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1. GIRIS ve AMAC

Hastane enfeksiyonlar1 hastanede kalig siiresini uzatan, mortalite ve morbidite
oranlarini arttiran ve tedavi maliyetlerini yiikselterek ekonomik kayiplara yol agan dnemli
bir saglik problemidir (1, 2, 3, 4) . Yatan hastalarin %5-15’inde gelistigi ve ozellikle
Yogun Bakim Uniteleri (YBU)’nde 5-10 kat fazla goriildiigii bildirilmistir (5, 6, 7, 8).
Ulkemizde ise siirveyans c¢alismasi yapilan hastanelerin Yogun Bakim Unitelerinde
hastane enfeksiyonu goriilme orani1 %12,5-88,9 arasinda degismektedir (3, 9, 10). Hastane
enfeksiyonlarmin olusumu uygun enfeksiyon kontrol programlarinin uygulanmasiyla
yaklagik %30 onlenebilmekte, boylece tedavi maliyeti diistiriilebilmektedir (1, 2, 3, 11).

Acinetobacter kokenleri kuruluga dayanikli olmalari, farkli 1s1 ve pH degerlerinde
yasayabilmeleri ve antibiyotiklere karsi ¢ogul direng¢ gelistirmeleri nedeniyle Onemli
hastane enfeksiyonu etkenleridir (12, 13, 14, 15). Deri, agiz boslugu, solunum yollar1 ve
sindirim kanalinda kolonize olabilirler (4, 12, 13). Saglikli bireylerin en az %?25’inde
derinin koltuk alti, kasik, parmak uglar1 gibi nemli bdlgelerinde normal bakteriyel floranin
bir iiyesi olarak bulunurlar ve salgin donemlerinde hastalarin normal florasinda goriilme
sikliklart artar (4, 5, 12, 13).

Yogun Bakim Unitelerine yatirilan hastalarda %12.4-14 gibi yiiksek oranlarda
Acinetobacter enfeksiyonu gelistigi ve bunlarm % 66.7’sinin epidemiyolojik c¢aligmalarla
Onlenebilir enfeksiyonlar oldugu bildirilmistir (7, 16). En sik alt solunum yolu
enfeksiyonlarina neden olurlar. Birgok calismada ventilatorle iliskili pndmoni ve kateterle
iliskili kan dolasim1 enfeksiyonlarinm en sik nedeni olduklar: gdsterilmistir (3, 17). Idrar
yolu enfeksiyonu, merkezi sinir sistemi ve yumusak doku enfeksiyonlar1 diger sik goriilen
enfeksiyonlaridir (12). Acinetobacter tiirlerinin neden oldugu toplumdan edinilmis
enfeksiyonlar ise son derece nadir olarak rapor edilmektedir (18).

Solunum yollarinda Acinetobacter kdkenlerinin kolonize oldugu hastalara uygulanan
mekanik ventilasyon sirasmda kullanilan ekipmanlarin kontaminasyonu salgmlarm en
onemli nedenidir (12, 19). Hastalarda salgin sirasinda siklikla deri kolonizasyonu da
bulunmakta ve bu hastalarla temas eden hastane personelinin elleri salgmin yayilimi ve
devaminda o6nemli rol oynamaktadir (4, 20). Salgin kaynagi olarak sindirim sistemi

kolonizasyonu da nadiren etken olabilmektedir (12).

1



Tiplendirme metodlar1 epidemik kokenlerin yayilimmin kaynagmi ve seklini
saptamada Onemli bir aractr. Molekiiler tiplendirme Acinetobacter tiirlerinin
epidemiyolojik caligmalarinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Cesitli molekiiler tiplendirme
metodlar1 olmasma ragmen bunlar arasinda Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) altin
standart kabul edilmektedir (21).

Calismamizda Mart 2006-Temmuz 2007 tarihleri arasinda hastanemiz Anesteziyoloji
ve Reanimasyon Yogun Bakim Unitesi'nden Mikrobiyoloji Laboratuvarma gelen
orneklerden izole edilen Acinetobacter kokenleri arasindaki klonal iligkinin PFGE

kullanilarak arastirilmasi amaglanmagtir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1.Hastane Enfeksiyonlar

Hastane enfeksiyonlar1 "hastanin yatigi sirasinda kulucka doneminde olmayan,
hastane ortaminda gelisen veya kulugka donemindeyken taburcu edilen hastalarda daha
sonra ortaya ¢ikan enfeksiyonlar" olarak tanimlanmaktadir (9, 22, 23, 24). Hastaneye
yatirilan hastalarin yaklasik %5—15’inde hastane kaynakli enfeksiyon gelismektedir (5).
Yogun Bakim Unitelerinde diger servislere oranla 5-10 kat daha sik meydana gelmekte ve
tiim hastane kaynakli enfeksiyonlarin %20-25"i Yogun Bakim Unitelerinde gelismektedir
(5, 6, 7, 25). Tirkiye’de Yogun Bakim Birimlerine yatirilan hastalarin % 12,5-88,9’unda
hastane kaynakli bir enfeksiyon gelistigi gosterilmistir (3).

2.2. Acinetobacter Kokenlerinin Genel Ozellikleri

2.2.1. Tarihge

IIk kez 1911 yilinda Beijerinck tarafindan topraktan izole edilen ve Micrococcus
calcoaceticus olarak isimlendirilen bu bakteri giiniimiize kadar en az 15 farkli jenerik
isimle anilmistir. Bunlardan en iyi bilinenleri Bacterium anitratum, Herellea vaginicola/
Mima polymorpha, Achromobacter, Alcaligenes, Micrococus calcoaceticus, B5W,
Moraxella glucidolytica ve Moraxella Iwoffii'dir (12, 26).

Acinetobacter cinsi Onceleri pigmentasyon yapmayan, nitrat1 indirgeyemeyen,
nonfermentatif bakterilerden olusturulmustur (27) A. calcoaceticus adi altinda tek bir tiir
olarak Neisseriaceae ailesi i¢inde smiflandirilmigken, DNA rRNA hibridizasyonu ve 16S
rRNA sekans analizi kullanilarak yapilan filogenetik ¢aligmalarin Proteobacteria’nin vy alt
smifina ait oldugunu gdstermesi nedeniyle Moraxellaceae ailesi igerisinde incelenmeye
baslanmistir (12, 28). Boylece Moraxellaceae ailesi Moraxella, Acinetobacter,

Psychrobacter ve iligkili organizmalar1 icerir hale gelmistir (12).



2.2.2. Morfolojik, Kiiltiirel ve Metabolik Ozellikleri

Acinetobacter kokenleri ¢ogunlukla kapsiillii, hareketsiz, zorunlu aerob, gram

negatif, 1.0-1.5 ile 1.5-2.5 pm boyutlarindaki kokobasillerdir (28, 29, 30, 31) (Resim:1).

Katalaz pozitif, oksidaz negatif, nonfermantatif bakterilerdir (27). Negatif oksidaz testi

Acinetobacter kdkenlerini diger nonfermentatif
bakterilerden ve Gram boyamasinda siklikla
kargtirildiklart  Neisseria, Moraxella  ve
Kingella’dan ayrimimi saglayan hizli bir test
vazifesi gormektedir (Tablo 1). Bircok sus

nitrat1 nitrite indirgeyememektedir (12).

Resim 1: Acinetobacter kokenlerinin morfolojik goriiniimii (32).

Acinetobacter

+

+

Neisseria Moraxella Kingella
Diplokok | Diplokok-kisa basil | Diplokok
+ + +
+ + -
+ + +
- - +

Tablo 1: Acinetobacter ve Neisseriaceae ailesi liyelerinin karakteristik 6zellikleri (27)

Kanli agarda 24 saatlik inkiibasyondan sonra 0.5-2 mm ¢apinda diiz ve opak

koloniler olustururlar (33). Bir¢ogu MacConkey agarda renksiz veya hafif pembemsi

koloniler yaparlar (31). Glukozu okside eden bazi Acinetobacter kokenleri trozin iceren

kalp infiizyon agarda ve glukoz eklenmis

kanl1 agarda kahverengi renk degisimine neden

olabilirler (33). Bazi klinik izolatlar 6zellikle genomik tiir 4 (4. haemolyticus) ve genomik

tiir 6 koyun kanli agarda hemolize neden olabilmektedir (34, 35).



Resim 2: Kanli agar ve Mueller Hinton agardaki 4. baumannii kolonilerinin gdriiniimii.

2.2.3. Klinik Onemi Olan Tiirler

Acinetobacter kdkenleri klinik laboratuvarlara gelen 6rneklerden izole edilen en sik
ikinci nonfermentatif Gram negatif bakterilerdir (31). Saglikli insanlar icin patojen
olmayan ancak bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda enfeksiyonlara neden olabilen
firsat¢1 bakterilerdir (36). Insanlardan en sik izole edilen tiirii A. baumannii’dir (33). A.
Iwoffii, A. haemolyticus, A. johnsonii, genomospecies 3 ve genomospecies 6 diger sik izole
edilen tiirleridir (12, 37). A. ursingii hastanede yatan hastalarda bakteriyemi veya sepsis
nedeni olabilmektedir (38). Toplumdan edinilmis A. radioresistens bakteriyemisi Human
Immunodeficiency Virus (HIV) pozitif bir hastada rapor edilmistir (31). Saglikli insanlarda
yaklagik %25 oraninda flora bakterisi olarak bulunduklarindan, nadir goriilen
Acinetobacter kokenleri izole edildiginde enfeksiyon tanisi klinik bulgulara ve ayni

hastadan ayn1 kokenin tekrarlayan izolasyonuna bagli olarak konulmahdir (12, 39).

2.2.4. Klinik Orneklerden izolasyon

Acinetobacter kokenleri Nutrient agar ve Tryptic soy agar gibi yaygin kullanilan
besiyerlerinde kolayca iireyebilmektedir (12). Bir¢ok sus MacConkey agarda renksiz veya
hafif pembemsi, Eosin Methylene Blue (EMB) agarda mavi renkli, gri merkezli koloniler
yapmaktadir (31, 33). Kontamine klinik Orneklerden izolasyonunda diger
mikroorganizmalarin ¢ogalmasini baskilayan ayirict ve segici besiyerleri (Herellea agar,
Leeds Acinetobacter Medium) kullanilabilir (31, 40, 41). Genomik tiir 2 (4. baumannii), 3
ve 13TU 37°C veya daha yiiksek sicakliklarda iireyebilmesine karsin diger genomik
tiirlerden bazilar1 daha diisiik sicakliklarda tireyebilmektedir. Bu nedenle 30°C genel kiiltiir
sicakligi olarak tavsiye edilmektedir (12).



2.2.5. Acinetobacter Tiirlerinin Simiflandirilmasi

Acinetobacter genusu igerisinde 25 DNA-DNA benzerligi gosteren grup
(genomospecies) tanimlanmig ve bunlarin yalniz onuna resmi tiir ismi verilmistir (27, 31,
33, 42) (Tablo 2).

Tjernberg ve Ursing’in yaptig1 numaralandirma semasinda grup 1, 2, 3, ve 13TU
fenotipik olarak ¢ok benzer olduklar1 ve geleneksel fenotipik yontemlerle ayrimlari zor

oldugundan A. calcoaceticus-A. baumannii kompleksi olarak isimlendirilmistir (18, 42,

43).

GRUPiSMi | RESMI TUR iSMi
Genomospecies 1 Acinetobacter calcoaceticus
Genomospecies 2 Acinetobacter baumannii
Genomospecies 4 Acinetobacter haemolyticus
Genomospecies 5 Acinetobacter junii
Genomospecies 7 Acinetobacter johnsonii
Genomospecies 8/9 Acinetobacter Iwoffii
Genomospecies 12 Acinetobacter radioresistens
Phenon 1* Acinetobacter ursingii
Phenon 2* Acinetobacter schindleri

Acinetobacter venetianus

Tablo 2: Tjernberg ve Ursing’in yaptig1 numaralandirma semasinda yeralan ve resmi tiir
ismi verilmis Acinetobacter kdkenleri (27).
*Phenon: Fenotipik olarak farkl

2.2.6. Acinetobacter Kokenleriyle Olusan Hastane Kaynakh Enfeksiyonlar

Acinetobacter kokenleri kullanilan invaziv tani ve tedavi prosediirlerinin ¢oklugu
nedeniyle ozellikle Yogun Bakim Unitelerinde dnemli hastane enfeksiyonu etkenleri
olarak karsimiza c¢ikmaktadirlar (44, 45, 46). Klinik Orneklerden izole edilen tiim
Acinetobacter kokenlerinin %80’inden fazlasini 4. calcoaceticus-A. baumannii kompleksi
olusturmaktadir (33). Son 30 yilda pndémoni, idrar yolu enfeksiyonu ve cerrahi alan
enfeksiyonlarmda goriilme siklig1 artan tek gram negatif bakterinin A. baumannii oldugu

gosterilmigtir (47).



2.2.6.1. Solunum Yolu Enfeksiyonlar

Yatig sirasinda inkiibasyon doneminde olmayan hastalarda, hastaneye yattiktan en
az 48 sonra ortaya ¢ikan pnomoniler hastane kaynakli pnomoni olarak tanimlanmaktadir
(48). Pnomoni Acinetobacter kokenlerinin en sik neden oldugu hastane kaynakli
enfeksiyondur (8, 33, 44). Pnomoni tanisi konulan tiim enfeksiyonlarin Kanada ve
Amerika’da %2-2.5’undan, Avrupa’da ise %4’iinden sorumludurlar (48). Yogun Bakim
Unitelerinde meydana gelen pndmonilerin ise %10’ unun nedenidirler (49).

Acinetobacter kokenleriyle meydana gelen hastane kaynakli pndomoni siklikla
mekanik ventilasyonun bir komplikasyonu olarak ortaya cikmaktadir (12, 33, 49).
Ventilatorle iligkili pnomoni siklikla subglottik bdlgede kolonize olan bakterilerin
mikroaspirasyonlarla trakeobronsial agaca ve alt solunum yollarma ulagmalar1 sonucu
olusmaktadir ve %13-49’unda etken 4. baumannii’dir (46, 48, 50). Ulkemizde yapilan ¢ok
merkezli bir ¢alismada Yogun Bakim Unitelerinde ventilatorle iliskili pndmonilerin
%29.2’sinde goriildiikleri ve en sik karsilagilan etken haline geldikleri tespit edilmistir (3).

Hastaneye yatistan sonraki ilk bes giinde meydana gelen pndmoni erken
baslangi¢li, bes giinden sonra meydana gelen pnoémoni ise ge¢ baslangicli pnémoni olarak
isimlendirilmektedir. Toplum kaynakli pnémoni etkenleri olan Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus ve enterik gram negatif basiller erken
baslangicli pnoémoninin baglica etkenleriyken, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumannii ve Stenotrophomonas maltophilia geg¢ baslangicli pndmoniyle iliskilidirler (48).

Yogun Bakim Unitesinde yatma, ilerlemis yas, kronik akciger hastaligi, cerrahi,
immiinosiipresyon, antimikrobiyal ila¢ kullanimi, trakeostomi ve endotrakeal entiibasyon
gibi risk faktorlerinin varligr Acinetobacter kokenlerine bagli pndmoni olugma riskini
arttrrmaktadir (33, 48, 51, 52).

Acinetobacter kokenleri ile meydana gelen hastane kaynakli pndmoniler i¢in
%70’in iizerinde mortalite orani rapor edilmistir (33). Prognozunun Pseudomonas
aeruginosa digindaki gram negatif ve gram pozitif bakterilerden daha kot oldugu

bildirilmektedir (53).



2.2.6.2. Bakteriyemi

Tiirkiye’de yapilan ¢ok merkezli bir caliymada kateterle iligkili kan dolasimi
enfeksiyonlarinin en sik (%23.2) nedeni olduklar1 tespit edilmistir (3). 4. baumannii
bakteriyemilerde en sik izole edilen Acinetobacter tiridir (12). Gergek Acinetobacter
bakteriyemisini yanlis kan alma tekniginden kaynaklanan yalanci bakteriyemiden ayirmak
bazen gii¢ olabilmektedir (33). Solunum yolu ve intravendz kateterler bakteriyemilerin en
onemli kaynaklaridir (54). Cerrahi alan, yanik ve idrar yolu enfeksiyonlar1 daha az siklikla
karsilagilan kaynaklardir (33). Bakteriyemilerin %21-70 kadarinda ise herhangi bir kaynak
tespit edilememektedir. Bu tani konulamamig primer bakteriyemilerin bir kisminin
saptanamamig vaskiiler kateter enfeksiyonlarindan kaynaklandig1 veya kolonize oldugu
barsaktan intestinal translokasyonla kana gectigi diisiiniilmektedir (54, 55).

Yetiskin hastalar igerisinde en biiyilk grubu immiin yetmezlikli hastalar
olusturmaktadir (52, 55, 56, 57). Ikinci énemli hasta grubu yenidoganlardir. Diisiik dogum
agirhig, antibiyotik tedavisi, mekanik ventilasyon ve yenidogan konviilsiyonlar1 en dnemli
risk faktorleridir (54).

A. baumannii bakteriyemisi %25-30 siklikla septik soka ve Dissemine Intravaskiiler
Koagiilasyona (DIK) neden olmaktadir (54, 58). Mortalite oran1 %17-46 dir ve zellikle
Yogun Bakim Unitelerinde mortaliteyi arttirmaktadir (33, 55).

2.2.6.3. Menenjit

Sporadik primer menenjit olgular1 rapor edilmesine ragmen Acinetobacter
menenjitinin baskm formu sekonder menenjittir ve genellikle kafa travmasi sonrasi veya
invaziv ndrosiriirji girigimlerini takiben ortaya ¢ikmaktadir (12, 59). Acinetobacter Beyin
Omurilik Stvist (BOS)’nin gram boyamasinda morfolojik olarak Neisseria meningitidis ile
karisabilmektedir (26, 33). Ventrikiiller ile dis ¢evre arasinda devamli bir iliski bulunmast,
ventrikiilostomi, serebrospinal sivi fistiillerinin olmasi, bes giinden uzun siire kalan
ventrikiiler kateter varlig1 6nemli risk faktorleridir (12). Acinetobacter kokenlerinin neden

oldugu menenjitlerde mortalite oran1 %20-27 kadardir (60, 61).



2.2.6.4. idrar Yolu Enfeksiyonu (IYE)

Cogunlukla idrar yollarinda enfeksiyon olusturmaksizin kolonize olmalarina kargin
nadiren invazyon yaparak enfeksiyon etkeni olarakta karsimiza g¢ikabilmektedirler (33).
Son 20 yilda Acinetobacter kokenlerinin neden oldugu idrar yolu enfeksiyonlarmin
goriilme sikliginda anlamli bir artig goriilmektedir (47). Tiirkiye’de yapilan ¢ok merkezli
bir calismada kateterle iliskili idrar yolu enfeksiyonlarinda Acinetobacter kdkenlerinin

goriilme orani %7,5 olarak rapor edilmistir (3).

2.2.6.5. Yumusak Doku Enfeksiyonlar
Acinetobacter kokenleri vendz kateterle iliskili selliilite neden olabilirler (33).
Ayrica travmatik yara, yanik ve postoperatif insizyon yerinde kolonizasyon veya

enfeksiyona da yolacabilirler (12, 13, 33).

2.2.6.6. Diger Enfeksiyonlar

Acinetobacter kdkenleriyle meydana gelmis dogal veya prostetik kapak endokardit
olgular1 tanimlanmistir (33). Acinetobacter kokenlerinin neden oldugu dogal kapak
endokarditi genellikle akut ve siddetli bir hastaliktir ve mortalite oranmi prostetik kapak
endokarditinden daha yiiksektir (62).

Acinetobacter kdkenleri devamli peritoneal dializ uygulanan hastalarda peritonite
neden olabilmektedir (63). Sik goriilen belirtileri karm agris1 ve bulanik diyaliz sivisidir
(64).

Konjunktivit, endoftalmit, kontamine yumusak kontak lens kullanimima bagh
korneal iilserasyon ve korneal perforasyon gibi gz enfeksiyonlar1 tanimlanmistir (33, 65,
66)

Diger nadir goriilen enfeksiyonlar1 osteomyelit, septik artrit, pankreatit ve karaciger

apseleridir (33).



2.2.7. Acinetobacter Enfeksiyonlarimin Patogenezi
Acinetobacter enfeksiyonlarmi kolaylastiran cesitli risk faktorleri tanimlanmistir

(Tablo 3).

e Uzun siire YBU’de kalma
e ilerlemis yas o Uzun stire antibiyotik kullanimi
e Malinite e Imminosipresyon
e Yanik e Cerrahi girisimler
) o - e Mekanik ventilasyon
. Kromk akciger hastalig1 e Endotrakeal tii
o Iskemik kalp hastaligi e Trakeostomi p
: PD;:rlﬁtﬁrite o Damar ici katater
e Idrar sondasmnm varlig1
e Enteral beslenme

Tablo 3: Acinetobacter enfeksiyonlarini kolaylastiran risk faktorleri (Kaynak 7, 19,
44, 67, 68’ten derlenmistir).

2.2.8. Acinetobacter Kokenlerinin Viriilansi
Acinetobacter kokenlerinin patojenitesi diisiik olmasina ragmen g¢esitli viriilans

faktorleri tanimlanmustir (3, 12).

1. L-ramnoz, D-glukoz, D-glukuronik asid ve D-mannoz igeren bir polisakkarit
kapsiiliin varlig1 (69).

2. Bakterinin insan epitelyal hiicrelerine adezyonunu saglayan fimbrialarin varligi (70,
71).

3. Doku lipitlerine zarar veren enzimlerin iiretimi (12).

4. Hiicre duvarinin lipopolisakkarit igeriginin potansiyel toksik rolii (12)
Insan viicudunda ¢ogalmak igin gerekli demiri saglama kabiliyeti de énemli bir

viriilans belirleyicisidir ve baz1 Acinetobacter suslariin aerobactin ve demir baglayan dig

membran reseptor proteinleri gibi sideroforlari tirettigi gosterilmistir (72, 73).
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2.2.9. Epidemiyoloji

2.2.9.1. insanlardaki Tastyicih@

Acinetobacter kokenleri normal bireylerin en az %25’inin derilerinde (6zellikle
aksilla, kasik ve parmak aralar1 gibi nemli bolgelerde) bakteriyel floranin bir parcasimi
olusturmaktadirlar (4, 5, 67). Saglikli yetiskinlerin solunum sistemi ve oral kavitesinde de
flora bakterisi olarak bulunabilirler (67, 74). Yatan hastalarda 6zellikle salgmlar sirasinda
Acinetobacter kolonizasyon orani ¢ok artmaktadir (5). Yogun Bakim Unitelerinde yatan
hastalarda solunum sistemi kolonizasyonunun yiiksek oranda goriilmesi, tedavi
ekipmanlarin1 kontamine ederek ventilasyonla iligkili pndmoni salginlarina yolagmaktadir
(29). Salgin donemlerinde deri kolonizasyonunun da artiyor olmasi hastane personelinin
ellerini kontamine ederek salginin yayilimi ve siirmesine katkida bulunmaktadir (5, 29, 50,
57). Nadirde olsa Acinetobacter kokenlerinin sindirim sistemini kolonize etmesi de

salginlara yol agabilmektedir (13).

2.2.9.2. Hastane Ortamindaki Muhtemel Kaynaklar

Acinetobacter kokenlerinin farkli sicaklik ve pH degerlerinde iireme kabiliyetleri,
1islak veya kuru yiizeylerde uzun siire canli kalabilmeleri salginin gelisimi ve devamliligina
katkida bulunmaktadir (13, 55, 67, 75). Ayrica baz1 kokenleri antiseptiklere de direng
gostermektedir (5).

Kolonize veya enfekte hastalarin ¢evresindeki havadan Acinetobacter kdokenleri
siklikla izole edilebilmekte ve hava yolu organizmlerin yayiliminda 6nemli bir rol
oynamaktadir (5, 13). Kontamine yataklar da yayilim i¢in 6nemli bir kaynaktir. Bakteri su
gecisine izin veren plastik yatak Ortiilerindeki yirtiklar yoluyla yatagi kontamine etmekte
ve yataklardaki islak bolgelerde uzun siire canli kalabilmektedir (5).

Solunum tedavisi veya destegi icin kullanilan materyaller de bir¢ok salgmnin

kaynagini olusturmaktadir (13).

2.2.10. Klinik Antibiyotik Direnci

1970’lerde Acinetobacter enfeksiyonlar1 ampisilin, ikinci kusak sefalosporinler,
minosiklin, kolistin, karbenisilin, ve gentamisin ile tedavi edilebiliyorken, giiniimiizde
birgok Acinetobacter kokeni yaygin olarak kullanilan antibiyotiklere (ampisilin,
karbenisilin, sefotaksim, aminoglikozidler, kloramfenikol v.b.) klinik olarak

uygulanabildigi seviyelerde direncli hale gelmistir (5, 33, 53, 56, 57, 76, 77).
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Florokinolonlar, seftazidim, trimetoprim-siilfametoksazol, doksisiklin, polimiksin
B, kolistin hastane kaynakli Acinetobacter enfeksiyonlarina karsi aktif kalabilmis ilaclar
arasindadir (14, 33, 77).

Karbapenemler 4. baumannii’nin neden oldugu enfeksiyonlarm tedavisinde halen
basarili antibiyotikler olarak kalmalarma karsm imipenem direncinin ilk kez belirlendigi
1985 yilindan beri bu bilesiklere direng orani tiim diinyada hizla artmaktadir (53, 54, 67,
78). A. baumannii suslarmin karbapenem duyarliligini arastirmak amaciyla 1997-2000
yillarin1  kapsayan Meropenem Yearly Susceptibility Test Information Collection
(MYSTIC) programinda Avrupa’daki bir¢ok {iilkede karbapenemlerin A. baumannii
izolatlarmin %93-100’iine kars1 etkili olduklar1 bulunmustur. Ancak bolgesel farkliliklar
oldugu da saptanmustir. Ornegin Ingiltere’de %70-78, Tiirkiye’de ise yalnizca %62-66
oraninda etkili olduklar1 belirlenmistir (48). Yeni karbapenemlerden Ertapenem’in ise
Acinetobactere kars1 diisiik intrensek aktivitesi vardir ve tedavide kullanilmamalidir (33,
79).

Beta-laktamaz inhibitorleri arasinda sulbaktam Acinetobacter kokenlerine karsi
klavulanik asit ve tazobaktama gore daha yiiksek aktivite gostermektedir. (14, 48, 55, 80).
Bu farklilik sulbaktamm p-laktamaz inhibitdrii etkisine ek olarak Penisilin Baglayan
Protein-2  (PBP-2) iizerinden intrensek bakterisidal aktivite gdstermesinden
kaynaklanmaktadir (33). Bu nedenle ampisilin/sulbaktamin 4. baumannii’ye Kkarst
amoksisilin/klavulanik asit ve piperasilin/tazobaktama goére daha etkili oldugu

goriilmektedir (48, 80).

2.2.11. Coklu Antibiyotik Direnci:

Mikroorganizmalarin {i¢ veya lizerinde farkli antibiyotik gurubuna direncli olmalari
coklu antibiyotik direnci olarak tanimlanmaktadir (14, 29, 55). Acinetobacter kokenleri
arasinda coklu antibiyotik direnci en sik A. calcoaceticus-A. baumannii kompleksi ve A.

haemolyticus'da bulunmaktadir (81).

2.2.12. Antimikrobiyal Diren¢ Mekanizmalar:

Acinetobacter kdkenleri son derecede hizli antibiyotik direnci gelistirme egiliminde
olan bakterilerdir (12). Kromozomal gen aktarim mekanizmalarimin {i¢ seklini de
kullandiklar1 gosterilmis ve konjugasyonun bu cinsin iiyeleri arasinda antibiyotik direng

genlerinin aktarimida en dnemli rolii oynadigi kanitlanmistir (12).
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2.2.12.1. Beta-laktam Antibiyotiklere Kars1 Diren¢ Mekanizmalari
Beta-laktam antibiyotiklere karsi direng {ic mekanizma ile gelisebilmektedir (48,
53, 54, 56).
1- Beta-laktamaz iiretimi.
2- Beta-laktam antibiyotigin hiicre i¢ine girisinin azalmasi.

3- Penisilin Baglayan Proteinlerde (PBP) degisiklik.

2.2.12.1.1. Beta-laktamaz Uretimi
Acinetobacter kokenlerinde beta-laktam antibiyotiklere karsi olan direng biiyilik
Olciide beta-laktamaz iiretimine baglidir (5, 67). Beta-laktamazlarin sentezi kromozom,

plazmid veya transpozon kontroliindedir (5, 48, 54, 56).

2.2.12.1.1.1. Kromozomal Beta-laktamazlar

Sefalosporinaz aktivitesi gosteren enzimler Acinetobacter kokenlerindeki en 6nemli
kromozomal beta-laktamazlardwr. 4. baumannii izolatlarmin %98'inde sefalosporinaz
aktivitesi oldugu gosterilmistir (53). Kromozomal sefalosporinazlardan olan AmpC’nin

varlig1 beta-laktamlara kars1 direncte 6nemli bir rol oynamaktadir (48, 53).

Ambler Sinifi Enzimin Ad1 Genin Yerlesimi
VEBI1 Kromozom GSBL*
PER-1 = GSBL
SHV benzeri - Penisilinaz
A TEM-1
TEM-2 Plazmid Penisilinaz
CARB-5
ARI-1 .
ARLD Plazmid Karbapenemaz
IMP . s
B VIM Plazmid MBL
ACE-1
ACE-2
ACE-3 )
C ACE-4 Kromozom Sefalosporinaz
NCTC 7844
ML 4961
CCM 5593 Belirtilmemis Sefalosporinaz
D OXA-24 Kromozom Karbapenemaz

Tablo 4: Acinetobacter kokenlerinde bulunan beta laktamaz enzimleri (12, 48, 53, 81,
82’den derlenmistir).
*Genisletilmis Spektrumlu Beta Laktamaz. **Metallo Beta Laktamaz.
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2.2.12.1.1.2. Plazmid Aracihigi ile Sentezlenen Beta-laktamazlar

TEM-1, TEM-2 gibi plazmid aracili beta-laktamazlar penisilinleri inaktive etmekte
ancak sefalosporinleri etkilememektedir (53). Ambler smiflamasina goére A smifinda
bulunan PER-1 ve VEB-1 enzimleri Genislemis Spektrumlu Beta-Laktamaz (GSBL)
aktivitesi gostermekte, penisilin ve sefalosporinlerin her ikisini de etkileyebilmektedir (48,
83). B smifinda yer alan, Metallo-Beta-Laktamaz (MBL) aktivitesi gosteren ve plazmid
aracili karbapenemazdan olan IMP ve VIM ise aztreonam disindaki tiim beta-laktam

antibiyotikleri hidroliz edebilme yetenegindedir (48, 53).

2.2.12.1.2. B-laktam Antibiyotigin Hiicre I¢ine Girisinin Azalmasi

Beta-laktam antibiyotikler gram-negatif bakterilerde bulunan dig membran proteini
(Outer Membran Protein (OMP)) adi verilen, porin proteinlerinin olusturdugu porlar
araciligtyla hiicre icerisine ge¢mektedirler. (81). Porin proteinlerinin sayisini degistiren

mutasyonlar beta-laktam antibiyotiklere direng gelisimine neden olabilmektedir (81).

2.2.12.1.3. Penisilin Baglayan Proteinlerde Degisiklik
Penisilin baglayan proteinlerdeki degisiklikler kromozomal mutasyonlara bagh

olarak ii¢ farkli mekanizma ile meydana gelebilmektedir (81).

1. Beta-laktam antibiyotige PBP'lerin afinitesinin azalmasi.
2. PBP sayisinda azalma.
3. Beta-laktam antibiyotiklere diisiik afinite gdsteren yeni PBP'lerin

sentezlenmesi.

2.2.12.2. Aminoglikozidlere Kars1 Gelisen Diren¢ Mekanizmalari
Aminoglikozidler 30S ribozomlara geri doniisiimsiiz olarak baglanip protein
sentezini inhibe ederek bakteri 6liimiine neden olmaktadirlar (33, 52). Bu antibiyotiklere

direng ii¢ mekanizma ile gelismektedir:

1- Ribozomal hedeflerde mutasyonlara bagl degisiklik olugmasi (48).

2- Aminoglikozidlerin hiicre i¢ine girisinin azalmasi ve/veya disari pompalanmasi
(33, 48, 52).

3- Aminoglikozidlerin enzimlerle degistirilmesi (12, 48, 52, 54).
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Aminoglikozidlerin enzimlerle degistirilmesi en sik goriilen aminoglikozid direng
mekanizmasidir (48, 52). Baslica asetilaz, adenilaz ve fosfotransferaz gibi enzimlerin
antibiyotiklerin hidroksil ve amino grublarini degistirmesi sonucu olusur (12, 48, 52, 84).
Bu enzimler plazmid veya kromozomda kodlanmakta ve aminoglikozid direncinin
yayiliminda Onemli rol oynamaktadir (52). Amikasinde dahil tiim aminoglikozidlerin
aktivitesini baskilayabilen bu enzimatik mekanizma direngli izolatlarin ¢ogunda

bulunmaktadir (48, 52).

2.2.12.3. Kinolonlara Karsi Gelisen Diren¢ Mekanizmalari

Kinolonlarin bakteri hiicresindeki baslica hedefleri DNA giraz ve topoizomeraz IV
enzimleridir (33). Bakteri DNA’sinda siipersarmallar olusturan DNA giraz sirasiyla gyrA
ve gyrB genlerince kodlanan A ve B alt birimlerinden olusur (33). DNA replikasyonunda
gorev alan topoizomeraz IV ise parC ve parE genlerince kodlanan iki alt birimden
olugsmaktadir (33).

Yeni florokinolonlar 1988 yilina kadar Acinetobacter kokenleri ile olusan
enfeksiyonlara karsi etkili iken giiniimiizde bu etkinlik orani hizla azalmaktadir (48).
Kinolon direnci Acinetobacter kokenleri arasinda aktarilamayan iki mekanizmayla

olugsmaktadir (81):

1- DNA giraz enziminin alt birimlerindeki degisiklikler: gyrA ve parC genlerindeki
kromozomal mutasyonlar bu antibiyotiklerin hedefleri olan DNA giraz ve
topoizomeraz IV’te degisiklige neden olarak florokinolon direncine neden
olmaktadir (5, 48, 85, 86). gyrB mutasyonlar1 ise Acinetobacter kdkenlerinde
saptanamamustir (12).

2- Di1s membran gegirgenliginin azalmasi ve/veya ilacin aktif olarak disar1 atilmast:
Acinetobacter kokenlerinde kinolonlar1 disar1 atan pompa sayismin artmasi veya
ilacin hiicre icerisine girigine aracilik eden spesifik dis membran proteinlerinin

tiretiminin azalmasiyla sonuglanan mutasyonlara bagl olarak gelismektedir (48).
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2.2.12.4. Tetrasiklinlere Kars1 Diren¢ Mekanizmalar
Tetrasikline kars1 bakteriyel direng ii¢ farkli mekanizma ile meydana gelmektedir
(87, 88, 89):
1- Aktif pompa mekanizmast
2- Hedef korumasi

3- Enzim modifikasyonu

Acinetobacter kokenlerinde spesifik aktif pompa sistemi ile tetrasiklin direncini
kodlayan tet(A), tet(B) ve tet(H) isimli ii¢ gen sinift saptanmistir (87, 88). adeB ise spesifik
olmayan bir pompa mekanizmasi ile ¢oklu antibiyotik direncine (tetrasiklin, aminoglikozid
ve florakinolon) neden olmaktadir (85, 87). Diger bir tetrasiklin diren¢ geni ¢ogunlukla A.
baumannii izolatlarinda rapor edilen fe#(M)’dir ve hedef korumasi ile tetrasiklin direnci

olusturmaktadir (87, 88).

2.2.12.5. Diger Antibiyotiklere Kars1 Gelisen Diren¢ Mekanizmalari

Acinetobacter kokenlerinde kloramfenikol direncine Kloramfenikol
Asetiltransferaz-1 (KAT-I) enzimi neden olmaktadir. Bu enzim transpozon ve
plazmidlerce kodlanmaktadir (12).

Acinetobacter kokenleri ayrica yiiksek oranda trimetoprim direnci gostermekte ve

bu direnci kodlayan genler cogunlukla plazmidlerde yer almaktadir (12).

2.2.13. Acinetobacter Enfeksiyonlarinin Tedavisi

Hastane kaynakli Acinetobacter enfeksiyonlarinda ozellikle de Yogun Bakim
Unitelerinde yatmakta olan hastalarda ¢ok az sayida antibiyotik etkinligini
stirdiirebilmektedir (12). Aminoglikozidlerin karbenisilinle kombinasyonu orta diizeyde
aminoglikozid direnci varliginda bile sinerjistik etki gdstermektedir (33). Bir
aminoglikozid ile imipenem veya meropenem ve bir aminoglikozid ile B-laktam/B-
laktamaz inhibitdrii kombinasyonu ¢oklu antibiyotik direnci olan A. baumannii izolatlarina
kars1 in vitro sinerjistik etkilidir (33, 53, 84). Karbapenemlere direngli 4. baumannii’nin
neden oldugu ciddi enfeksiyonlarda sulbaktamin bir B-laktam antibiyotikle kombinasyonu
tedavi amaciyla kullanilmaktadir (5). Sefoperazon/sulbaktam kombinasyonunun

ampisilin/sulbaktama gore biraz daha etkili oldugu gdsterilmistir (55).
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Yaygin olarak kullanilan antibiyotiklerin hepsine karsi ¢oklu antibiyotik direnci
gosteren A. baumannii’lerin tedavisinde kolistin (polimiksin E) veya polimiksin B
kullanilabilir (53, 54, 60, 90). Ancak in vitro aktiviteleri iyi olmasina karsin o6zellikle
pnomonili hastalarin tedavisinde in vivo etkinligi diisiik olabilmektedir (53, 54).
Imipenem, meropenem, azitromisin, trimetoprinysiilfometaksazol, rifampin veya
ampisilin/sulbaktamla polimiksin B kombinasyonu in vitro sinerjistik etki gdstermesine

karsin kullanimiyla ilgili klinik veri yetersizdir (53).

2.2.14. Tiplendirme Yontemleri

Epidemiyolojik tiplendirme yontemleri epidemik suslarin yayilim kaynagini ve
seklini saptamada Onemli olduklarindan Ozellikle hastane kaynakli enfeksiyonlarin
engellenmesinde siirveyans ¢aligmalarinin bir pargasi olarak kullanilmalar1 6nerilmektedir
(7). Bu amagcla cesitli fenotipik ve genotipik tiplendirme yontemleri kullanilmaktadir
(tablo:5).

Tiplendirme yontemleri standartize edilmis, duyarli ve 6zgiil olmali ayrica tiim
tiplendirme sistemlerinin tekrar edilebilirligi, ayrim giicii, uygulama ve degerlendirme
kolaylig1 belirlenmis olmalidir (91). Ayrim giicii epidemiyolojik olarak iliskisiz izolatlar1
ayut etme kabiliyeti olarak tanimlanmaktadwr (92). Fenotipik yOontemlerle
karsilagtirildiginda molekiiler yontemlerin ayrim giicii daha yliksektir ve bircok tiire

uygulanabilme avantaji saglamaktadir (91, 92).
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] FENOTIiPiK YONTEMLER ]

Antibiyotiplendirme

Serotiplendirme

Biyotiplendirme

Bakteriofaj tiplendirme

Bakteriyosin tiplendirme

Multilokus enzim elektroforezi

Hiicresel proteinlerin poliakrilamid jel elektroforezi

Immunoblot fingerprinting
I. Niikleik asit temelli yontemler

e Plasmid profileri
Restriction fragment length polymorphism (RFLP)
Pulsed field gel electrophoresis (PFGE)
Segmented RNA gel electrophoresis
Ribosomal RNA gel electrophoresis
Multilocus sequence typing (MLST)

I1. PCR temelli yontemler
e Hedefi bilinen tekrarlayan sekanslar
Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus Sequences (ERIC)
Repetitive Extragenic Palindromic Sequences (REP)
Double Repetitive Element (DRE)
Insertional Sequence (IS)
Polymorphic Guanine/Cytosine-Rich Repetitive Sequences (PGRS)
e Randomly amplified polymorphic DNA (RAPD),
e Arbitrary Primed PCR (AP-PCR))
e Amplified fragment length polymorphism (AFLP)
Tablo 5: Epidemiyolojik tiplendirme amaciyla kullanilan fenotipik ve genotipik yontemler
(Kaynak 56, 91, 92, 93, 94, 95, 96’dan derlenmistir).

2.2.14.1. Fenotipik Yontemler
Mikroorganizmler arasindaki iliskiyi belirlemede birgok farkli fenotipik metod
kullanilabilmektedir (tablo 5). Ancak genellikle fenotipik metodlarin tekrarlanabilirligi,

tiplendirme yetenegi ve ayrim giicii yetersizdir (42).

2.2.14.1.1. Antibiyotiplendirme: Benzer suslarin tespitinde Minimal Inhibitor
Konsantrasyon (MIK) ve disk diflizyon zon g¢ap1 gibi antibiyotik duyarlilik paternleri
kullanilmaktadir (96). Antibiyotiplendirmenin yapilmasi kolay olmasina karsin ayrim giicii
diistiktiir (96). Genetik ve epidemiyolojik iligkisi olmayan bir¢ok tiir ayni1 plasmidi alarak

benzer duyarlilik paternine sahip olabildiginden (plazmid salgini) ve enfeksiyon sirasinda



duyarlilikta degisiklik meydana gelebildiginden dolay1 epidemiyolojik ¢aligmalardaki
degeri sinirhidir (91, 92).

2.2.14.1.2. Serotiplendirme: Bakterilerin yiizeyindeki antijenleri onlara spesifik
antikorlar1 kullanarak belirlemeye dayanan tiplendirme yontemidir. Antiserumun elde
edilme gii¢liigli ve farkli metodlar arasindaki standardizasyon problemleri nedeniyle degeri
diistiktiir. Bu yOntemin avantaji serotipin mikroorganizmanin degismez bir Ozelligini

yansitmasidir (91, 92).

2.2.14.1.3. Biyotiplendirme: Bakterilerin farkli besiyerlerindeki {ireme
kabiliyetlerinin ve biyokimyasal 6zelliklerinin kullanildig: tiplendirme yontemidir. Gen
ekspresyonundaki ¢esitlilikten ve rastlantisal mutasyonlarin mikroorganizmanin biyolojik
ozelliklerini degistirebilmesinden dolay ayrim giicii zayiftir. Ornegin ayn1 klinik drnekten
alinan iki Klebsiella kolonisinin triptofandan indol liretme yetenegi farkli olabilmektedir.
Indol iiretimi Klebsiella pneumoniae’dan (indol negatif) Klebsiella oxytoca’yr (indol
pozitif) ayirmada 6nemli oldugundan iki izolat genotipik olarak benzer olduklari halde
farkli tiirler olarak degerlendirilebilmektedir. Ayrica biyotiplendirme enterokoklar gibi
belirgin biyokimyasal farkliliklar1 olmayan bakteriler arasinda ayrim yapamamaktadir. Bu

nedenle epidemiyolojik ¢aligmalarda biyotiplendirmenin yarar1 smirlidir (92).

2.2.14.1.4. Bakteriyofaj Tiplendirme: Zahmetli ve tekrarlanabilirligi diisiik bir
yontem olmasi ve standardizasyonundaki problemler —metodun kullanimini

sinirlandirmaktadir (92).

2.2.14.1.5. Bakteriosin Tiplendirme: Diger metodlarla kolayca tiplendirilemeyen
Pseudomonas  aeruginosa  ve  Candida  kokenleri  gibi  mikroorganizmlerin
tiplendirilmesinde kullanilabilmektedir. Bakteriyofaj tiplendirmeden daha az zahmetlidir
ve serotiplendirme antibiyotiplendirme veya biyotiplendirmeyle birlikte epidemiyolojik

calismalarda kullanilabilmektedir (91).
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2.2.14.2. Molekiiler Yontemler
Molekiiler tekniklere ilgi her gecen giin artmakta ve enfeksiyonlarin epidemiyolojik
arastirmalarina artan bir oranda dahil edilmektedirler (91, 95). Cesitli molekiiler yontemler

gelistirilmis olmasina karsin bakteriyel tiirlerin ¢ogunda kullanilabilecek en uygun metod

PFGE olarak goriilmektedir (97).

2.2.15. Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE)

Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) ilk kez 1983 yilinda tarif edilmis ve kisa
bir siirede molekiiler epidemiyolojik analizler arasinda "altin standart" haline gelmistir (21,
94). Bakteriyel kromozom megabaz biiyiikliigiinde bir molekiil olmasina kargin geleneksel
elektroforez teknikleri 50 kb tizerindeki DNA molekiillerinin jel i¢erisindeki elektroforetik
gdcline izin vermemektedir (98). Kromozomal DNA’y1 daha az siklikla kesen dolayisiyla
geleneksel agaroz jel elektroforezi ile degerlendirilemeyecek kadar biiyiik DNA parcalari
olusturan restriksiyon enzimlerinin tanimlanmasi alternatif metodlara gereksinim

dogurmustur (99). Bu nedenle ¢esitli elektroforetik teknikler tanimlanmistir (tablo 6).

PULSED-FiELD GEL ELECTROPHORESIS TiPLERI

e  Rotating Gel Electrophoresis (RGE)
e  Programmable Autonomously Controlled Electrodes (PACE)
e  Pulse Homogeneous Orthogonal Field Gel Electrophoresis (PHOGE)
e  Orthogonal Field Alternation Gel Electrophoresis (OFAGE)
e  Transverse Alternating Field Electrophoresis (TAFE)

Field Inversion Gel Electrophoresis (FIGE)

Counter-damped Homogeneous Electric Field Electrophoresis
(CHEF)

Tablo 6: Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) tipleri (Kaynak 91, 92, 98,
99°dan derlenmistir).

Bu teknikler, siiresi ve yonleri degistirilen bir elektriksel akim (pulse) ile 1000 kb

uzunluguna kadar olan DNA molekiillerinin ¢éziimlenmesine izin vermektedir (92).
Field Inversion Gel Electrophoresis (FIGE) PFGE’nin en basit tipidir. Elektrik

akimu belirli siirelerle ve 180° ag1 ile (ileri ve geri) iki yonde verilmektedir (sekil 1-I). Ileri

yonde uygulanan akimin siiresi daha uzundur (98, 100).
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Counter-damped Homogeneous Electric Field Electrophoresis (CHEF)
PFGE’nin en yaygin kullanilan tipidir. Bu sistemde altigen bigiminde yerlestirilen ¢ok
sayidaki elektrod yardimiyla 120° a1 ile sabit hizda elektrik akimi1 verilmektedir (sekil1-1I)
(98, 100, 101).

S S I R T U I

B+ A+

i |
Sekil 1: Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) tipleri (100)

I: Field Inversion Gel Electrophoresis (FIGE)
II: Counter-damped Homogeneous Electric Field Electrophoresis (CHEF)

PFGE'de bozulmamis DNA gereklidir ancak geleneksel DNA izolasyon yontemleri
DNA'da kirilmalara yol agmaktadir (101). Bu problemi ¢ozmek ve saglam DNA elde
etmek amaciyla bakteriler diisiik erime 1sili agaroz ile karigtirilir (100, 102). DNA
miktarinin goézlenemeyecek kadar az veya "smearing" ve distorsiyona neden olacak kadar
fazla olmamasi i¢in hiicre konsantrasyonu belli degerler arasmnda [1x10°- 5x10° CFU/ml
(610 nm de yaklasik 0.5-1 absorbans araliginda) ] olmalidir (99).

Agaroz kalibi hazirlandiktan sonra bakteri hiicreleri, enzim ve deterjanlarin
yardimiyla parcalanir. Bu amagla stafilokoklar, streptokoklar ve enterokoklar gibi gram
pozitif bakteriler i¢in rutin olarak kullanilan enzimler lizozim, lizostafin ve mutanolizindir.

Gram-negatif —mikroorganizmalarin  lizisinde ise proteinaz-K/deterjan  karigimi
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kullanilmaktadir (99). Proteolizis isleminden sonra agaroz kalib1 50-55°C’de distile su ve
TE soliisyonu ile yikanir. Boylece protein ve karbonhidrat gibi kontaminantlarin
uzaklastirilmas: saglanir. Hazirlanan agaroz kaliplar1 TE (10mM Tris, ImM EDTA (pH
7.5)) tamponu igerisinde 4°C'de aylarca saklanabilmektedir (99).

Agaroz igerisinde saf ve bir biitiin halinde kalan kromozomal DNA bir restriksiyon
enzimi (RE)  kullanilarak kesilir. Bakteriler arasindaki epidemiyolojik iligkinin
degerlendirilebilmesi icin DNA kabul edilebilir bir say1 (10'dan az 25-30'dan fazla
olmamali) ve biiyiikliikte kesilmelidir (97, 102). Kromozomun G+C igerigi bakteriyel
kromozom iizerindeki restriksiyon enzim kesim noktalarinin dagilimmi etkiliyerek
olusacak DNA bantlarinin say1 ve biiylikliiglinii belirler (100). GC’den zengin bakteriyel
genomda AT iceren, AT den zengin bakteriyel genomda ise GC igeren tanima bolgeleri
daha az siklikla bulunmaktadir. Bu nedenle Xbal, Spel gibi AT iceren kesim noktalarini
taniyan enzimler GC'den zengin bakterilerin kromozomlarini, Smal gibi GC iceren kesim
bolgelerini taniyan enzimler ise AT’den zengin bakterilerin kromozomlarim1 daha az
siklikta kesmektedir (99, 100, 102).

Kesme isleminden sonra agaroz dilimi jelin uygun kuyucuklarina konulur ve jelle
daha iyi bir temas saglamas1 i¢in erimis agaroz ile kaplanir. Ayrica agaroz dilimleri tarak
digine yerlestirildikten sonra g¢evresine jel dokiilebilir. Boylece daha siki bir iligki
saglanarak, kirilma riski en aza indirilir, dolayisiyla daha keskin bant paternleri elde
edilebilir.

Hazirlanan elektroforez jeli belirli araliklarla yonii degistirilen elektrik akimina tabi
tutularak 10-800kb uzunlugundaki DNA parcalarnin ayrimi saglanir. Elektroforez
isleminden sonra jel etidyum bromiirle boyanarak, bant profilleri goriiniir hale

getirilmektedir (99). PFGE’nin yapilis asamalari sekil 1°de 6zetlenmistir.
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2.2.15.1. PFGE’de Kullamlan Kontroller

Epidemiyolojik olarak arastirilan suslarin yaninda mutlaka band paterni ¢ok iyi
bilinen bir bakteride kontrol amaciyla kullanilmali ve jelin en az bir kuyucuguna molekiiler
agirhk standardi konulmalidir. Ciinkii en iyi sartlarda bile jeller arasinda DNA bant
paternlerinde degisiklikler goriilebilmekte ve jel kalinhigi, tampon degisiklikleri gibi
faktorler distorsiyona neden olabilmektedir (102). Lambda DNA ladder en yaygin
kullanilan molekiiler agirlik standardidir (91, 97). Staphylococcus aureus NCTC 8325
genomu da Sma I ile kesildigi zaman iyi tanimlanmig bantlar (674, 361, 324, 262, 257,
208, 175, 135, 117, 80, 76, 44.36 ve <20 kb) olusturmaktadir (102). Molekiiler agirlik

standard1 kullanilarak;

1) Bakterinin par¢alanmasi, yikama ve endoniikleaz ile kesiminin kalitesi,
2) Jel ve elektroforez kosullari,

3) Sonuglarin tekrarlanabilirligi kontrol edilmis olmaktadir (97, 102).

2.2.15.2. PFGE'ni Etkileyen Faktorler
PFGE'ni etkileyen faktorler tablo 7°de 6zetlenmistir.

Agaroz tipi ve konsantrasyonu

Tampon konsantrasyonu

Tampon sicaklig1

Pulse agis1

Pulse siiresi

Elektrik akiminin giicii (santimetreye diisen volt)
e Toplam elektroforez siiresi

Tablo 7: PFGE'ni etkileyen faktorler (100, 101).

Bu parametreler son yillarda standardize edilmeye ¢aligilmaktadir. Genellikle %
0.8-1 konsantrasyonunda agaroz, 0.5 X Tris-borate-EDTA tamponu [45mM Tris, 45mM
borate, 1.0mM EDTA (pH 8.3)], pulse agis1 120° ve elektrik akimi1 6V/cm olacak sekilde
kullanilmaktadir (99).
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2.2.15.3. Restriksiyon Profillerinin Analizi

IIk yapilmas1 gereken PFGE’deki ortak band paternlerinin belirlenmesidir. Salgin
susunun profili diger izolatlarin bantlarinin say1 ve boyutlari ile karsilastirilir. (91). Bakteri
kromozomunda nokta mutasyon, insersiyon ve delesyon gibi genetik olaylarla ortaya ¢ikan
tek bir genetik degisiklik ¢ok anlamli bir epidemiyolojik degisim yaratmamaktadir (102).
Tenover ve ark. PFGE sonuglarmin yorumlanmasi sirasinda karsilasilan bu gibi
problemleri ¢dzmek amaciyla bir sistem Onermiglerdir (Tablo 8). Bu sistemde bant
paternlerindeki farkli band sayisma bakilarak, izolatlarin epidemiyolojik iliskileri

degerlendirilmektedir (97).

Ayni 0 0 Izolat salgmin bir parcasi

Yakin iligkili 1 2-3/1-3 fzolat salginla yakindan
iligkili

Olas iligkili 2 4-6 Izolat salginla olasi iliskili

[liskisiz >3 >7 Izolat salginla iliskisiz

Tablo 8: PFGE profillerini yorumlama kriterleri (97)

2.2.15.4. Epidemiyolojik Yorum

2.2.15.4.1. Aym lzolat: PFGE’de say1 ve boyutlar1 ayn1 bant paterni sergileyen
bakterilerin genetik olarak ayni ve epidemiyolojik olarak iliskili olduklar1 kabul edilir. Tek
bant farklilig1 gosteren izolatlarmda klonal olarak iligkili olduklar1 gdsterilmistir (91, 97).

2.2.15.4.2. Yakin Tliskili izolat: Tek bir nokta mutasyon, insersiyon veya delesyon
olusmasi nedeniyle aralarinda 2-3 bant farki olusan izolatlar yakindan iligkili olarak
degerlendirilmekte ve epidemiyolojik olarak salginin bir parcasi olduklar: diistiniilmektedir
(91, 92).

2.2.15.4.3. Muhtemel Iliskili Izolat: Insersiyon veya delesyon ile restriksiyon
bdlgelerinin kazanimi veya kaybi gibi iki bagimsiz genetik degisiklik meydana geldiginde
aralarinda 4-6 bant farki olan izolatlar olusur. Cok sayida hastanin kullanildigi ve 3-6
aydan uzun bir siireyi kapsayan ¢aligmalarda siklikla gozlenir. Bu tiir izolatlar muhtemel
iliskili izolatlar olarak degerlendirilir (91, 92). Ancak genetik olarak yakindan iligkili
olmadiklarmdan epidemiyolojik olarak iliskili olma olasiliklar1 daha diisiiktiir (97).
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2.2.15.4.4 Qliskisiz izolat: DNA’sinda meydana gelen ii¢ ya da daha fazla genetik
degisiklikten dolay1 yedi ya da daha fazla bant fark: sergileyen bakteriler epidemiyolojik
olarak iligkisiz izolatlar olarak kabul edilir (91, 92, 97).

2.2.15.5. Genetik Degisikliklerin PFGE Profillerine Etkisi
Genetik degisikliklerin PFGE profilleri tizerindeki etkisi tablo 9’da ve sekil 3’te

Ozetlenmistir.

Biiytik bir DNA parcasi iki kiiciik pargaya ayrilir.

Bir biiyiik bant kaybolurken iki yeni kii¢lik bant olugur.
Bant paterninde ii¢ bantlik bir degisiklik meydana gelir.
Iki DNA parcasi ayrilamaz ve daha biiyiik yeni bir bant
Nokta mutasyon nedeniyle olusur.

Bir kesim noktasi1 kaybolursa Bu sirada iki bant kaybolur

Bant paterninde ii¢ bantlik bir degisiklik meydana gelir.

Nokta mutasyon nedeniyle
Yeni bir kesim noktas1 olusursa

Bant sayis1 degismez.

Bir DNA parcasi biiylidiigiinden bir band yer degistirir.
Bant paterninde iki bantlik bir degisiklik meydana gelir.
Bant sayis1 degismez.

Kesim noktasi digindaki bir Bir DNA pargasinin kiigiildiigiinden bir bant yer
bolgeden DNA delesyonu oldugunda | degistirir.

Bant paterninde iki bantlik bir degisiklik meydana gelir.
Tablo 9: Genetik degisikliklerin PFGE profilleri iizerindeki etkisi (97, 102)

Kesim noktasi digindaki bir bolgeye
DNA insersiyonu oldugunda

PFGE

Farkhilk

3 3 Z p
SAVIST

Sekil 3. Genetik degisikliklerin PFGE profilleri lizerindeki etkisi: A, yeni bir restriksiyon
bdlgesinin eklenmesi; B, bir restriksiyon bolgesinin kaybolmasi; C, bir par¢anin i¢ine
DNA insersiyonu; D, bir pargadan DNA'nin delesyonu (+, kazanilan bant; &, kaybedilen
bant) (97, 102)
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2.2.15.6. PFGE Analizinde Sik Rastlanilan Problemler

PFGE analizinde sik rastlanilan problemler tablo 10°da 6zetlenmistir.

Agaroz jelinin kalin olmasi
Tampon konsantrasyonunun yiiksekligi | Bant siralarinda egrilik (Resim 3A)
Elektrotlardaki bozukluk

Jelin list kisminda biiyiik kalin bir bant

DNA’nm iyi kesilmemesi Diger bantlar kiiciik ve soluk (Resim 3B)

(Eulgsfg?f;?;&gl difficile* v.b) Bant paternleri tamamen ortadan kalkmig (Resim3C)

Tablo 10: PFGE Analizinde Sik Rastlanilan Problemler (99)
*Clostridium difficile

P. aeruginosa, C. difficile gibi bakterilerle calisirken niikleaz aktivitesinin
iistesinden gelmek icin zarar verici siirecten sorumlu tris radikallerini nétralize eden
thiourea (Son konsantrasyon 50-70 pM) PFGE yiiriitme tamponuna eklenmelidir (103,
104).

Resim 3: PFGE Analizinde Sik Rastlanilan Problemler.
A: Bant swalarinda egrilik, B: DNA’nin iyi kesilmemesi durumunda olusan
goriiniim, C: Niikleaz aktivitesi sonucu bant paterninin kaybolmasi.

2.2.15.7. Sonuc¢larin Rapor Edilmesi
Salgin suslarina ait oldugu diisiiniilen DNA restriksiyon profilleri tip A, yakim ya da
muhtemel iligkili profiller tip Aj, tip A, iligkisiz profil sergileyenler ise tip B, tip C ...

olarak isimlendirilir ve rapor edilir (97, 105).

27



3. GEREC ve YONTEM

3.1. Cahsma Grubu

Calismamiza Mart 2006 - Temmuz 2007 tarihleri arasinda Karadeniz Teknik
Universitesi Tip Fakiiltesi Anesteziyoloji ve Reanimasyon Yogun Bakim Unitesi’nde
yatmakta olan 76 hastanin trakeal aspirat, kan, idrar, yara gibi ¢esitli klinik 6rneklerinden
izole edilen Acinetobacter kokenleri dahil edildi. Her hastadan ilk izole edilen

Acinetobacter kokeni ¢alisildi.

3.2. Cahsmada Kullanilan Soliisyonlar

a. Hiicre Siispansiyon Tamponu (HST) (pH:8)
100 mM Tris HC1
100 mM EDTA

b. TE Tamponu (pH=7,6)
10 mM Tris HCI
0.1 mM EDTA

c. Hiicre Lizis Soliisyonu I (HLS-I)
50 mM Tris HCI
50 mM EDTA
2,5 mg/ml lizozim

1.5 mg/ml Proteinaz K

d. Hiicre Lizis Soliisyonu II (HLS-II)
0.5 MEDTA
%1 Sarkozil
400 mg/ml Proteinaz

e. Proteinaz K Hazirlama Tamponu
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50 ml Gliserol
1 ml 1M Trs HCI (pH:7,5)
0.29 g CaCl,

Distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

f. Proteinaz-K Stok Soliisyonu
100 mg Proteinaz K
10 ml Hazirlama Tamponu
Kristaller ¢6ziinene kadar alt {ist edilerek karistirildi.

Ependorflara boliinerek -20°C’de saklandi.

g. Restriksiyon Tamponu (1 drnek)
10 pl Smal tamponu
90 pl distile su

h. Smal Enzim Karisimi (1 6rnek)
10 pl 10X Smal tamponu
3 ul Smal enzimi [Bovine Serum Albumin (BSA) iceren]

87 ul Distile su

i. 0,5X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) tamponu: (pH 8.0)
44.5 mM Trisma base
44.5 mM Borik asit
1 mM EDTA

j- 0.5 M EDTA (pH:8)
29.2 g EDTA (FW:292.2).
Distile su ile 200 ml'ye tamamlandi.
pH'nin 8.0 olmasi i¢in NaOH peleti ilave edildi.
Otoklavda steril edilerek kullanildi.

k. IM Tris (FW:121,14): (pH:8)
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12.1 g Tris

Distile su ile 100 ml’ye tamamlanda.
pH'nin 8.0 olmasi icin HCl ilave edildi.
Otoklavda steril edilerek kullanildi.

I. Etidyum Bromiir (5 mg/ ml stok)
50 mg Etidyum bromiir
10 ml distile su
Etidyum bromiir ¢ok mutajenik bir madde oldugundan tartarken eldiven giyildi, maske
kullanild1 ve etrafa bulagtirmamaya 6zen gosterildi.
Manyetik ¢alkalayici lizerinde bir kag saat karistirilarak ¢oziinmesi saglandi.
Renkli siseye konuldu ve sisenin etrafi aliminyum folyo ile kapatildi.

Oda 1s1sinda saklanda.

m. % 10 Sarkozil
1g Sarkozil
10ml DiethylenePyrocarbonate-H,0 (DEPC-H,0)

Oda 1s1sinda en az 3 ay bozulmadan saklanabilir.

n. Lizozim Cozeltisi (2000 pg/ml)
20 mg lizozim

10 ml TE tamponu

3.3. %2°lik Diisiik Erime Isih Agaroz Hazirlanmasi
0.50 g diistik erime 1s1l1 agaroz
23.5 ml HST
100 mI’lik balona konuldu ve agz1 aliiminyum folyo ile kapatildi.
Mikrodalga firinda 10 saniye tutulduktan sonra ¢ikarilarak hafif¢e karistirildi.
Takiben 2-3 saniye mikrodalga firininda tutuldu ve bu islem agaroz ¢oziiniinceye kadar
tekrarland1.
Agaroz iyice ¢oziildiikten sonra, balon 45-50°C’lik su banyosuna konuldu.

1.25 ml %20’lik sodyum dodezil siilfat (50°C de 1sitilmis) eklenerek iyice karigtirildi.
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3.4. Elektroforez Jelinin Hazirlanmasi
1g Pulsed-Field Certified Agarose
100 ml 0.5 x TBE
200 ml’lik balona konuldu ve yavasga karistirilarak agarin dagilmasi saglandi.
Balonun agzina aliminyum folyo kapatilarak mikrodalga firinda 60 saniye tutuldu.
Cikarilip hafif¢e karistirildiktan sonra tekrar 15 saniye mikrodalga firminda tutuldu ve bu

islem agar tamamen eriyinceye kadar tekrarlandi.

3.5.Suslarin identifikasyonu ve Antibiyotik Duyarhhk Testleri

Anesteziyoloji ve Reanimasyon Yogun Bakim Unitesi’nden gelen tiim drnekler %5
koyun kanli agar (Salubris, Tiirkiye) ve EMB agara (Oxoid, England) ekilerek inkiibe
edildi. Ureyen mikroorganizmalar klasik ydntemlere ilaveten Phoenix identification/
antimicrobial susceptibility testing (ID/AST) (Becton Dickinson Diagnostic Instrument
Systems, Sparks, Md, USA) otomotize mikrobiyoloji sistemi ile tiir diizeyinde tanimlandi.
Suglar Phoenix ID/AST otomotize mikrobiyoloji sisteminde iiretici firma Onerileri
dogrultusunda c¢alisildi. Acinetobacter oldugundan siliphelenilen oksidaz negatif,
nonfermentatif, gram negatif kokobasillere ait kolonilerden CrystalSpecTM nephelometer
(Becton Dickinson company, USA) kullanilarak ID buyyon igerisinde 0.5 McFarland
standartina ayarlanmis bakteri siispansiyonlar1 hazirlandi. Antimicrobial susceptibility test
(AST) buyyon tiipiine, bakteri konsantrasyonu 5x10°CFU/ml olacak sekilde, 25ul bakteri
siispansiyonu ilave edildikten sonra AST buyyon igerisine bir damla Phoenix™ AST
indikatorii damlatildi. Hazirlanan paneller 35°C inkiibasyon sicakligi saglayan ve 20
dakikada bir okuma yapan Phoenix (Becton Dickinson Diagnostic Instrument Systems,
Sparks, Md, USA) cihazina yerlestirildi (106, 107). Acinetobacter olarak tiplendirilen
suslar PFGE yapilincaya kadar %15 gliserol (Riedel-de Haén AG, Germany) iceren triptik
soy buyyon besiyerinde (Fluca, 22092) -70 °C’de saklandi1 (108).

Suslarin antibiyotik duyarliliklar1 NMIC/ID-55 panellerinin  kullanildigt BD
Phoenix sistemine ilaveten Kirby-Bauer metoduna gore, Mueller Hinton Agar (MHA)
kullanilarak standart disk diffiizyon metodu ile de arastirildi (109). Duyarlilik testlerinin
sonuglar1 Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) kriterlerine gore duyarli, orta
duyarli ve direngli olarak kategorize edildi (107, 110).
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3.6. Pulsed-Field Gel Elektroforez (PFGE) Protokolii
Sekil 4°’te Pulsed-Field Gel Elektroforez (PFGE) protokolii 6zetlenmis ve sekil 5’te

PFGE’ne baglamadan 6nce yapilmasi gereken 6n hazirliklar listelenmistir.

3.6.1. izolatlarin Hazirlanmasi

1. Tiir diizeyinde tanimlanan ve -70°C’de saklanan bakteri suslar1 % 5 koyun kanli
agar (Salubris, Tiirkiye) besiyerine ekildi ve 35°C de 20-24 saat aerobik kosullarda inkiibe
edildi (111, 112).

2. Saf bir kiiltiir elde etmek i¢in buradan alinan tek koloni tekrar triptikaz soy agar
besiyerine pasajland1 ve inkiibasyona birakildi (111).

3. Ureyen koloniler dze kullanilarak kapakli cam tiiplerdeki 2,5 ml HST iginde
siispanse edildi (21).

4. Bakteri yogunlugu CrystalSpecTM nephelometer (Becton Dickinson company,
USA) kullanilarak yaklasik 4 McFarland olacak sekilde ayarlandi (111).

5. Bu hiicre siispansiyonundan 1ml almarak ependorf tiiplere aktarildi ve 13 000 x
g’de 4°C’de 1 dakika santrifiyj edildi (21, 111).

6. Ustteki HST atilarak pellet boyutu gozle degerlendirildi (21).

7. Tekrar 1 ml soguk HST eklenerek, kisa siireli vorteks yapildi (111).

8. Bakteri yogunlugu, CrystalSpecTM nephelometer (Becton Dickinson company,
USA) kullanilarak tekrar yaklasik 4 McFarland olacak sekilde ayarlandi (111).

3.6.2. Izolatlarin Agaroza Gémiilmesi.

1. Yukarida tarif edildigi sekilde HST kullanilarak %2’lik diisiik erime 1sil1 agaroz
hazirland1 (111, 112).

2. 200 ul Agaroz-SDS karisimi Ependorf tiiplere dagitilarak 45-50°C'deki su
banyosunda bekletildi (111).

3.  Buna 200 pl bakteri siispansiyonu eklenerek pipet yardimiyla hiicrelerin agaroz
icinde homojen sekilde dagilmasi sagland1 (111, 113).

4.  Buzdolabina konularak daha O©nceden sogutulmus olan agoroz kalibinin
kuyucuklarma hava kabarcigi olmamasma O6zen gostererek hiicre-agaroz-SDS
karigim1 dagitildi (21, 113).

5. Kaliplar 6nce oda 1sisinda 10-15 dakika, sonra buzdolabinda +4°C’de, 5 dakika
bekletilerek agarin katilagmasi saglandi (21, 113).
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3.6.3. Agar Icerisindeki Hiicrelerin Parcalanmasi:

Hiicre liziz soliisyonu I hazirlanarak 5 ml’lik steril, kapakli tiiplere 0.5 ml dagitildi
(111).

Kaliptan ¢ikarilan hiicre-agaroz-SDS karisimi lizis soliisyonu I igerisine konuldu (21,
111).

Tiipler hafif yatik sekilde calkalamali su banyosuna (Resim 4.A) yerlestirildi ve 37
°C’de 1 saat burada tutuldu (111).

Bu siire sonunda pipet yardimiyla Liziz soliisyonu I uzaklastirilarak, yerine 0.5 ml
Hiicre Liziz Soliisyonu II konuldu (111).

55°C’ye ayarlanmis ¢alkalamali su banyosunda 2 saat bekletildi (21, 111, 113).

3.6.4. Agaroz Kaliplarin Yikanmasi:

Tiipler buz igerisinde en az 15 dakika bekletilerek agaroz kalibin katilagmasi sagland1
(111).

Pipet yardimuiyla lizis soliisyonu II aspire edildi.

Agaroz kalib1 dikkatlice 50ml falkon tiiplere aktarildi ve iizerine 4 ml 50°C’ye
sitilmig steril ultra saf su eklenerek, 50°C’ye ayarlanmis ¢alkalamali su banyosunda
15 dakika yikand1 (111).

Siire bitiminde su tamamen bosaltild1 ve ultra saf su ile yikama islemi iki kez daha
tekrarland1 (21, 111).

Su ile yikama islemi bittikten sonra {i¢ kez de 50°C’ye 1sitilan 4 ml TE tamponu
kullanilarak 15 dakika siiresince yikandi (21, 111).

3.6.5. DNA’nin Restriksiyon Enzimiyle Kesilmesi:

Bir bistiiri yardimiyla 4 oraninda kesilen agaroz kalibi daha 6nce hazirlanan ve 5
ml’lik steril kapakli tiiplere dagitilan 100 pl 1x Smal tamponu igine konuldu ve
30°C’deki galkalamali su banyosunda 10 dakika bekletildi.

Siire sonunda sivi aspire edilerek, 100 pl Smal enzim karisimi igerisinde agaroz
kalib1 bulunan tiiplere dagitildi (42).

Calkalamali su banyosunda 37°C’de 2 saat inkiibe edildi.

Bu agamadan sonra tiipler buzdolabinda 15 dakika bekletildi.
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3.6.6. Elektroforez Jelinin Hazirlamasi:

Yukarida tarif edildigi sekilde 100 ml %1°lik pulsed-field certified agarose (Bio-Rad
Laboratories) hazirland1.

Agaroz dokiilecek kaset (Resim 4.B) hazirlandi ve su terazisi ile tamamen diizgilin
oldugu kontrol edilmis bir zemine yerlestirildi.

15 disli taragin (Resim 4.B) dislerinin u¢ kismina agaroz kaliplar1 yerlestirildi.
Agaroz kaliplarinin etrafinda kalan Smal enzim karisimi kurutma kagidi veya havlu
kullanilarak uzaklastirildi.

5 dakika oda 1s1sinda bekletildikten sonra, tarak agaroz dokiilecek kasete yerlestirildi.
45-50°C sicakliginda olan agaroz hava kabarcig1 olusmamasina dikkat edilerek kasete
dokiildii.

Katilagmasi i¢in oda 1sisinda 20-30 dakika bekletildikten sonra tarak dikkatlice
cikarildi

Tabla iizerindeki agaroz, i¢erisinde 1900-2000 ml 0.5x TBE tamponu bulunan PFGE
tankina (Resim 4.C) yerlestirildi.

3.6.7. Elektroforez:

Calismamizda CHEF-DR III sistemi (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)

(Resim 4.D) kullanildi. Elektroforez kosullar1 tablo 11°de gosterildigi gibi ayarlanda.

Baslangi¢ vurus stiresi 5sn
Bitis vurus siiresi 30 sn
Vurus agisi 120°
Akim 6 V/em’
Sicaklik 14°C
Siire 20 saat

Tablo 11: Elektroforez kosullari
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Resim 4: Pulsed-Field Gel Elektroforez (PFGE)’inde kullanilan cihazlar
A:Calkalamali su banyosu

B: PFGE agaroz kaseti ve 15 disli taragi

C: CHEF-DR III sistemi (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)

D: VersaDoc imaging system (Bio-Rad Laboratories Ltd., UK)

3.6.8. Sonuclarin Gozlenmesi ve Analizi:

1. Eletroforez sonrasinda jel, 5 pg/ml etidyum bromiir iceren 400 ml ultra saf su ile 20

dakika boyanda.

2. Boyanan jel 400 ml ultra saf su igerisinde 45 dakika yikanarak DNA’ya baglanmamig
boya uzaklastirildi.

3. UV ik altinda VersaDoc imaging system (Bio-Rad Laboratories Ltd., UK) (Resim
4.D) kullanilarak DNA bantlarinin fotografi ¢ekildi ve kaydedildi.

4. Gozle bant profilleri analiz edildi.

5. Tenover ve ark. tarafindan onerilen kriterler kullanilarak izolatlar ayni, yakm iliskili,

muhtemel iligkili ve iliskisiz olarak degerlendirildi.
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1- Agaroz kalib1 buz dolabina konulur.

2- Calkalamali su banyosu 37°C’ye ayarlanir.
3- Su banyosu 50°C’ye ayarlanir.

4- SDS 50°C’ye konur.

5- Ultra saf ddw 50°C’ye konur.

6- 100ml HST hazirlanir buzdolabina konur.

7- 200ml TE hazirlanir, otoklavlanir, 50°C’ye konur.

8- %2’lik diisiik erime 1s1l1 agaroz hazirlanir.
50°C’ye konur.

Sekil 5: PFGE i¢in yapilmasi gereken 6n hazirlik
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen 76 hastanin 59 (%77.6)’s1 erkek 17 (%22.4)’1 kadind1 ve yas
aralig1 7-65 (ortalama yas: 37)’di. Orneklerin 114 (%47.5)’u trakeal aspirat, 72 (%30)’u
kan ve 18 (%7.5)’u kateter kiiltiiriinden izole edildi (tablo 9). Ornekler incelendiginde 42
hastadan (%55.2) 156 6rnegin (%65) Temmuz-Aralik aylarini iceren 6 aylik donemde

geldigi goriildii. Sekil 1°de aylara gore hasta sayisi ve izole edilen Ornek sayilari

verilmistir.

IZOLASYON YERIi ORNEK SAYISI | YUZDE (%)
Trakeal aspirat kiiltiirii 114 46.9
Kan kiiltiirti 75 30.9
Kateter kiiltiirii 18 7.4
Yara kiltiirii 17 7.0
Idrar kiiltiiri 12 4.9
Diren kiiltiiri 2 0.8
Diger materyaller* 6 2.4
TOPLAM 240 100

Tablo 12: Acinetobacter kokenlerinin izole edildikleri materyaller ve goriilme
oranlari.

*Vajen, piy, doku, kiiltiirii v.b

W Hasta sayisi

m Ornek sayisi
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Sekil 7: Aylara gore hasta ve bu hastalardan izole edilen 6rnek sayilari.
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Hastalarin 56 (%73.7)’sinin dosyalar1 incelendi. Tablo 13’te Yogun Bakim
Unitesinde yatan hastalarda 4. baumannii enfeksiyonu veya kolonizasyonu igin potansiyel
risk faktorleri ve hastalarda goriilme oranlar1 verildi. En sik karsilagilan risk faktorlerinin
invaziv girisimler oldugu ve tiim hastalarm en az iki invaziv girisime maruz kaldig:
goriildii. Onemli bir risk faktdrii olan enfeksiyon dncesi antibiyotik kullaniminin 49 hasta
(%63.6)’da bulundugu tespit edildi. Amikasin 11 (%19.6), imipenem 7 (%]12.5),
piperasilin/tazobaktam 5 (%38.9), sefepim 4 (%7.1) ve vankomisin 2 (%3.6) hasta

tarafindan kullanilmist1.

RiSK FAKTORLERI HASTA SAYISI YUZDE (%)
Erkek cinsiyet 60 78
Kronik hastahklar

Diabetes mellitus 2 3.6

Kronik akciger hastalig 9 16.1

Kardiovaskiiler hastalik 9 16.1

TUmor 1 1.8

Immiinosiipresyon 8 14.3

Travma 34 60.7

Yamk 1 1.8

Cerrahi 38 67.9
Invaziv girisimler

Uriner kateter 54 96.4

IV kateter 56 100

Parenteral beslenme 5 8.9

Entiibasyon 44 78.6

Trakeostomi 23 41.1

Antibiyotik kullanimi 49 63.6

Tablo 13: Yogun Bakim Unitesinde yatan hastalarda A. baumannii enfeksiyonu veya
kolonizasyonu i¢in potansiyel risk faktorlerinin goriilme oranlar1 (Kaynak 13, 16, 78’e
gore hazirlanmigtir).

Hastalarin Anesteziyoloji ve Reanimasyon Yogun Bakim Unitesine yatis nedenleri
incelendiginde travma (%60.7)’larin en Onemli nedenler oldugu ve bunlar icerisinde
ozellikle Arag I¢i Trafik Kazalari (AITK) nin en biiyiik gurubu olusturduklar1 goriildii.
%8.9 oraninda goriilen enfeksiyonlar ikinci en sik yatis nedeni olup, {i¢ hasta pndémoni,
birer hasta da bakteriyemi ve sepsis bulgulariyla yatirilmisti. Hastalarm Anesteziyoloji ve

Reanimasyon Yogun Bakim Unitesine yatis nedenleri Tablo 14’te 6zetlendi.
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YATIS NEDENI | HASTA SAYISI |  YUZDE (%)

Travma 34 60.7
AITK* 19 339

ADTK** 2 3.6

Kesici-delici alet yaralanmasi 6 10.7

Kiint travma 6 10.7

Elektrik carpmasi 1 1.8

Kronik akciger hastahg: 4 7.1
Kardiyovaskiiler hastalik 3 5.4
Enfeksiyon 5 8.9

Pnémoni 3 5.4

Bakteriyemi 1 1.8

Sepsis 1 1.8

Preeklamsi 2 3.6
Diger*** 8 14.3

Tablo 14: Anesteziyoloji ve Reanimasyon Yogun Bakim Unitesine hastalarm yatirilis
nedenleri.

*Arac I¢i Trafik Kazasi

**Arag¢ Dis1 Trafik Kazasi

**Tlimor, akut bobrek yetmezligi, barsak perforasyonu, insizyonel herni operasyonu,
subaraknoid kanama v.b

Acinetobacter kokenlerinin Anesteziyoloji ve Reanimasyon Yogun Bakim
Unitesinde en ¢ok hastane kaynakli pnémoni (%55.4), bakteriyemi (%39.3), idrar yolu
enfeksiyonu (%14.3) ve yara enfeksiyonu (%?7.1) etkeni olduklar1 saptandi (Tablo 15). 28
hastada en az iki odakta enfeksiyon oldugu, bu guruptaki 25 hastada pndmoni, 21 hastada
ise bakteriyemi bulundugu goriildii. Pndmoni olgularinin hepsi hastaneye yatisin besinci
giiniinden sonra ortaya c¢ikan gec¢ baslangigli pndmonilerdi ve tiim pnomonilerin %87’si
ventilatorle iligkili pndmoniydi. Hastane kaynakli pndmoni tanisi konulan hastalarin 26
(%84)’s1 1yilesmis, 5 (%16)’1 ise Olmiistii.

Acinetobacter kdkenlerinin neden oldugu bakteriyemilerde en 6nemli kaynaklarin
pulmoner (%54.5) ve intravendz kateter (%18.2) oldugu goriildii. 3 (%13.6) hastada ise
primer odak saptanamadi. Acinetobacter bakteriyemisi 3 (%13.6) hastada septik sok ve
Dissemine Intravaskiiler Koagiilasyona (DiK), 4 (%18) hastada ise 6liime neden olmustu.

Acinetobacter kokenleri sadece 8 (%14.3) hastada idrar yolu enfeksiyonuna neden
olmustu. Idrar yolu enfeksiyonu gelisen olgularin tiimiinde &ncesinde iiriner kateter

kullanim1 oldugu saptandi.
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15 (%26.8) hastada Acinetobacter kokenleri basta trakeal aspirat ve kan olmak
iizere ¢esitli materyallerden izole edilmesine karsin, bu hastalarda enfeksiyona neden

olmadiklar1 ve kolonizasyondan kaynaklandiklar1 gosterildi.

ENFEKSIYON | HASTASAYISI | YUZDE (%)
Hastane kaynakh pnémoni 31 55.4
Ventilatorle iligkili pndmoni 27 87.0*
Bakteriyemi 22 39.3

Pulmoner kateter 12 54.5%*
Intravendz kateter 4 18.2%%*
Yara 1 4.55%*
Idrar yolu enfeksiyonu 1 4.55%*
Nedeni bilinmeyen 4 18.2%*
Idrar yolu enfeksiyonu 8 14.3
Yara enfeksiyonu 4 7.1
Menenyjit 0 0
Yanik enfeksiyonu 0 0
Kolonizasyon 15 26.8

Tablo 15: Anesteziyoloji ve Reanimasyon Yogun Bakim Unitesinde Acinetobacter
kokenlerinin neden oldugu enfeksiyonlar.

* Hastane kaynakli pndmoniler i¢indeki goriilme oran1 (%)
** Bakteriyemiler i¢indeki goriilme oran1 (%)

Mikrobiyolojik inceleme:

Acinetobacter oldugundan siliphelenilen oksidaz negatif, nonfermentatif, gram
negatif kokobasiller biyokimyasal testler ve BD Phoenix (Becton Dickinson Diagnostic
Instrument Systems, Sparks, Md, USA) sistemiyle tiir diizeyinde tanimlandi ve drneklerin

tiimiiniin 4. baumannii-A. calcoaceticus kompleks oldugu tespit edildi.
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Acinetobacter kokenlerinin antibiyotik duyarhihklar:

Acinetobacter  kokenlerinin  duyarlilik  paternlerini  belirlemek  amaciyla
15 antibiyotik kullanildi. Bu antibiyotikler arasinda en etkili olanlarin karbapenem gurubu
antibiyotikler oldugu, imipenem ve meropeneme direngli izolat bulunmadig: tespit edildi.
Karbapenemler disindaki beta laktam antibiyotiklerin ise etkinliklerinin ¢ok diisiik oldugu
goriildii. Seftriaksona sadece 1 izolat (%1.3) duyarl iken sefepim, sefotaksim, seftazidime
ve piperasiline duyarli izolat olmadigi belirlendi. Beta-laktam/beta-laktamaz inhibitorii
kombinasyonlarindan piperasilin/tazobaktama 17 izolat (%22.4)’in, ampisilin/sulbaktama
ise 30 izolat (%39.4)’1n duyarh oldugu saptandu.

Aminoglikozid antibiyotiklerden amikasine kars1 18 izolat (%23.7)’1n, gentamisine
kars ise 2 izolat (%2.6) 1 duyarli oldugu belirlendi.

Kinolon gurubu antibiyotikler arasinda levofloksasinin Acinetobacter kdkenlerine
kars1 daha etkili oldugu, levofloksasine 37 izolat (%48.7) duyarliyken siprofloksasine 26
izolat (%34.2)’1n duyarli oldugu goriildii.

Diger iki farkli antibiyotik gurubunda yeralan tetrasikline 3 izolat (%#4),
trimetoprim/ siilfometaksozole 13 izolat (%17.1) duyarli bulundu.

Acinetobacter kokenlerinin kullanilan antibiyotiklere karsi duyarli, orta duyarli ve

direngli izolat sayilar1 tablo16°da, antibiyotik duyarlilik oranlar1 sekil 8‘de verildi.
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Sekil 8: Acinetobacter kdkenlerinin antibiyotik duyarlilik oranlar

GM: Gentamisin, AK:Amikasin, AMC: Amoksisilin/klavulanik asit, PIP: Piperasilin,
TZP:Piperasilin/tazobaktam, CRO:Seftriakson, FEP: Sefepim, CTX: Sefotaksim, CAZ:
Seftazidim, SXT: Trimetoprim/Siilfametaksazol, TE: Tetrasiklin, CIP: Siprofloksasin, LVX:
Levofloksasin, MEM: Meropenem, IPM: Imipenem
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G 2 2,6 6 7.9 68 89.5
AK 18 23.7 2 2.6 56 73.7
AMC 30 394 10 13.2 36 47.4
PIP 0 0 0 0 76 100
TZp 17 224 16 21 43 56.6
CRO 1 1.3 0 0 75 98.7
FEP 0 0 0 0 76 100
CTX 0 0 0 0 76 100
CAZ 0 0 0 0 76 100
SXT 13 17.1 2 2.6 61 80.3
TE 3 4 20 26.3 53 69.7
CIpP 26 34.2 2 2.6 48 63.2
LVX 37 48.7 4 5.3 35 46
MEM 76 100 0 0 0 0
IPM 76 100 0 0 0 0

Tablo 16: Acinetobacter kdkenlerinin kullanilan antibiyotiklere kars1 duyarli, orta duyarh
ve direngli izolat sayilar1.

GM: Gentamisin, AK:Amikasin, AMC:Amoksisilin/klavulanik asit, PIP: Piperasilin,
TZP:Piperasilin/tazobaktam, CRO:Seftriakson, FEP: Sefepim, CTX: Sefotaksim, CAZ:
Seftazidim, SXT: Trimetoprim/Siilfametaksazol, TE: Tetrasiklin, CIP: Siprofloksasin,
LVX: Levofloksasin, MEM: Meropenem, IPM: Imipenem

Antibiyotiplendirme: Acinetobacter kokenlerinin antibiyotiplendirmesi gentamisin,
amikasin, ampisilin/sulbaktam, piperasilin, piperasilin/tazobaktam, seftriakson , sefepim,
sefotaksim, seftazidim, trimetoprim/siilfametaksazol, tetrasiklin, siprofloksasin, levofloksasin,
meropenem ve imipenem duyarlilik paternleri kullanilanarak yapildi. Acinetobacter
kokenlerinin 15 farkli antibiyotik duyarlilik paterni gdsterdikleri belirlendi ve bu paternler
Antibiyotip I-XV olarak isimlendirildi. Antibiyotip I-XV’in antibiyotik duyarliliklar1
Tablo:17°de gosterildi.
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Tablo 17: Antibiyotip [-XV’in antibiyotiplendirmede kullanilan antibiyotiklere duyarlilik
paternleri.

18 izolat (%27.6)’ta saptanan Antibiyotip IV’lin en sik karsilasilan antibiyotip
oldugu, Antibiyotip I’in Mart-Haziran 2006°da pik yaptigi, Antibiyotip II'nin Temmuz-
Agustos 2006 ve Kasim-Aralik 2006, Antibiyotip V’in Kasim-Aralik 2006 ve Mart-Nisan
2007 tarihleri arasinda ikiser pik yaptiklar1 goriildii. Antibiyotip I-XV’in iki aylik donemler
icerisindeki izolasyon sayilar1 tablo 18’de verildi ve bunlar arasmdan en sik goriilen altis1
(Antibiyotip I, II, III, IV, V, VII) se¢ilerek donem icerisindeki dagilimlar1 grafik halinde
Sekil 9°da gosterildi.

Mart Mayis Temmuz | Eylil | Kasim Ocak ‘ Mart Mayis

Toplam | Yiizde

Nisan | Haziran | Agustos Ekim | Aralik Subat Nisan | Temmuz

I 4 4 - - - - 1 - 9 11,8
I - - 5 - 5 1 - - 11 14,5
111 - 2 2 2 - - 1 - 7 9,1
v - - 1 4 4 4 2 3 18 23,7
~ IR - - - 1 5 1 4 2 13 17,1
= VI - 2 - 1 - - - 1 2 2,6
®] Vil 2 - - - 4 - - 6 8
— A - 2 2 - - - 2 2,7
‘= - 2 1 1 - - - - 2 2,7
<Zn X - - 1 - - - - - 1 1,3
XI - 2 1 2 - - - - 1 1.3
XII - 2 - 1 - 2 - - 1 1,3
X111 - 2 - 2 - 2 1 - 1 1.3
XIV - 2 - 2 - - - 1 1 1.3
XV - - 1 - - - 1 1,3

Tablo 18: Antibiyotip I-XV’in iki aylik donemler igerisindeki izolasyon sayilari.
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Sekil 9: En sik goriilen 6 antibiyotipin (I, I, IIL, IV, V, VII) iki aylik donemler
icerisindeki izolasyon sayilari.

Caligsma stiresi boyunca izole edilen 76 Acinetobacter susu PFGE ile analiz edildi.
Buna gore 7 (A-G) farkli ana klon ve A, B ve D klonlarinda ikiger subtip oldugu belirlendi.
Suslarin 24 (%31.6)’smin A, 9 (%11.8)’inin B, 10 (%13.2)’sinin C, 30 (%39.4)’iiniin D
klonuna ait oldugu goriildii. E, F ve G klonlarina ait birer (%1.3) sus saptandi. Tablo 19’ da
A, B ve D klonlarma ait subtiplerin ve C, E, F, G klonlarinin iki aylik donemler halinde
goriilme oranlari, sekil 10°da C klonu ile A, B, D klonlarina ait subtiplerin aylara gore

dagilim1 verilmistir.

Al 4 4 1 3 0 0 0 1 13 17.1
A2 2 0 1 2 5 0 1 0 11 14.5
B1 0 0 2 0 0 1 0 0 3.9
B2 0 0 0 1 1 2 0 2 7.9
C 0 1 1 2 3 2 2 0 10 13.2
D1 0 0 8 0 6 0 1 0 15 19.7
D2 0 0 0 1 4 1 5 4 15 19.7
E 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1.3
F 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1.3
G 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1.3

Tablo 19: A, B ve D klonlarina ait subtiplerin ve C, E, F, G klonlarinin iki aylik dénemler
halinde goriilme oranlar.
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Sekil 10: C klonu ile A, B ve D klonlarina ait subtiplerin aylara gore dagilimi.

Calismamizda 13 izolatta bulundugunu belirledigimiz Al subtipi belirgin olarak iki
donemde yogunlasmisti. Mart-Haziran 2006’da bu PFGE paternini sergileyen 8 (%61.5)
izolat oldugu saptandi, Temmuz 2006’da herhangibir drnekten izole edilemedi, ancak
Agustos-Ekim 2006 tarihlerinde tekrar 4 (%30.7) izolatta oldugu belirlendi. Ocak-Temmuz
2007 tarihlerini iceren yedi aylik donemde sadece bir izolatta saptandi. A2 subtipinin 10
izolatta bulundugu ve bunlarin 7 (%70)’sinin Ekim-Aralik 2006 tarihlerinde gelen
orneklerden izole edildigi belirlendi. Sadece 6 izolatta bulundugu belirlenen B2 subtipini
tastyan 2 (%50) izolat Mayis 2007°de izole edildi. 3 izolatin sergiledigi B1 subtipinin ise
yogunlastig1 belirli bir donem bulunamadi. Sekil 11°de A ve B klonlarinda bulunan doért
subtipin aylara gore dagilimlari, resim 5°te Mart-Haziran 2006 tarihleri arasinda izole

edilen ilk 13 6rnege ait PFGE paternleri verilmistir.
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Sekil 11: A ve B klonlarinda bulunan dort subtipin aylara gore dagilimlari.
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Resim 5: Mart - Temmuz 2006 tarihleri arasinda izole edilen ilk 13 Acinetobacter
kokeninin Smal ile kesilen genomik DNA’smna ait PFGE paternleri. M, Lambda DNA
leader; 1 ve 5, A2 subtipine; 2-4, 6-9 ve 12, A1 subtipine; 10, E subtipine; 11, C subtipine;
13, D1 subtipine ait DNA paterni.

Toplam 10 Acinetobacter kdkeninde goriilen C klonuna ait PFGE paterni ilk kez
Temmuz 2006’da bir izolatta belirlendi. Eylil-Kasim 2006’da 5 (%50), Subat-Mart
2007°de ise 4 (%40) ornekten izole edildi. Sekil 6’da C klonunun aylara gore dagilima,
resim 3’te Subat-Mart 2007 tarihleri arasinda izole edilen 13 Acinetobacter kdkenine ait

PFGE paternleri goriilmektedir.
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Sekil 12: C klonunun aylara gore dagilimu.
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Resim 6: 02 Ocak 2007 — 24 Nisan 2007 tarihleri arasinda izole edilen 13 Acinetobacter

kokeninin Smal ile kesilen genomik DNA’smna ait PFGE paternleri. M, Lambda DNA
leader; 1, B1; 2,8,10-13, D2 subtipine; 3, B2 subtipine; 4-7, C subtipine; 9, D1 subtipine ait
DNA bant paternleri.

15 Acinetobacter kdkeninde saptanan D1 subtipi ilk kez Temmuz-Agustos 2006’da
8 (%53.3) klinik Ornekten izole edildi, sonraki 2 ayda herhangibir hastada enfeksiyon
olusturmadigi, ancak Kasim-Aralik 2006°da tekrar pik yaparak 6 (%40) hastadan izole
edildigi saptandi. 1lk kez Eyliil 2006°da bir izolatta goriilen D2 subtipinin toplam 15
Acinetobacter kdkeninde bulundugu belirlendi. D1 subtipinin ikinci kez pik yaptig1 Aralik
2006’da 4 (%26.7) izolatta, Subat-Temmuz 2007 tarihlerinde ise toplam 10 (%66.7)
izolatta saptandi. Sekil 7°de D klonunda bulunan iki subtipin aylara gore dagilimi, resim 4’
te 30 Kasim-26 Aralik 2006 tarihlerinde izole edilen 12 Acinetobacter kdkenine ait PFGE

paternleri goriilmektedir.

50



10

8.
6.
;] 1 iIl.s
.. 838s =83 sBEsBs =01
[ v e
€ 3 £ 2506322323 f% F 5
S v & £ S F & x¥x v g UV O d B g 2 S
2 zZ33ss8a¥gegoOoFzz3=4y§ S
< & 0 = S
- = -~ =

Sekil 13: D klonunda bulunan iki subtipin aylara gore dagilima.

Resim 7: 30 Kasim 2006 - 02 Ocak 2007 tarihlerinde izole edilen 13 Acinetobacter
kokeninin Smal ile kesilen genomik DNA’sina ait PFGE paternleri. M, Lambda DNA
leader; 1, 2, 7, 9, 11, 12, D1 subtipine; 3, 4, 6, 8 D2 subtipine; 5 ve 13, B2 subtipine; 10,
A2 subtipine ait DNA paternleri.

PFGE klonlar1 ile en sik goriilen antibiyotik profilleri karsilagtirildiginda; Al
subtipinde yeralan 13 izolatin 7 (%53.8)’inde Antibiyotip I, A2 subtipi sergileyen 11
izolatin 4 (%36.4)’linde Antibiyotip VII, C klonunda yeralan 10 izolatin 5 (%50)’sinde
Antibiyotip IV, D1 subtipinde yeralan 15 izolatin 4 (% 26.7)’sinde Antibiyotip II, 3 (% 20)
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’sinde Antibiyotip III ve D2 subtipi sergileyen 15 izolatin 7 (%46.7)’sinde Antibiyotip V
duyarlilik profili saptanmistir. Antibiyotip I-XV’in alt1 PFGE klonu ve subguruplarmdaki
dagilimi Tablo:20°de, Acinetobacter kdkeninin en sik sergiledikleri antibiyotipler olan
Antibiyotip I-VIII’in altt1 PFGE klonu ve subguruplarindaki dagilimi sekil 20’de

verilmistir.
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Tablo 20: Antibiyotip I-XV’in alt1 PFGE klonar1 ve subguruplarindaki dagilimi.

B Antibiyotip |

B Antibiyotip |l

® Antibiyotip Il

B Antibiyotip IV

B AntibiyotipV

= Antibiyotip VI

Antibiyotip VII

Antibiyotip VIII

Sekil 14: Antibiyotip I-VIII’in alt1 PFGE klonlar1 ve subguruplarindaki dagilimi.
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Tablo 21: Calismaya alinan Acinetobacter kdkenlerinin PFGE, antibiyotip ve antibiyotik duyarliliklar
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5. TARTISMA

Hastane enfeksiyonlar1 hastanede kalis siiresini uzatarak, mortalite ve morbidite
oranlarini arttiran ve tedavi maliyetlerini yiikselterek ekonomik kayiplara yol agan dnemli
bir saglik problemidir (1, 2, 3, 4). Amerika’da her yil 88 000 hastanin ¢liimiine yolagan 2
milyon hastane kaynakli enfeksiyon olugsmakta ve 4,5 milyar dolarlik ekonomik kayba
neden olmaktadir (23, 91, 114). Hasta basina ortalama maliyet artist 1800 dolar (1000-
4500 dolar) kadardirr (115). Khan ve arkadaslar1 tarafindan 1995 yilinda hastane
enfeksiyonlarmin Tirkiye’ye maliyetinin 48 milyon dolar oldugu rapor edilmistir (116).
Kayiplarm en 6nemli nedenlerinden biri hastane enfeksiyonlarinin hastanede kalis siiresini
4-33,5 glin kadar uzatmalaridir. Hastanede kalig siiresinin uzamasi hematolojik,
biyokimyasal, mikrobiyolojik ve radyolojik testler ile cerrahi girisimlerin artmasina neden
olmaktadir (115). Kayiplar1 yiikselten diger 6nemli bir neden antibiyotik kullanimindaki
artigtir ve tedaviye yiikledigi giinliik ek maliyet 48,5-111,7 dolardir (114). Neden olduklar1
mortalite artis1 ise %4-33 kadardir ve en yliksek mortalite orani hastane kaynakli pndmoni
sirasinda goriilmektedir (114).

Hastane enfeksiyonu etkeni olarak Onemleri her gegen giin artan Acinetobacter
kokenleri, dogada toprak ve sularda yaygin olarak bulunan firsat¢1 patojenlerdir (117, 118).
Bircok antibiyotige c¢oklu diren¢ gostermeleri, kuru yiizeylerde uzun siire canli
kalabilmeleri, farkli 1s1 ve pH degerlerinde yasayabilmeleri nedeniyle giiniimiizde
Pseudomonas cinsi bakterilerle birlikte hastane enfeksiyonu etkenleri arasinda ilk siralarda
yer alir hale gelmislerdir (14, 119, 120). Ozellikle antibiyotiklerin asir1 ve kontrolsiiz
kullanildigi, invaziv tam1 ve tedavi prosediirlerinin sik uygulandigi Yogun Bakim
Unitelerinde énemli bir saglik problemi olarak karsimiza ¢ikmaktadirlar (44, 45, 46). Son
30 yilda pnémoni, idrar yolu enfeksiyonu ve cerrahi yara enfeksiyonlarmda goriilme sikligi
artan tek gram negatif bakteri olduklar1 ve ventilatorle iliskili pndmoni ile kateterle iligkili
kan dolagimi enfeksiyonlarmin en sik nedeni haline geldikleri gosterilmistir (3, 17, 47).
Hastanemizin Anesteziyoloji ve Reanimasyon Yogun Bakim Unitesinden gelen
orneklerden izole edilen Acinetobacter kokenlerinin neden oldugu enfeksiyonlar

incelendiginde en sik pndmoni (%57.1) ve bakteriyemi (%39.3)’ye neden olduklari,

56



bunlar1 sirasiyla idrar yolu enfeksiyonu (%14.3) ve yara enfeksiyonlarinin (%8.9) takip
ettigi goriilmiistiir.

Onemli hastane patojenleri olmalarma karsin Acinetobacter kokenlerinin neden
oldugu toplumdan edinilmis enfeksiyonlar son derece nadir olarak rapor edilmektedir (7).
Bizim ¢alismamizda da Acinetobacter kokenlerinin neden oldugu enfeksiyonlarin
higbirinin toplum kaynakli olmadigi ve tiimiiniin hastaneye yatis sonrasinda gelisen
hastane kaynakli enfeksiyonlar olduklar1 belirlenmistir.

Acinetobacter kokenlerinin en sik neden oldugu hastane kaynakli enfeksiyon olan
pnomoni siklikla mekanik ventilasyonun bir komplikasyonu olarak ortaya ¢ikmaktadir (8,
12, 33, 44, 49). Ulkemizde Yogun Bakim Unitelerinde ventilatdrle iliskili pndmoni %18.9
oraninda gelismekte ve bunlarin  %?29.2°si  Acinetobacter kokenleriyle meydana
gelmektedir (3). Calismamizda da Acinetobacter kokenlerinin neden oldugu en sik
enfeksiyonun 32 hasta (%57.1)’da goriilen pnémoni oldugu ve bunlarin %87’sinin
mekanik ventilasyona bagli olarak gelistigi belirlenmistir.

Leblebicioglu ve arkadaglarmin yaptig1 ¢ok merkezli bir ¢alismada Acinetobacter
kokenlerinin Tiirkiye’de kateterle iliskili kan dolasimi enfeksiyonlarmin da en sik (%23.2)
nedeni olduklar1 tespit edilmistir (3). Bakteriyemilerde en sik izole edilen Acinetobacter
tirlii 4. baumannii’dir ve en 6nemli kaynaklar1 intravendz ve solunum yolu kateterleridir
(11, 54). Cerrahi yara, yanik ve idrar yolu enfeksiyonlar1 bakteriyeminin daha az siklikla
karsilagilan kaynaklaridir (33). Bakteriyemilerin %21-70 kadarinda ise herhangi bir kaynak
tespit edilememektedir (54). Calismamizda da Acinetobacter kdkenlerinin neden oldugu
bakteriyemilerde en 6nemli kaynaklarin solunum yolu (%56) ve intravendz kateterler
(%16) oldugu belirlenmistir. 4 (%18.2) hastada ise primer odak saptanamamustir.

A. baumannii’'nin neden oldugu bakteriyemilerde %25-30 siklikla septik sok ve
Dissemine Intravaskiiler Koagiilasyon (DiK) meydana gelmekte ve hastalarin %17-46s1
Olmektedir (33, 54, 58). Calistigimiz siire igerisinde Acinetobacter bakteriyemisi 3 (%13.6)
hastada septik sok ve Dissemine Intravaskiiler Koagiilasyona (DiK), 4 (%18) hastada ise
oliime neden olmustur. Septik sok, DIK ve dliim gelisme oranimizin belirgin sekilde diisiik
oldugu goriilmektedir.

En sik neden haline gelemeselerde son 20 yilda Acinetobacter kdkenlerinin neden
oldugu idrar yolu enfeksiyonlarmnin goriilme sikliginda anlamli bir artis goriilmektedir
(47). Tirkiye’de kateterle iligkili idrar yolu enfeksiyonlarinda Acinetobacter kdkenlerinin

goriilme orant %7.5 olarak bulunmustur (3). Yaptigimiz calismayla Acinetobacter
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kokenlerinin hastalarin %14.3’linde idrar yolu enfeksiyonuna neden oldugu ve idrar yolu
enfeksiyonu gelisen olgularin tiimiinde Oncesinde triner kateter kullanimi bulundugu
saptanmistir.

Acinetobacter enfeksiyonlarini kolaylastiran ilerlemis yas, kronik akciger hastaligi,
iskemik kalp hastaligi, diabet, uzun siire Yogun Bakim Unitesinde kalma, antibiyotik
kullanimi, immiinosiipresyon, cerrahi girisimler, mekanik ventilasyon, trakeostomi, damar
ici katater ve idrar sondasinin varhigi gibi ¢esitli risk faktorleri tanimlanmistir (7, 17, 39,
44). Hasta gurubumuzda en sik bulunan risk faktorlerinin invaziv girisimler oldugu ve tiim
hastalarin en az iki invaziv girisime maruz kaldig1 belirlenmistir. Hastalarin tamaminda IV
kateter, %96.4’iinde iiriner kateter, %78.6’sinda entiibasyon, %41.1’inde trakeostomi ve
%67.9’unda gecirilmis cerrahi girisim saptanmistir. Onemli bir risk faktdrii olan
enfeksiyon oncesi antibiyotik kullaniminin 49 hasta (%63.6)’da bulundugunu ve amikasin
(%19.6), imipenem (%12.5), piperasilin/tazobaktam  (%8.9), sefepim (%7.1) ve
vankomisin (%3.6)’in en sik recete edilen antibiyotikler oldugunu tespit edilmistir. inan ve
arkadaslar1 yaptiklar1 bir calismada Akdeniz Universitesi T1p Fakiiltesi Hastanesinde en sik
recete edilen antibiyotiklerin bizdeki gibi amikasin ve piperasilin/tazobaktam oldugunu
belirtmiglerdir (115).

Giiniimiizde bir¢ok Acinetobacter kokeni yaygm olarak kullanilan antibiyotiklere
klinik olarak uygulanabildigi seviyelerde direngli hale gelmistir (33, 36, 53, 57, 77).
Karbapenemler A. baumannii’nin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde halen basarili
antibiyotikler olarak kalmalarmma karsin imipenem direncinin ilk kez belirlendigi 1985
yilindan beri bu bilesiklere direng orani tiim diinyada hizla artmaktadir (39, 53, 54, 121).
A. baumannii suslarinin karbapenem duyarliligini arastirmak amaciyla 1997-2000 yillarini
kapsayan Meropenem Yearly Susceptibility Test Information Collection (MYSTIC)
programinda Avrupa’daki birgok iilkede karbapenemlerin 4. baumannii izolatlarmin %93-
100’tine kars1 etkili olduklar1 bulunmustur. Ancak bolgesel farkliliklar oldugu da
saptanmistir. Ornegin Ingiltere’de %7078, Tiirkiye’de ise yalnizca %62-66 oraninda
etkili olduklar1 belirlenmistir (48). Calismamizda en etkili antibiyotik gurubunun
karbapenemler oldugu ve bu gurup antibiyotiklere karst direng gelisiminin olmadigi
goriilmistiir. Karbapenemler disindaki beta laktam antibiyotiklerin etkinliklerinin ise ¢ok
disik diizeyde oldugu saptanmistir. Gentamisin, tetrasiklin ve trimetoprim/
stilfametaksazol gibi farkli etki mekanizmalar1 ile etki eden antibiyotiklerde de direng

oranlarmnin oldukga yiiksek diizeylerde oldugu belirlenmistir.
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Mikroorganizmalarin {i¢ veya lizerinde farkli antibiyotik gurubuna direncgli olmalar1
coklu antibiyotik direnci olarak tanimlanmaktadir (13, 29, 55). Arastirmamiz boyunca
inceledigimiz Acinetobacter kokenlerinin tamaminin antibiyotiklere ¢ogul direncli oldugu
belirlenmistir. Antibiyotiklere ¢ogul diren¢li bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde yasanan gii¢liikkler, hastane kaynakli enfeksiyonlarin gelisimini %30 gibi
yiiksek diizeylerde azaltan enfeksiyon kontrol programlarinin 6nemini her gegen giin
arttirmaktadr (1, 2, 3, 10). Epidemiyolojik siirveyans caligmalar1 basarili enfeksiyon
kontrol programlarinin vazgecilemez unsurlaridir ve bu amagla kulanilabilecek ¢ok sayida
fenotipik ve genotipik yontem bulunmaktadir. (7). Ancak fenotipik yoOntemlerle
karsilagtirildiginda molekiiler yontemlerin ayrim giicii daha yiiksektir ve bircok tiire
uygulanabilme avantaji saglamaktadir (91, 92)

Fenotipik yontemlerden biri olan antibiyotiplendirmenin yapilmasi kolay olmasmna
karsin ayrim giicti diger fenotipik yontemlerde oldugu gibi disiiktiir (96). Genetik ve
epidemiyolojik iligkisi olmayan birgok tiir ayn1 plasmidi alarak benzer duyarlilik profiline
sahip olabildiginden (plazmid salgini) ve enfeksiyon sirasinda duyarlilikta degisiklik
meydana gelebildiginden dolay1 epidemiyolojik ¢alismalardaki degeri sinwrhidir (91, 92).
Caliymamizda gentamisin, amikasin, ampisilin/sulbaktam, piperasilin, piperasilin/
tazobaktam, seftriakson , sefepim, sefotaksim, seftazidim, trimetoprim/siilfametaksazol,
tetrasiklin, siprofloksasin, levofloksasin, meropenem ve imipenem duyarlilik paternleri
kullanilarak onbes antibiyotip (Antibiyotip [-XV) olusturulmustur. 18 izolat (%27.6)’ta
belirlenen Antibiyotip IV’iin en sik karsilagilan antibiyotik duyarlilik paterni oldugu
saptanmugtir. Antibiyotip I’in Mart-Haziran 2006 tarihleri arasmda baskm antibiyotik
duyarlilik paterni oldugu belirlenmis ve Antibiyotip II’'nin Temmuz-Agustos 2006 ve
Kasim-Aralik 2006, Antibiyotip V’in Kasmm-Aralik 2006 ve Mart-Nisan 2007 tarihleri
arasinda iki pik yaptiklar1 gortilmiistiir.

Fenotipik metodlarin tekrarlanabilirligi, tiplendirme yetenegi ve ayrim giiclindeki
yetersizlikler molekiiler tekniklere ilgiyi her gecen giin arttirmakta ve enfeksiyonlarin
epidemiyolojik arastirmalarina artan bir oranda dahil edilmelerine neden olmaktadir (91,
95). Cesitli molekiiler yontemler gelistirilmis olmasia karsin bakteriyel tiirlerin ¢ogunda
kullanilabilecek en uygun ve altin standart metod Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)
olarak goriilmektedir (19, 94, 97).

Calisma stiresi boyunca izole ettigimiz 76 Acinetobacter susunu PFGE ile analiz

ettigimizde 7 (A-G) farkli ana klon oldugu goriilmiistiir. Suslarin 73 (%94.7)’linlin ayn1
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PFGE paternini sergileyen A, B, C ve D adlarin1 verdigimiz dort klon igerisinde yeraldigi
ve A, B, D klonlarinda ikiser (Al, A2, B1, B2, D1, D2) subtip oldugu saptanmistir. Salgin
suslar1 yiiksek diizeyde farkli PFGE profilleri sergilediginden epidemiyolojik olarak
iliskisiz suslardan kolayca ayrilmistir. Suslarin 24 (%31.6)’s1t A, 9 (%11.8)’i B, 10
(%13.2)’si C, 30 (%39.4)’ii D klonunda yeralmistir. Sadece birer (%1.3) sus E, F ve G
klonlarma ait PFGE paternini sergilemistir. Al subtpinin belirgin olarak iki donemde
yogunlastig1 ve Mart-Haziran 2006 ile Agustos-Ekim 2006 tarihlerinde toplam 12 izolat
(%92.3)’ta bulundugu belirlenmistir. A2 subtipine ait PFGE paterni, Ekim-Aralik
2006’da, 7 izolat (%70)’ta saptanmistir. Sadece 6 izolatta bulundugu belirlenen B2
subtipini tagiyan 2 (%50) izolat Mayis 2007°de izole edilmistir. C klonuna ait PFGE
paterni Eyliil-Kasim 2006 ve Subat-Mart 2007 tarihlerinde toplam 9 6rnek (%90)’ten izole
edilmigtir. D1 subtipi Temmuz-Agustos 2006 ve Kasim-Aralikk 2006’da 14 izolat
(%93.3)’ta tespit edilmistir. D2 subtipi ise D1 subtipinin ikinci kez pik yaptigi Aralik
2006’da 4 (%26.7) izolatta ve Subat-Temmuz 2007 tarihlerinde toplam 10 (%66.7) izolatta
saptanmustir. Sonug olarak, ¢alismamizi yaptigimiz déonem olan Mart 2006-Temmuz 2007
tarihleri arasindaki 17 aylik donem igerisinde dort ana klona (A, B, C, D) ait alt1 subtipin
(A1, A2, B1, C, D1, D2) en az 10 salgm yaptig1 belirlenmistir.

PFGE klonlar1 ve subtipleriyle en sik goriilen antibiyotik profilleri
karsilastirildiginda; Al subtipinde yeralan 13 izolatin 7 (%53.8)’sinde Antibiyotip I,
A2 subtipi sergileyen 11 izolatin 4 (%36.4)’linde Antibiyotip VII, C subtipinde yeralan 10
izolat 5 (%50)’inde Antibiyotip IV, D1 subtipinde yeralan 15 izolatin 4 (% 26.7)’linde
Antibiyotip IT ve 3 (% 20)’iinde Antibiyotip III, ve D2 subtipi sergileyen 15 izolatin 7
(%46.7)’sinde Antibiyotip V duyarlilik profili saptanmistir.

Caliymamizda antibiyotiplendirmenin Acinetobacter kodkenlerinin epidemiyolojik
olarak arastirilmasinda ¢ok az yardimci oldugu belirgin olarak goriilmiistiir. Salgin
suslarinda farkli antibiyotik duyarlilik paternleri siklikla gdzlenmis ve tamamlayici
tiplendirme sistemi olarak PFGE kullanilmadiginda yorumlamada zorluklar yasanmistir.
Ayrica, farkli PFGE paternleri sergileyen suslar ayni antibiyotip igerisinde yeralmistir. Bu
veriler, antibiyotik duyarlilik paterninin epidemiyolojik arastirmalarda sadece tarama
metodu olarak kullanilmasi ve tamamlayic1 tekniklerle sonuglarin mutlaka dogrulanmasi

gerektigini sOyleyen arastirmalar1 dogrular niteliktedir (75).
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PFGE klonlar1 ve subtiplerinin antibiyotik duyarliliklar1 incelendiginde; Al subtipi
icin levofloksasin (%92), ampisilin/sulbaktam (%77), piperasilin/tazobaktam (%70)’1n,
A2 subtipi i¢in levofloksasin (%82), piperasilin/tazobaktam (%73), amikasin (%64)’in,
B1 subtipi icin trimetoprim/siilfametaksazol (%100), tetrasiklin (%100)’in ve D1 subtipi
icin ampisilin/sulbaktam (%93)’in nispeten duyarli kalmig antibiyotikler oldugu buna
karsin C klonu ve B2 subtipinde karbapenemler disinda tedavi amaciyla gilivenilir bir
sekilde kullanilabilecek antibiyotigin kalmadigi goriilmiistiir.

Acinetobacter kokenlerinde oldugu gibi antibiyotiklere ¢ogul direngli bakterilerin
neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde yasanan giicliikkler, hastane kaynakl1
enfeksiyonlarm gelisimini azaltan enfeksiyon kontrol programlarinin uygulanmasini
zorunlu hale getirmistir (1, 2, 3, 10). Acinetobacter kokenlerinin Yogun Bakim
Unitelerinde neden oldugu hastane kaynakli enfeksiyonlarin %66.7’si enfeksiyon kontrol
onlemlerinin titizlikle uygulanmasi halinde 6nlenebilmektedir. (7, 24). Enfeksiyon kontrol
programlarinm ayrilmaz bir pargasi olan epidemiyolojik surveyans ¢aligmalar1 epideminin
kaynagmin bulunmasi, alinacak Onlemlerin belirlenmesi ve Acinetobacter kdkenlerinin
neden oldugu epideminin sonlandirilmasi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Molekiiler
tiplendirme yOntemleri icerisinde ayrim giicii ve tekrarlanabilirligi en yiiksek olan
PFGE’nin epidemiyolojik ¢alismalarda kullanilmasi Acinetobacter salginlarinin ve salgina
neden olan kaynagin tespitine izin vererek, uygun enfeksiyon kontrol Onlemlerinin

gelistirilmesini saglayabilmektedir.

61



6. SONUCLAR VE ONERILER

Mart 2006-Temmuz 2007 tarihleri arasinda Anesteziyoloji ve Reanimasyon Yogun
Bakim Unitesi’nden gelen 6rneklerden izole edilen 76 Acinetobacter kdkeni arasindaki
klonal iligkiyi PFGE kullanarak belirlemek amaciyla yaptigimiz calismada asagidaki

sonuclar elde edilmistir.

1. Acinetobacter kokenlerinin neden oldugu enfeksiyonlar incelediginde en sik
pnomoni (%57.1) ve bakteriyemi (%39.3)’ye neden olduklari, bunlar1 sirastyla idrar yolu

enfeksiyonu (%14.3) ve yara enfeksiyonlarinin (%8.9) takip ettigi goriildii.

2. Acinetobacter pndomonilerinin %87’si mekanik ventilasyona bagli olarak

gelismisti.

3. Acinetobacter kokenli enfeksiyonlarin higbirinin toplum kaynakli olmadigi ve
tiimiiniin hastaneye yatis sonrasinda gelisen hastane kaynakli enfeksiyonlar olduklar1

belirlendi.

4. Bakteriyemilerde en Onemli kaynaklarin solunum yolu (%56) ve intravendz
kateterler (%16) oldugu, yara (%4) ve idrar yolu enfeksiyonlarinin (%4) ise daha az
siklikla bakteriyemi kaynagi olduklar1 goriildii. Bes (%20) hastada ise primer odak

saptanamadi.

5. Acinetobacter bakteriyemisi 3 (%13.6) hastada septik sok ve Dissemine

Intravaskiiler Koagiilasyona (DiK), 4 (%18) hastada ise liime neden olmustu.
6. Acinetobacter kokenlerinin hastalarin %14.3’iinde idrar yolu enfeksiyonuna neden

oldugu ve idrar yolu enfeksiyonu gelisen olgularin tiimiinde Oncesinde iiriner kateter

kullanimi1 bulundugu belirlendi.
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7. Hastalardaki en sik karsilasilan risk faktorlerinin invaziv girigimler oldugu ve tiim
hastalarin en az iki invaziv girisime maruz kaldigi goriildii. Hastalarin tamaminda IV
kateter, 9%96.4’liinde iiriner kateter, %78.6’sinda entiibasyon, %41.1’inde trakeostomi

bulunmaktaydi.

8. Hastalarin %67,9’u en az bir cerrahi girisim gecirmisti.

9. Onemli bir risk faktérii olan enfeksiyon dncesi antibiyotik kullaniminin 49 hasta
(%63.6)’da bulundugu ve enfeksiyon oncesi en sik kullanilan antibiyotiklerin amikasin
(%19.6), imipenem (%12.5), piperasilin/tazobaktam  (%8.9), sefepim (%7.1) ve
vankomisin (%3.6) oldugu tespit edildi.

10. Acinetobacter kokenlerinin antibiyotik duyarlilik profillerini belirlemek amaciyla
kullandigimiz 15 antibiyotik arasmda en etkili antibiyotik gurubunun karbapenemler
oldugu ve bu gurup antibiyotiklere karst diren¢ gelisiminin olmadig1 goriildii.
Karbapenemler disindaki beta laktam antibiyotiklerin etkinliklerinin ise ¢ok diisiik oldugu

saptandi.

11.  Acinetobacter koOkenlerine karst beta-laktam/beta-laktamaz  inhibit6rii
kombinasyonlarindan piperasilin/tazobaktamin %22.4, ampisilin/sulbaktamin ise %39.4

oraninda etkili olduklar1 goriildii.

12. Aminoglikozid gurubu antibiyotiklerin duyarlilik oranlarmnimn diisiik oldugu ve bu
gurup antibiyotiklerden olan amikasinin (%23.7), gentamisine (%2.6) gore daha etkili
oldugu belirlendi.

13. Kinolon gurubu antibiyotikler arasinda levofloksasinin Acinetobacter
kokenlerine karst daha etkili oldugu ve levofloksasinin duyarlilik oranin %48.7,

siprofloksasinin duyarlilik oranin %34,2 oldugu tespit edildi.

14. Acinetobacter kokeninin tamaminin antibiyotiklere c¢ogul direncli oldugu

saptandi.
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15.  Onbes antibiyotip  (Antibiyotip  [-XV)  olusturulmasina  karsin
antibiyotiplendirmenin Acinetobacter kdkenlerinin epidemiyolojik olarak arastirilmasinda
cok az yardimcit oldugu ve tamamlayict bir tiplendirme sistemi kullanilmadiginda

yorumlamada zorluklar yagsandig1 belirlendi.

16. Acinetobacter kokenlerinin PFGE ile analizi sonucu 7 (A-G) farkli ana klon
oldugu, suslarin 73 (%94.7)’liniin dort klon (A, B,C, D) igerisinde yeraldigi, A ,.B ve D
klonlarinda ikiger (A1, A2; B1, B2 ve C1, C2) subtip bulundugu saptandi.

17. Calisma dénemimiz olan Mart 2006-Temmuz 2007 tarihleri arasindaki 17 aylik
donem igerisinde dort ana klona (A, B, C, D) ait alt1 subtipin (Al, A2, B2, C, D1, D2)
bir¢ok kez salgin yaptig: tespit edildi.

Sonug olarak, ¢alismaya dahil edilen 76 Acinetobacter kdkeninin 73 (%94.8) liniin {i¢
klona ait olmasi, etkin enfeksiyon kontrol programlarmin uygulanmasi durumunda
Acinetobacter enfeksiyonlarmi %66.7 gibi biiylik bir oranda engellemenin miimkiin
oldugunu gostermektedir. izole edilen tiim Acinetobacter kdkenlerinde ¢oklu antibiyotik
direnci bulunmas1 hastanemizin tiim antibiyotiklere direngli Acinetobacter kdkenlerinin
geligme riski altinda oldugunu kanitlamaktadir.

Altin standart metod olarak kabul edilen Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) ile
antibiyotiplendirme arasindaki yiiksek uyumsuzluk orani ve farkli PFGE paterni sergileyen
suslarin ayni antibiyotip icerisinde yeralmis olmasi, antibiyotiplendirmenin epidemiyolojik
aragtirmalarda sadece tarama metodu olarak kullanilmasi ve PFGE gibi tamamlayici

tekniklerle sonuclarin mutlaka dogrulanmasi gerektigini gostermektedir.

64



7. OZET

Acinetobacter baumannii hastanelerde 6zelliklede Yogun Bakim Uniteleri'nde
mortalite ve morbiditeyi arttiran, hastane kaynakli enfeksiyonlarin 6nemli bir nedenidir. Bu
non-fermantatif, oksidaz negatif, gram negatif, aerobik kokobasil pndmoni, bakteriyemi,
idrar yolu enfeksiyonu, yara enfeksiyonu ve menenjit gibi ¢esitli tip firsat¢1 enfeksiyondan
izole edilebilir.

Bu ¢alismanm amaci1 Karadeniz Teknik Universitesi Hastanesi Anesteziyoloji ve
Reanimasyon Yogun Bakim Unitesi’nden Mart 2006-Ekim 2007 tarihleri arasinda gelen
orneklerden izole edilen 76 A. baumannii izolatmin klonal iligkilerini ve antibiyotik
duyarlilik paternlerini belirlemekti.

A. baumannii izolatlarmin tanimlanmasi ve antibiyotik paternleri mikrobiyoloji
laboratuvarlarmin kullandig1 geleneksel biyokimyasal testler ve BD Phoenix sistemi ile
yapildi. Bu c¢alismada antimikrobiyal ajan olarak amikasin, gentamisin, ampisilin-
sulbaktam, cefepim, sefotaksim, seftazidim, seftriakson, siprofloksasin, levofloksasin,
imipenem, meropenem, piperasilin, piperasilin-tazobaktam, tetrasiklin ve trimetoprim-
stilfametoksazol kullanildi. 4. baumannii antimikrobiyallerin ¢oguna direngliydi fakat
karbapenemler ¢ok aktif ajanlar olarak kalmist1 ve calisma periyodu sirasinda toplanan 76
susun timi imipenem ve meropeneme duyarliydi. Bununla birlikte, 4. baumannii
suslarinin diger beta-laktam antibiyotiklere direncli olduklari belirlendi. Tim suslar
piperasilin, sefepim, sefotaksim ve seftazidime direncliydi. Calismamizda Acinetobacter
kokenlerinin  piperasilin-tazobaktamla karsilastirildiginda ampisilin-sulbaktama daha
duyarli oldugu goriildii. Levofloksasin, siprofloksasin, amikasin ve gentamisine duyarlilik
test edilen izolatlarda sirasiyla %40.8, %32.9, %9.21 ve %26.3 bulundu.

Bakteriyel izolatlar arasinda, 4. baumannii suslarmm antibiyotik duyarlilik
testlerinin sonuglar1 kullanilarak 15 antibiyotip tamimlandi ve I-XV olarak isimlendirildi.

Acinetobacter suglarmin klonal iligkisi epidemiyolojik tiplendirmenin altin
standardi olarak tanimlanan PFGE ile arastirildi. Acinetobacter baumannii suslarinin Smal
ile kesilen genomik DNA’sma yapilan PFGE 7 farkli ana klon (klon A-G olarak
isimlendirildi) ve A klonunda iki (A1, A2), B klonunda iki (B1, B2) ve C klonunda iki
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subtip (C1, C2) gosterdi. 73 Acinetobacter baumannii susu (%96) dort ana klonda
yeraliyordu ve 17 ay igerisinde en az on salgina neden olmuslard.

Bu arastirmada, antibiyotik duyarlilik paternlerinin A. baumannii’ye yonelik olarak
yaptigimiz epidemiyolojik calismaya yardimi ¢ok azdi. Salgm suslari arasinda kiiciik
degisiklikler siklikla goézlendi ve PFGE’nin yardimi olmaksizin bunlarin degerlendirilmesi
giictli. Ayrica, ayn1 duyarlilik tipini sergileyen suslar farklt PFGE paternleri icerisinde
yeraltyordu. Bu yiizden, antibiyotiplendirmenin epidemiyolojik arastirmalarda uygun bir
tarama metodu olabilecegi ancak PFGE gibi tamamlayici tekniklerle sonuglarin
dogrulanmasmin gerekli oldugu sonucuna varildi

Bu caligmayla 73 susun dort klon i¢inde yeralmasi ve suglarin tiimiiniin ¢oklu
antibiyotik direnci sergilemesi nedeniyle uygun enfeksiyon kontrol dnlemlerinin gerekliligi
kanitland1 ve entegre enfeksiyon kontrol programlarinin uygulanmasi ile Anesteziyoloji ve
Reanimasyon Yogun Bakim Unitesi’nde Acinetobacter baumanni’ye baghi hastane

kaynakli enfeksiyonlarin insidansinin biiyiik oranda azaltilabilecegi gosterildi.
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8. SUMMARY

Molecular Epidemiology of Acinetobacter spp. isolated from patients admitted in the

Anesthesia and Reanimation Intensive Care Unit

Acinetobacter baumannii is an important cause of nosocomial infections, increasing
mortality and morbidity in hospital, especially in Intensive Care Unites (ICUs). This non-
fermenting, oxidase negative, gram negative, aerobic cocobacillus has been isolated from
various types of opportunistic infections, including pneumonia, bacteremia, urinary-tract
infection, wound infection and meningitis.

The aim of this study is to determine susceptibility patterns and clonal relationships
of 76 A. baumannii isolates collected between March 2006 and July 2007 in the Anesthesia
and Reanimation Intensive Care Unit of Karadeniz Technical University Hospital.

Identification and antimicrobial susceptibility patterns of 4. baumannii isolates
were performed by the microbiology laboratory using conventional biochemical tests and
BD Phoenix System. The antimicrobial agents included in the study were amicasin,
ampicillin-sulbactam, cefepime, cefotaxime, ceftazidime, ceftriaxone, ciprofloxacin,
imipenem, levofloxacine, meropenem, piperacillin, piperacillin-tazobactam, tetracycline,
gentamicin and trimethoprim-sulfamethoxazole. A. baumannii isolates were resistant to
most of the antimicrobial drugs but carbapenems were the most active agents and all 76
strains collected during the study period were sensitive to imipenem and meropenem.
However, it has been determined that A. baumannii strains were become resistant to other
beta-lactam antibiotics. All isolates were resistant to piperacillin, cefepime, cefotaxime and
ceftazidime. In our study, Acinetobacter spp. were observed to be more sensitive to
ampicillin-sulbactam than piperacillin-tazobactam. Sensitivity to levofloxacine,
ciprofloxacin, amicasin and gentamicin was found in 40.8%, 32.9%, 9.21% and 26.3% of
the isolates tested, respectively.

Among the bacterial isolates, 15 antibiotypes were defined by utilizing the results
of antibiotics susceptibility testing of A. baumannii isolates and designated as I through
XV.

Clonal relationships of Acinetobacter isolates were investigated with PFGE,

regarded as the gold standard of the epidemiological typing. PFGE of genomic DNA after
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digestion with Smal from Acinetobacter baumannii isolates revealed 7 different main
clones (designated as A through G) and 2 subtypes to clone A (subtype Al and A2), 2
subtype to clone B (subtype B1 and B2), 2 subtype to clone C (subtype C1 and C2). 73
Acinetobacter spp. (96%) were involved in four main clones (A, B, C and D) and they
caused at least ten outbreaks in 17 months.

In this research, antibiotic susceptibility patterns were less helpful regarding the
epidemiological study of 4. baumannii. Minor variations were frequently observed among
outbreak isolates and were difficult to interpret without the help of PFGE. In addition,
strains exhibiting same susceptibility types were placed into the different PFGE patterns. It
has been concluded that antibiotypes may be suitable as screening methods in
epidemiological investigations but require confirmation of results by complementary
techniques such as PFGE.

This study demonstrates that appropriate infection control precautions should be
required owing to the fact that 73 isolates are involved in three clones and all isolates are
multidrug resistance. It has been observed that an integrated infection control program can
considerably reduce the incidence of nosocomial infections due to Acinetobacter

baumannii in Anesthesia and Reanimation Intensive Care Unit.
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