) (3) (19) 29 (13

IPM: imipenem, MEM: Meropenem

6.5.7 OXA enzimi iireten genlerin birlikte bulunma durumlari
Calismamizda belirlenen direng genlerinin izolatlarda birlikte bulunma
durumlarina ait veriler Tablo 16’ da sunulmustur.

Tablo 16. izolatlardaki OXA genlerinin birlikte bulunma durumlari

OXA Enzim iireten genler Izolat sayisi Toplam n=74 (%)
blaoxa-23-like+ Plaoxa-51 like 26 %35.16
blaoxa-23-iike + blaoxa-ss like 3 %4.05
blaoxa-s1-like+ Dlaoxa-ss like 32 %43.24
blaoxa-23-like+ Dlaoxas1 like + Dlaoxa-ss tike 3 %4.05

6.5.8 DNA dizi analizi

Kromotogram sonuglart ChromasPro programi ile goriintiilenmis, elde edilen
niikleotid dizileri BLAST programinda mevcut niikleotid dizileri ile karsilastirilmistir.
Yapilan karsilastirmalar sonucunda AB037 kodlu izolatin ii¢ okzasilinaz enzim genini

de tasidig1 dogrulanmustir.
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7. TARTISMA ve SONUC

A. baumannii complex zorunlu aerob, oksidaz negatif, nonfermentatif gram
negatif kokobasildir. Dogada, toprakta ve sularda yasayabildigi gibi hastane ortaminda
personelden hastaya veya hastadan hastaya bulasmaktadir. Patojenitesi diisiik
oldugundan 1960' I1 yillarda g6z ardi edilmis 1970' 1i yillarin baslarinda hastane
enfeksiyonu etkeni olarak kabul edilmeye baslanmustir. Acinetobacter izolatlar1 hastane
kosullarinda hem daha kolay barinma olanagi bulmakta hem de diren¢ kazanma sansi
artmaktadir. Kuru ylizeylerde uzun siire canli kalmasi, bir¢ok antimikrobiyal ajana ve
dezenfektanlara direng gelistirmesi hastanelerde devamliligini  siirdiirmesini

saglamaktadir (1, 4, 20, 128).

ABC saglikli insanlar i¢in patojen olmayan ancak immiin yetmezligi olanlarda,
malign veya metabolik hastaligi bulunanlarda, uzun siireli ventilator destegi alanlarda,
yakin dénemde cerrahi igslem uygulanmis olanlarda, yaslilarda, agir yanikli kisilerde en
onemli enfeksiyon etkenlerinden biridir. Invaziv islemlerin siklikla uygulandigi,
antibiyotiklerin kontrolsiiz kullanildig1 hastane birimlerinde, &zellikle YBU ve cerrahi

kliniklerinde, hastane enfeksiyonu etkeni olarak siklikla izole edilmektedir (3, 23, 24).

ABC izolatlari, hastanemizin Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Hasta
Hizmetleri Laboratuvari Bakteriyoloji Birimi' ne Ocak 2008-Aralik 2009 tarihleri
arasinda gelen kan orneklerinden izole edilmistir. izolatlarin %77.03' iiniin YBU'
lerinden, %20.27' sinin servislerden, %2.7' sinin polikliniklerden gonderildigi
saptanmistir. Wisplinghoff ve arkadaslarinin Amerika' da yaptigt 7 yili kapsayan
siirveyans ¢alismasinda 49 hastaneden prospektif olarak toplanmis YBU' lerinden izole
edilen hastane kaynakli kan dolasimi enfeksiyonu etkenleri arasinda A. bauamnnii
insidansimin diger patojenlerden fazla oldugu tespit edilmistir (40). Leblebicioglu ve
arkadaslarinin c¢aligmasinda Tiirkiye' de 10 merkezden toplanmis karbapenemlere
direngli 596 izolatin % 51' i YBU' den izole edilmistir. YBU' lerinden izole edilenlerin
ise %40.4' i kan dolasimi1 enfeksiyonu etkeni oldugu goriilmiistiir ve bunlarin % 8.9' u
A. bauamnnii olarak rapor edilmistir (129). Calismamizda karbapenem direngli ABC
izolatlar1 kan kiiltiirlerinde en sik etken olarak rapor edildigi birim cerrahi yogun bakim
tinitesidir. Acinetobacter izolatlarinin neden oldugu enfeksiyonlarin tiimiiniin hastaneye

yatis sonrasinda gelisen hastane kaynakli enfeksiyonlar olduklari belirlenmistir.
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Direngli izolatlar, kullanilan antimikrobiyal ajanlara diren¢ gelistirmeleri ve
sik¢a izole edilmeleri ile hastanelerde ciddi saglik sorunlari olusturmaktadir. Birgok
antimikrobiyal ajana direngli olmalarina ragmen, genis spektrumlu penisilinler,
sefalosporinler, karbapenemler veya bu grup antimikrobiyallerin bir aminoglikozid veya
kinolon grubu antibiyotik ile kombinasyonu A. baumannii enfeksiyonlarinda en sik

kullanilan tedavi se¢enekleridir.

ABC enfeksiyonlarinin tedavisinde siklikla karbapenem grubu ajanlar tercih
edilmektedir. Karbapenem direngli A. baumannii insidans: diinyanin ¢esitli tilkelerinde
artmaktadir. Avrupa’ da, A. baumannii izolatlarinin karbapenem duyarliligini arastirmak
amaciyla 1997-2000 yillarim1 kapsayan Meropenem Yearly Susceptibility Test
Information Collection (MYSTIC) programinda karbapenemlerin %93-100" iine karsi
etkili olduklar1 bulunmustur (131). Ulkemizde 2000-2004 yillarin1 kapsayan MYSTIC
programinda Acinetobacter meropeneme duyarliligt %53, imipeneme duyarlilign %48
olarak rapor edilmistir (132). Patzer ve arkadaslarinin Polanya' daki 1997-2007 yillarin
kapsayan MYSTIC programinda karbapeneme duyarlilik oran1 %2100 olarak
saptanmistir. Avrupa' da yapilan MYSTIC programinda ise Acinetobacter izolatlarinin
karbapenemlere karst duyarliliginin azalmasi dikkat ¢gekmektedir. Avrupa’ da 2002-2006
yillarim1 kapsayan calismada karbapenemlere duyarli izolatlarin oranimnin %58' e
diismesi ¢ogul direngli Acinetobacter izolatlarinin artisini yansitmaktadir (133, 134).
Bedenic ve arkadaslarmin 2010 yilinda gerceklestirdigi MYSTIC programinda A.
baumannii izolatlarinin  karbapenem direncinin arttigi  vurgulanmistir  (135).
Karbapenem duyarliliginda bolgesel farkliliklarin  oldugu ¢esitli ¢aligmalarda
aciklanmaktadir. Calismamizda karbapenem grubu ajanlardan imipeneme 2008 yilinda
%64.52 direngli izolat saptanmis, 2009 yilinda ise %93.02' si direngli olarak
saptanmistir. Meropeneme 2008 yilinda izolatlarin %48.39' u direcliyken, 2009 yilinda
%69.77" si direngli tespit edilmistir. Ciddi enfeksiyonlara sahip hastalardan izole edilen
Gram negatif basillerin; doripenem, imipenem ve meropeneme olan duyarliliklarini
karsilastirmak i¢in 2011 yilinda Avrupa, Orta Asya ve Afrika' daki 16 iilkenin 80
merkezinden toplanarak yapilan Comparative activity of carbapenem testing
(COMPACT) arastirmasinda, A. baumannii izolatlarinin bahsedilen ii¢ ajana yiiksek
oranda direncli (MiKgp >64 mg/L).) oldugu rapor edilmistir (136). Leblebicioglu ve
arkadaglarin 2012 yilinda tlkemizde yaptigi COMPACT aragtirmasinda da A.

60



baumannii doripenem, imipenem ve meropeneme yiiksek oranda direncli (MiKgy >

64mg/L) oldugu saptanmustir (129).

Calismalarda da bahsedildigi gibi karbapenem direncinin yillara gére artisi
dikkat ¢ekmektedir. Karbapenem grubu ajanlara karsi gelisen direng mekanizmalari
porin proteinlerinin yapisinda degisiklik, penisilin baglayan proteinlerde degisiklik ,beta
laktamaz {retimi ve kromozal AmpC enzimi sentezlemeleridir. Son zamanlarda
karbapenemlere direngte en sik adi gegen mekanizmalar smif B ve smf D

karbapenemaz tiretimidir.

Sinif B karbapenemaz enzimleri aztreonam disindaki tiim beta laktamazlari
hidrolize etme 6zelligine sahiptir ve metallo beta laktamaz olarak adlandirilar. Beta
laktamaz inhibitorlerinden sulbaktam, tazobaktam ve klavulanik asitten etkilenmezler.
Aktif bolgelerinde ¢inko iyonu bulundurduklarindan in vitro olarak EDTA, 2-
merkaptopropionik asit ve sodium mercaptoacetic asit gibi metal selatorleriyle inhibe
olurlar. Yapilan ¢aligsmalara bakildiginda en ¢ok saptananlar IMP ve VIM tipi metallo
enzimler; nadir rastlanan SIM, GIM ve SPM tipi metallo enzimlerdir. Diger gram
negatif patojenler arasinda, kazanilmig karbapenem direncinden sorumlu NDM, KHM,

AIM, DIM tipi MBL enzimlerimden son yillarda sik¢a bahsedilmektedir.

Metallo beta laktamaz kodlayan genler sinif 1 ve 3 integronlar igersinde yer alan
gen kasetlerinde bulunmaktadir. I¢inde bir veya birden fazla gen kaseti tastyabilen
integronlar konjugatif plazmidler veya transpozonlar tarafindan tasmnip bakteriler
arasinda aktarilabilirler. Gen kasetleri integronlar arasinda taginarak direncin yayilimina
sebep olabilmektedirler. MBL iireten mikroorganizmalarda direncin yayilimi klonal ya
da gen transferiyle yani horizontal aktarimla olabilmektedir (74, 82) Kore’ de yapilan
bir ¢calismada VIM-2 saptanan P.aeruginosa ve Acinetobacter izolatlarinin her ikisinde
bulunan integron yapilarinin ayni oldugu saptanmistir (137). Japonya' da IMP-1 geninin
Enterobacteriacea, P. aeruginosa, Brevium diminuta, Pseudomonas fluorecens,
Burcholderia cepacia, Achromobacter (Alkaligenes) xylosoxydans, Pseudomonas
putida ve A. baumannii tiirlerinde saptanmistir. Calismalarda da soz edildigi gibi farkli
tirler arasinda horizontal transferin oldugu belirtilmistir (85). Horizontal aktarim,
karbapenemler dahil olmak {izere monobaktamlar disinda tiim beta laktamlara direng

gelismesi ve gen kasetlerinde aminoglikozit ve florokinolon direng genlerinin birlikte
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tasinmas1  nedeniyle  epidemiyolojik  risk  olusturmaktadir. = MBL  tasiyan
mikroorganizmanin ¢evresel kontaminasyonu, ylizeylerde uzun siire barmabilmesi,
saglik calisanlarinda kolonizasyonu ve hastalarin kolonize ya da enfekte olmasi klonal

yayilim i¢in temel nedenlerdendir.

Hastanelerde direng aktarimimin &nlenmesi ve tedavinin optimum seviyede
uygulanabilmesi agisindan MBL enzim varliginin arastirilmasi 6nemlidir. MBL enzim
varliginin arastirilmasina  yonelik  klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda rutin
uygulanabilir testler CLSI' da heniiz bulunmamaktadir. MBL tespitinde, fenotipik
metotlarin bir¢ok iilkede standart olmamasi, duyarliligi ve ozgiilliigii en yiiksek testi
bulmak i¢in yapilan aragtirmalarin sayisini artirmaktadir. MBL varligini arastirmak i¢in
kombine disk testi, ¢ift disk sinerji testi, modifiye Hodge testi ve MBL E-test gibi
yontemler kullanilmaktadir. Bulunan sonuglar PCR sonuglar ile karsilagtirilmaktadir.
Fenotipik yontemler olumlu sonuglar verebilir fakat test sonuglarinda yalanci

pozitiflikle karsilasilabilmektedir (76, 79, 82, 106, 107).

Metallo beta laktamaz tayini i¢in uygulanan fenotipik testlerde temel prensip in
vitro kosullarda mikroorganizmanin tasidig1 enzimin aktif bolgesindeki ¢inko iyonunun
metal selator tarafindan inhibisyonudur. Bu prensibe dayanarak uygulanan testlerden
biri imipenem-EDTA kombine disk testidir. Bir imipenem ve {izerine EDTA eklenmis
ikinci bir imipenem diski ile yapilmis disk diffiizyon yonteminde disklerin inhibisyon
zon ¢aplart arasindaki farkin 7 mm’ nin iizerinde olmasi, metallo beta laktamaz varligi
acisindan pozitif kabul edilmektedir (121). Yong ve arkadagslarinin 2002 yilinda yaptig
calismada 750 pg EDTA igeren disklerin kullanildigi yontem ile tiim VIM-2 pozitif
Pseudomonas izolatlarint ayirt edebilmistir. IMP-1 pozitif Acinetobacter izolatlarda ise
imipenem-EDTA kombine disk testinin duyarliligimi %95.7, 6zgilligini %91.0 olarak
saptamuslardir (138). Peleg ve arkadaslari 2006 yilinda MBL varligi bilinen gram
negatif 84 izolat i¢in calistiklar1 kombine disk testi de duyarliligi %100, 6zgilligi ise
%98 olarak rapor etmislerdir (139). Jesudason ve arkadaslari MBL iiretimini tespit
etmede imipenem-EDTA kombine disk testini, modifiye Hodge testine gore daha
duyarli bulmuslardir (140). Noyal ve arkadaslar1 benzer sekilde kombine disk testinin
MHT' e gore daha duyarli oldugunu tespit etmistir (123). Pitout ve arkadaslari 2006

yilinda MBL {iretimini tespit etmek i¢in kombine disk testini imipenem ve meropenem
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disklerini tek basina ve bu disklerin 930 ug EDTA kombinasyonu ile g¢aligmustir.
Sonuglara bakildiginda blayy ve blaywe genlerine sahip izolatlarda meropenem-EDTA
disk testinin imipenem-EDTA kombinasyonuna gore daha duyarli ve 6zgiil oldugu
goriilmiistiir. Tek basina ve kombinasyonlu disklerin inhibisyon zon ¢aplari1 arasindaki
farkin 7 mm ve tlizerinde olmast MBL varlig1 agisindan pozitif kabul edilmistir. Pitout'
un bu calismasinda kombine disk testinde meropenemin imipenemden daha iyi bir
substrat oldugu vurgulanmistir (121). Irfan ve arkadaslarinin yaptigi kombine disk
testinde 100 ¢ogul direngli Acinetobacter izolatinin %96.6' sinda fenotipik olarak MBL
tretimi saptanmistir (141). Cin' de yapilan bir ¢alismada 71 Acinetobacter izolatinin
tamami1 MHT ile pozitif bulunurken, kombine disk testiyle %54.9' u pozitif bulunmustur
(142). blayim-1 geni tasiyan izolatlarin fenotipik olarak tayin edilmesinde imipenem ve
EDTA’ nin duyarliliginin yiiksek oldugu vurgulanmistir. Buna ragmen Ikonomidis ve
arkadaslarmin MBL E-test, imipenem/ imipenem-EDTA kombine disk testi ve
imipenem/ EDTA ¢ift disk sinerji testilerinden herhangi biriyle A. baumannii
izolatlarinda MBL pozitifligine rastlanmazken PCR ydntemi ile blayiv-1 geni tasiyan
izolatlar bulunmustur (143). Karthika ve arkadaslarinin yaptig1 calismada izolatlarin
%42" si fenotipik testlerle %70.9" u ise molekiiler yontemlerle pozitif bulunmustur
(144). Sesli-Cetin ve arkadaslarimin 2009 yilinda yaptigi ¢alismada A. baumannii
izolatlarinda kombine disk (%75), cift disk sinerji (%84), modifiye Hodge (%74) ve
MBL E test (%80) yontemleri ile fenotipik olarak pozitiflik oran1 benzer bulunmustur
(145). Cikman ve arkadaglarinin 2011 yilinda yaptig1 ¢alismada kombine disk testi ile
izolatlarin %79' unda, MHT ile %97' sinde MBL iiretimi saptanmustir (146). Ulusoy Al
ve arkadaglarinin yaptig1 ¢aligmada ise MBL E test, kombine disk testi, ¢ift disk sinerji
testi ve modifiye Hodge testi olmak tizere dort fenotipik yontemle MBL {iretimi ve
molekiiler yontemlerden PCR ile blajp: gen varligr arastirilmistir. Sonuglara
bakildiginda E test ile 41, kombine disk testi ile 46, ¢ift disk sinerji testi ile 44 ve
modifiye Hodge test ile 55 Acinetobacter izolatinin MBL {iretttigi saptanmuistir.
Izolatlarin hi¢ birinde PCR ile blayp.1 geni tespit edilmemistir (147). Eser ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada 124 Acinetobacter izolatinin 64' inde kombine disk
testi pozitif bulunurken, PCR ile MBL iireten gen saptanmamustir (148).

Kombine disk testi i¢in Pitout ve arkadaslarinin kullandigi yontemden farkli

olarak yukarida bahsedilen ¢aligmalarda 750 ug EDTA ve substrat olarak da imipenem
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kullanmuglardir. Arastirmalarin bazilarinda kombine disk testi, molekiiler yontemlerle
karsilagtirilmis ve sonuglar uyumlu bulunmamustir (143, 147). Calismamizda, Pitout ve
arkadaslarmin kullandigi kombine disk yontemiyle 74 ABC izolatinin 4' i (%5.4)
pozitif bulunmusken PCR sonuglarma goére MBL iireten genlerden higbiri
saptanmamistir. VIM-5 pozitif oldugu bilinen pozitif izolati kombine disk testiyle
olumlu sonug verirken, IMP-1 pozitif oldugu bilinen diger pozitif kontrol izolat1 ise

kombine disk testi ile negatif saptanmustir.

Karbapenemaz iiretiminin tayininde kullanilan “Modifiye Hodge Testi”(MHT)
metallo beta laktamazlarin fenotipik olarak tespiti i¢in uygulanabilmektedir. Bu testin
temel prensibi, MBL iireten bir bakteri varliginda imipeneme duyarli olan bir E. coli
izolatinin, enzim tarafindan imipenemin hidrolize olmasi1 nedeniyle iireme kabiliyetini
tekrar kazanmasidir. Lee ve arkadaslarinin ¢alismasinda P. aeruginosa ve Acinetobacter
spp. izolatlar1 i¢in MHT ile PCR sonuglari karsilastirildiginda MHT' nin duyarliligini
%100, 6zgiilliiglini ise %88 olarak saptamiglardir (122). Ancak ayni arastirmaci grubu
2003' de yaptiklar bir bagka ¢alismada MBL iiretimi tespitinde MHT yontemi ile yanlis
sonuglar almabilecegini vurgulamaktadir (149). Hee Young Yang ve arkadaslarinin
2006 yilinda yaptig1 c¢aligmada kombine disk testi ile izolatlarin hi¢ birinde MBL
tiretimi saptanamazken, MHT sonucuna gore ise tiimiinde karbapenemaz {iretimi
saptanmigtir. PCR sonuglarina gore tiim izolatlarda OXA tipi karbapenemaz varligi
tespit edilmistir (150). Basustaoglu ve arkadaslarinin yaptigi calismada A. baumannii
izolatlarinda MHT ile karbapenemaz iiretimi tespit edilmis fakat molekiiler yontemlerle
MBL geni saptanmamustir. Bu ¢alismada PCR ile OXA tipi karbapenemazlarla iliskili
genler izolatlarin timiinde tespit edilmistir (153).

Bahsedilen ¢alismalarda (122, 149, 150, 151) modifiye Hodge testlerinde
standart sus olarak E. coli ATCC 25922 kullanilmustir. Pasteran ve arkadaslarinin 2011
yilinda yaptig1 ¢aligmada K. pneumoniae ATCC 700603 standart susunu kullanmustir.
Indikator susun duyarlihgini %100, 6zgiiliigiinii %97 ve testin tekrar edilebilirligini ise
%100 olarak saptanmistir (124).

Calismamizda 74 ABC izolatinda E. coli ATCC 25922 ve K. pneumoniae ATCC
700603 standart suslariyla yapilan MHT ile sadece 1 (%21.35) izolat fenotipik olarak
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MBL pozitif bulunmustur. Pozitif kontrol olarak kullanilan IMP-1 ve VIM-5 pozitif

oldugu bilinen iki izolat her iki kullanilan testte de pozitif bulunmustur.

Kombine disk testi ve MHT arasindaki uyum %93.94 oraninda saptanmustir.
Uygulanan kombine disk testinde prensip; EDTA, MPA ve SMA gibi metal selatorlerle
MBL enziminin inhibisyonudur. MHT" inde ise test edilecek bakterinin imipenemi
hidrolizi ile karbapenemaz tespit edilmektedir. Imipenem hidrolizine test edilecek
izolatta MBL enzimi disinda OXA enzim iiretemi ya da yiiksek diizeyde sentezlenen

AmpC enzimi iiretimi sebep olabilmektedir (128).

Diinyada Acinetobacter tiirleri ig¢in saptanmis olan metallo beta laktamaz
tiretiminden sorumlu blayve, blayim ve blagiv genleri, sinif 1 integronlara entegre olmus
gen kasetlerinde bulunmaktadir. Acinetobacter tiirlerinde MBL kodlayan genlerden;
blaywp Italya, Japonya, Portekiz, Brezilya; blayiy Kore, Yunanistan, blas Kore gibi
tilkelerden bildirilmistir (154). Kaase ve arkadaslarimin yaptigi ¢alismada blagiy geni
smif 1 integronun bir parcasi olarak 4 A. pittii izolatinda saptanmgtir (155). Ulkemizde
yapilan caligmalarda Acinetobacter izolatlarinda fenotipik yontemlerle MBL iiretiminin
arastirildigi yayin sayist oldukga fazladir (145, 146). Molekiiler yontemlerle yapilan
calismalarda MBL enzimi tireten Acinetobacter kokeni heniiz tespit edilmemistir (147,
148). MBL' ler iilkemizde P.aeruginosa, P. putida, K. pnemoniae ve Enterobacter
cloacae tiirlerinde saptanmustir. Literatiirlerden elde edilen veriler incelendiginde MBL
enzim treten Acinetobacter kokenleri belli iilkelerde endemik olabilmektedir (74, 76).
Fenotipik testlerde yalanci negatiflik sorunlariyla karsilasilmaktadir. Kliniklerde
tedaviye yon vermek ve direngli izolatlarin yayilimini 6nlemek i¢in rutin mikrobiyoloji

laboratuvarlarinda giivenilirliligi kabul edilmis standart bir test hala bulunmamaktadir.

Acinetobacter izolatlar1 i¢in karbapenem direncine OXA tipi enzimler de sebep
olmaktadir. Ambler siniflamasinda sinif D' de yer alan bu enzimler serin oksasilinazlar
ya da OXA tipi karbapenemazlar olarak adlandirilmaktadirlar. Karbapenemaz
aktivitesine sahip OXA tipi enzimler ise karbapenem hidrolize eden smif D beta
laktamaz (KHDL) olarak adlandirilmaktadir. Oksasilinazlar in vitro kosullarda sodyum
Kkloriir ile inhibe olurlar. OXA enzimi tireten izolatlar penisilin, kloksasilin, oksasilin ve
metisiline direng gosterirler. Genis spektrumlu sefalosporinleri ve aztreonami hidrolize

edemezler. Oksasilinazlarin imipenem hidrolizi meropenem hidrolizinden daha hizlidir.

65



Karbapenem direncine sebep olan OXA genleri siif 1 integronlar, insersiyon sekanslari

ve transpozonlar gibi spesifik genetik yapilarla tasinabilirler (110, 111, 128).

Oksasilinaz enzimleri karbapenem hidrolizini diisiik seviyede yapmaktadirlar.
Heritier ve arkadaslar1 yaptigi calismada blapxa-23, blaoxa-40, and blapxa-ss geni tasiyan
izolatlarin yiiksek diizeyde AdeABC efliix pompasinin ekspresyonuyla birlikte
karbapenem direncinin artisin1 vurgulamistir (151). Hee Young Yang ve arkadaslari 49
imipenem direngli A. baumannii izolatinin tiimiinde blapxa-2s Ve blaoxa-s1 genlerini
tespit etmis Ve izolatlarin; antimikrobiyal ajanlardan siprofloksasin ve gentamisine
%100; sefepim, piperasilin/tazobaktam, aztreonam, seftazidim ve piperasiline %97.9;
tobramisine %93.9; amikasine ise %57.1 oraninda direng saptamustir (149). Kohlenberg
ve arkadaslart Almanya' da; penisilin, sefalosporin, siprofloksasin, gentamisin
tobramisin, imipenem ve meropeneme direngli A. baumannii salgin izolatinda rep-PCR
yontemleri ile blapxa-2s geni varligi saptamis ve salgin izolatininin PFGE yontemiyle

Avrupa klonu 2 ile klonal iliskisi oldugunu belirlemislerdir (152).

Calismamizda genis spektrumlu sefalosporinlerden; seftazidim ve sefotaksime
tiim izolatlar direngli, sefepime ise 63 izolat diren¢li bulunmustur. OXA enzim iiretimi
varlig1r fenotipik yontemlerden modifiye Hodge test, molekiiler yontemlerden PCR
analizi ve DNA dizi analizi yontemiyle arastirilmistir. Karbapenemaz {iretiminin
degerlendirildigi MHT verilerine gore 1 izolatta meropenem hidrolizi saptanmistir.
Fakat PCR ile OXA-23 geni saptanan izolatlarda MHT negatif olarak tespit edilmistir.
Baz1 caligmalarda fenotipik testler ile karbapenemaz iiretiminin saptandigi izolatlarda
PCR ile oksasilinaz enzimini kodlayan genler tespit edilmistir (150, 151). Calismamizda

PCR analizi ile izolatlarin OXA tipi karbapenemaz iirettigi tespit edilmistir.

Acinetobacter izolatlarinda karbapenem direnci ile iliskili oksasilinazlar OXA-
23, OXA-24, OXA-51 ve OXA-58 tipi enzimlerdir. Bu 4 grup kendi iginde alt gruplara
ayrilmaktadir. OXA-23 grubu igcinde OXA-27, -40, -49 tipi enzimler; OXA-24 grubu
icinde OXA-25, -26, -40, -72 tipi enzimler, OXA-51 grubu iginde OXA-64, -65, -66, -
68, -69, -70,-71, -78, -79, -80, -82 ve -143 tipi enzimler, OXA-58 grubu i¢inde OXA-
96, -97 tipi enzimler bulunmaktadir (110).
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Ulke ¢apinda salginlara sebep olan ¢ogul direngli A. baumannii AYE izolati ve
birgok antimikrobiyal ajana duyarli A. baumannii SDF izolatinin genomu Fransa' da
2003 yilinda sekanslanmistir. Fournier ve arkadaglarinin ¢alismasinda iki klinik izolatin
genom sekansi sonuglarina gore antimikrobiyal ajanlara, agir metallere ve antiseptiklere
direng 52 gen ile iligkili bulunmus, 52 genin 45' inde ise 86 kb biiyiikliiglindeki bolge
diren¢ adas1 olarak adlandirilmistir. Tekrar eden bes niikleotid dizisinin dublikasyonu
nedeni ile plazmid ve transpozonla tasinan insersiyon sekans dizileri diren¢ adasi
bolgesine kolayca entegre olabilmektedir. Oksasilinaz enzimlerinden OXA-23 ISAbal
ya da ISAba4 ile plazmid aracili ya da kromozomal, OXA-24 kromozomal, OXA-58
ISAbal, ISAba2, ISAba3 ya da IS18 ile plazmid aracili ve OXA-51 ISAbal ile
kromozamal olarak aktarilirlar (128, 156, 157).

Diinyada bir¢ok tilkede OXA-23 geni tasiyan imipenem direngli A. baumannii
izolatlarinin hastane salginlarinda ya da sporadik vakalarda izole edilebilmistir. Hastane
salginlarina sebep olan karbapenem direngli A. baumannii izolatlar1 son on yil i¢ersinde
Fransa, Ingiltere, Ispanya, Portekiz, Hollanda, Cek Cumbhuriyeti, Polanya, Bulgaristan,
Yunanistan, Italya ve Tiirkiye gibi Avrupa iilkelerinden bildirilmistir. Tigesiklin
siirveyans c¢alismalarinda (TEST) 393 adet A. baumannii izolatinin direng oranlari
incelenmis ve karbapenem direng orani 2007' de % 11.1 iken 2009' da % 8.2 olarak
tespit edilmistir (158). Avrupa' da 14 iilkeden gelen toplam 16 iilkenin katildigi
calismaya gore A. baumannii izolatlarinda karbapenem direncinin en fazla gorildigi
iilkeler; Tiirkiye (%50-80), Yunanistan (%85), Italya (%60), Ispanya (%45), ve Ingiltere
(%55) olup, Fransa (%10-20), Almanya (%8) ve Isve¢ (%4) daha az goriildiigii
tilkelerdir. Avrupa' da A. baumannii salgin izolatlarinda en gok OXA-23 tip ve OXA-58
tip enzimleri saptanmistir. OXA-24 salgilardan ziyade sporadik vakalarla bildirilmistir
(128). Bogaerts ve arkadaslarinin yaptigi calismada iilkeler arasi yayilim gosteren
OXA-58 iireten izolatlarin Yunanistan' dan Belgika' ya kadar saptanmis olmasi Avrupa'
da giineyden kuzeye epidemik izolatlarin klonal yayilimini vurgulamaktadir.(157).
Marque ve arkadaslarinin yaptigi calismaya gore OXA-58 karbapenemaz {ireten
Acinetobacter kdkenleri, Avrupa' nin giineyi, Balkanlar ve Tiirkiye' de daha yaygin
goriilmektedir (160).
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Avrupa' da karbapenem direng oranlar iilkelere gore farkli olsa da iilkeler arasi
klonal yayilima sebep olan 3 epidemik Avrupa klonu bildirilmistir. Klon 1 ve 2 Avrupa’
nin kuzey batisindaki iilkelerin hastanelerinde salginlardan sorumlu olan epidemik
klonlardir. Klon 1 Ispanya, Polanya ve italya; Klon 2 Cek Cumbhuriyeti, Ispanya,
Portekiz, Giiney Afrika, Fransa, Yunanistan ve Tiirkiye; Klon 3 ise Fransa, Italya,
Yunanistan ve Hollanda' dan bildirilen epidemik Avrupa klonlaridir (161, 162).

Avrupa' dan bagka Orta Dogu ve Asya' da karbapenem direngli Acinetobacter
kokenlerinde OXA tipi enzimler bildirilmistir. Mendes ve arkadaslarinin 2009' da
yaptigi SENTRY Siirveyans c¢alisgmasinda 10 iilkeden 544 Acinetobacter izolati
toplanmustir. Alt1 tilkeden toplanan izolatlarin tiimiide blapxa-23 geni tespit edilmistir.
blaoxa-24/40 Ve blaoxa-ss geni tasiyan izolat sayisi daha az siklikla, sadece iki izolatta ise
blajmp-4 Ve blayim-2 geni saptanmistir (163). Chao He ve arkadaslarinin yaptigi ¢caligmada
2006-2009 yillarini kapsayan YBU' den toplanan ABC izolatlarinda blagxa .23 Ve blaoxa.
51 prevalansi daha fazla bulunmustur (164). D'Arezzo ve arkadaslarinin Italya' da yaptig
calismada YBU' lerinde salginlara sebep olan ¢ogul direngli A. baumannii izolatlarinin
onceki yillarda yapilan ¢alismalarla kiyaslandiginda OXA-58 prevalansinin diistiigii ve
OXA-23 prevalansinin arttigi; tim izolatlarin OXA-51 geni tasidigi saptanmistir.
Diren¢ paternlerine bakildiginda OXA-23 pozitif izolatlarin tiimii meropenem ve
imipeneme direngli, OXA-58 pozitif izolatlarin ise tiimii imipeneme direngli oldugu
tespit edilmistir. Karbapenem direncli izolatlarin MIK degerleri OXA-58 geni tastyan
izolatlariyla kiyaslandiginda OXA-23 geni tasiyan izolatlarinda yiiksek diizey imipenem
direnci tespit edilmistir.(165). Ikonomidis ve arkadaslarmin 2005-2009 yillarin
kapsayan c¢alismasinda imipenem direncinde ve OXA-23 pozitif izolatlarin yayiliminda
artis saptanmustir. OXA-23 enzimi tasiyan izolatlarda meropenem hidrolizi %100 iken,
OXA-58 enzimi tasiyan izolatlarda imipenem hidrolizi meropenemden daha etkili
bulunmustur. Enzim aktivitesindeki farkliliklar blapxa-ss-iike pOzitif grupta meropenemin
in vitro kosullarda aktivitesinin yiiksek oldugunu kismen agiklamaktadir. CarO porin
yapisinin modifikasyonu ve karbapenemaz genini tasityan plazmitlerin kopya sayis1 gibi
karbapenem direncini etkileyen ek mekanizmalarin da oldugu vurgulanmistir (166).
Kim ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada OXA-51 ve OXA-23 enzimlerinin ISAbal
insersiyon elementleri ve efliix pompasinin expresyonu mekanizmalari ile karbapenem

direncine neden oldugu tespit edilmistir (167).
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Bahsedilen ¢aligmalarda OXA-23 karbapenemaz lireten izolatlarin imipenem ve
meropenem  hidrolizinin  yiikksek diizeyde oldugu bilinmektedir (165, 166).
Calismamizda PCR ile saptadigimiz OXA-23 karbapenemaz iireten 26 izolatin timii
meropeneme direngli, imipeneme ise 24 izolat direngli 2 izolat orta duyarli olarak tespit
edilmistir. Karbapenemaz iireten 32 izolatta OXA-58 geni saptanmustir. Calismalarda
imipenem hidrolizinin daha yiiksek oldugu belirtilirken ¢alismamizda OXA enzimi
tireten izolatlarin meropenem hidrolizi imipenem hidrolizinden fazla oldugu tespit

edilmistir.

Ulkemizde Vahaboglu ve arkadaslarinin yaptigi calismada 6 bolgeden gelen
toplam 72 Acinetobacter izolatinda OXA-51 enzimi prevalansinin yiiksek diizeyde
olduguna ve iilkenin gesitli bolgelerine dagilimma dikkat g¢ekilmektedir. Cesitli
bolgelerde OXA-51 enzimiyle birlikte OXA-58 enziminin bulunmasi izolatlarin klonal
cesitliligine ve pandrug direngli izolatlar ile iligkili bulunmustur. Beta laktamazlardan
ozellikle OXA tipi enzimlerin ve bazi porin efliix bariyerlerinin Acinetobacter direng
fenotipini belirleyen faktorler oldugu vurgulanmaktadir (168). Meri¢ ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada yogun bakim {initelerinden izole edilen A. baumannii salgin
izolatlarinda blapxa-23 geni ile birlikte siirekli yiiksek diizeyde sentezlenen kromozomal
AmpC enzimi tespit edilmesi ¢ogul direngle iliskili bulunmustur (169). Antimikrobiyal
Siirveyans programinda (SENTRY) rapor edilen verilere gore Ankara ve Istanbul' dan
bildirilen, 44 adet karbapenem direngli A. baumannii izolatindan; 18 izolatin OXA-58
ve 26 izolatin OXA-23 karbapenemaz iirettigi saptanmistir. Molekiiler yontemlerle
izolatlarin arasindaki Klonal iliski incelenmis ve Ankara' dan bildirilen OXA 58
karbapenemaz iireten biitiin izolatlarin PFGE paternlerinin ayni1 oldugu saptanmuistir.
Calismada Ankara ve Istanbul' daki OXA-58 karbapenemaz iireten izolatlarin PFGE
paternlerinin ise farkli oldugu tespit edilmistir. ki bolgeden bildirilen OXA-23
karbapenemaz flireten izolatlarda ise klonal iliski oldugunun belirtilmesi {ilkemizdeki
kliniklerde klonal yayilimmna dikkat ¢ekmektedir (170). Ozen ve arkadaslarmin YBU
salgimindan izole edilen A. baumannii izolatlarinin fenotipik ve genotipik oOzellikleri
tanimlanmistir. Calisilan 23 hasta izolatt ve 11 c¢evresel ornekten izole edilen A.
baumannii izolatlarinin tek bir klondan aktarildigi, ¢ogul direngli izolatlar olduklari ve
karbapenem hidrolize eden OXA-58 ve OXA-51 tipi enzim {irettikleri tespit edilmistir.

Ayrica ¢aligmada YBU personelinin ellerinden izole edilen &rneklerin % 25' inde
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imipenem direngli A. baumannii izolat1 saptanmistir (171). Kulah ve arkadaslarinin
hastane enfeksiyonu etkeni olan 145 karbepenem direngli A. baumannii izolatinda MBL
ve OXA karbapenemaz iiretimi molekiiler yéntemlerle arastirilmustir. izolatlarmn % 79'
unda OXA-58 PCR ile pozitif bulunmustur. izolatlarda MBL, OXA-23 ve OXA-24
kodlayan genlere rastlanmamistir. Calisilan izolatlarin Avrupa klonlart 1, 2 ve 3 ile
iligkili bulunmadig: tespit edilmistir (172). Aktas ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada;
OXA-51 ve OXA-58 enzimleri tespit edilmis izolatlarin imipenem, sefepim ve
seftazidime yiiksek derecede direncli (MiK> 128 mg/ L) oldugu saptanmistir (173).
Ergin ve arkadaslarinin 2004-2010 yillarinda kan kiltiirlerinden izole edilen 100 A.
baumannnii izolatiin %44' {iniin YBU' lerden génderildigi ve bu izolatlarin ¢ogul
direngli olduklarini belirtmislerdir. Karbapenem direnci ile ilgili olarak blapxa-23 geni
tastyan izolatlarin imipenem ve meropenem icin MiKgy degerini 64 mg/L olarak

saptamuslardir (174).

Avrupa llkelerinde oksasilinaz enzimlerinden OXA-23 prevalanst daha
yaygindir. Ulkemizde yapilan ¢alismalarda ise OXA-58 prevalansinin daha yaygin
oldugu bilinmektedir. Calismamizda PCR ile Dblagxa-2sike geni tasiyan 26 izolat
saptanmigtir. Saptanan pozitif izolatlarin timii 2009 yilinda laboratuvarimiza
gonderilmistir. Pozitif izolatlarin 18' i YBU' den , 7' si servislerden ve 1' i

polikliniklerden gonderildigi saptanmustir.

Calismamizda blapxa-ssike geni tasiyan 32 izolat saptanmustir. Ulkemizdeki
OXA-58 prevalans: verileri ile galismamizdaki veriler uyumlu bulunmustur. Pozitif
bulunan izolatlarin 2008' de 10' unun YBU' sinden, 2' sinin servislerden, 2009’ da ise 14'
iiniin YBU' sinden, 5' inin servislerden ve 1' inin de polikliniklerden gonderildigi tespit
edilmistir (Tablo 17).

Tablo 17. OXA pozitif izolatlarin tespit edildigi birimler ve yillara gore dagilimi

- OXA 23 OXA 58
Birim
2008 2009 2008 2009
YBU Cerrahi yogun bakim tinitesi - 3 10 2
Anestezi yogun bakim {initesi - 6 - 2
Dahiliye-yogun bakim iinitesi - 3 - 6
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YBU Gogiis hastaliklart yogun bakim {initesi - 4 - 2

Noroloji yogun bakim {initesi - 2 - -
Norosirurji yogun bakim {initesi - - - 2
SERVIS  Dahiliye servisi - 3 - 1
Kalp damar cerrahi servisi - 2 - 2
Gogiis hastaliklart servisi - 1 1 1
Genel cerrahi servisi - - 1 -
Pediatri, hematoloji-onkoloji servisi - 1 - -
Dahiliye-Onkoloji Servisi - - - 1
Poliklinik  Acil poliklinik - - - 1
Beyin cerrahi poliklinigi - 1 - -
Toplam 0 26 12 20

Acinetobacter kokenlerinde blapxa-siiike geninin kromozomal olarak aktarildigi
diistiniilmektedir. OXA-51 tipi enzim tastyan izolatlarin zayif karbapenemaz aktivitesi
oldugu ve sefaloridin hari¢ sefalosporinlerin  bu enzimden etkilenmedigi

distiniilmektedir. Calismamizda PCR ile blagxa-s1 iike geni tiim izolatlarda saptanmustir.

Calismamizda klinik izolatlarin bir kisminda OXA enzim tipleri bir arada
kodlandigi  saptanmustir. Ulkemizdeki diger ¢alismalarda oksasilinaz iireten
Acinetobacter kokenlerinde aynmi durum s6z konusudur. Calismamizda PCR
sonuglarmda 26 izolatta OXA-23 ve OXA-51 geninin birlikte kodlandig1, 32 izolatta
OXA-58 ve OXA-51 geninin birlikte kodlandig1 tespit edilmistir. Ug izolatta ise OXA-
23, OXA-51 ve OXA-58 genleri bir arada saptanmistir. OXA-23, OXA-51 ve OXA-58
genlerinin birlikte kodlandigi PCR ile tespit edilen AB037 kodlu izolat molekiiler
yontemlerden altin standart olarak kabul edilen DNA dizi analizi yontemiyle incelenmis

ve ABO037 kodlu izolatin ii¢ okzasilinaz enzim genini de tasidigi dogrulanmustir.

Tedavi stratejilerini belirlerken mevcut antimikrobiyal ajanlarin kullanimini
optimize etmek, ilaclara gelisen diren¢ mekanizmalar1 agisindan ¢ok O6nemlidir. Eger
miimkiinse hastane ortaminda endemik A. baumannii izolatlarinin fenotipik ve
genotipik olarak kurumsal diizeyde epidemiyolojik verilerinin bulunmasi ampirik

tedavilerde, antibiyotik segiminde y&nlendirici olabilir. In vitro duyarlilik testlerinin
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verileri, kii¢iik vaka serileri ve gozlemsel retrospektif ¢alismalarin analizini yapmak en

1yi tedavi yaklagimlari i¢in 6nemlidir.

Molekiiler ¢alismalarla OXA enzim varhigi tespit edilen ABC kan izolatlar
hastanemizde en ¢ok YBU' lerinden izole edilmistir. Elde ettigimiz veriler
dogrultusunda ABC izolatlarinin antimikrobiyal ajanlara diren¢ orani yillara gore artis
gostermistir. OXA tiplerinin bu izolatlarda bir arada bulunmasi izolatlar arasinda
horizontal direng aktarimimnini akla getirmektedir. izolatlarin aralarindaki klonal iliskiyi
PFGE gibi epidemiyolojik metodlarla belirlenmesi epideminin kaynaginin bulunmasi,
almacak Onlemlerin belirlenmesi ve Acinetobacter kokenlerinin neden oldugu

epideminin sonlandirilmasi agisindan biiylik 6nem tagimaktadir.
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8. SONUCLAR

Ocak 2007-Aralik 2009 tarihleri arasinda 158 hastanin kan kiltira klinik

orneklerinden izole edilerek etken olarak rapor edilmis ABC izolatlarindan imipenem

ya da meropenemden birine; orta duyarli veya direngli saptanmis olan 74 izolatta

karbapenemaz varliginun fenotipik ve molekiiler metodlarla belirlemek amaciyla

yaptigimiz ¢alismada asagidaki sonuglar elde edilmistir.

1.

ABC izolatlarmin %77.03' ii yogun bakim iinitelerinden (YBU), %20' si servislerden,
% 2.7' si polikliniklerden izole edildi.

ABC izolatlarin tiimiiniin hastaneye yatis sonrasi gelisen hastane enfeksiyonlari
etkeni olarak saptandi.

Kombine disk testiyle 4 izolatta fenotipik olarak karbapenemaz {iretimi saptandi.
Modifiye hodge testi ile ise sadece 1 izolatta karbapenemaz iiretimi saptandi. Iki test
arasindaki uyum %93.24 olarak belirlendi.

PCR ile izolatlarda MBL genlerinden higbiri saptanamadi.

PCR ile tiim izolatlarda OXA-51, 26 izolatta OXA-23, 32 izolatta OXA-58 geni
saptand1. Ug izolatta ise OXA-23, OXA-51 ve OXA-58 genleri bir arada tespit edildi.
OXA-23, OXA-51 ve OXA-58 genlerinin bir arada varligt DNA dizi analizi
yontemiyle dogrulanmistir.

Hastanemizde kan orneklerinden izole edilen ABC izolatlarinda oksasilinaz genleri
PCR analizi ile saptandi. Hastane ortaminda direngli izolatlarin yayilmasini 6nlemek
oldukca oOnemlidir. Kan akimi enfeksiyonlarina sebep olan ABC izolatlarinda
karbapenemaz tespit edilmesi ve molekiiler yontemlerle dogrulanmasi hastane
icindeki direngli izolatlarin yayiliminin énlenmesine yonelik ¢aligmalarda ve dogru

antimikrobiyal tedavinin se¢ilmesinde yonlendirici olacaktir.
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