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ACINETOBACTER BAUMANNII BAKTER IYEMiSI: EPIDEMiYOLOJ1 VE
KOKENLER IN ANTiBiYOTIK DUYARLILIKLARI

OZET

Amacg: Bu calsmada, hastalarin kan kultirlerinden izole edilén baumannii
izolatlarinin epidemiyolojisi, gli antibiyotiklere in vitro etkinliginin belirlenmesi,
karbapenem-sefoperazon/sulbaktam kombinasyonuniar sizerine sinerjistik etkisine
bakilmasi ve fenotipik olarak metallo-beta-laktan(&iBL) Urettigi gosterilen sglarin
PZR ile IMP-1 ve VIM-1 tipi enzim genlerini geyip tasimadginin argtiriimasi

amaclanmytir.

Gereg ve yontem:Subat 2007-Mart 2008 aylari arasinda Erciyes UnitesisGevher
Nesibe Aratirma ve Uygulama Hastanesi Kliniklerindén baumanniibakteriyemili
100 hasta prospektif olarak gahaya alindiizolatlarin antibiyotik duyarhliklari disk
diftizyon ve E-test yontemi, karbapenem-sefoperazdioaktam kombinasyonuna kar
sinerjistik etkisine E-test yontemi ile bakildi. sgarnn MBL enzimi Uretip Uretmedi
kombine disk difflzyon testi, Modifiye Hodge te$MHT), E-test yontemleriyle ve
PZR ile de argirildi.

Bulgular: Suslarinin %73’0 YBU'den izole edildiileri yas, hematolojik malignite ve
diabetes mellitus, bakteriyemi 6ncesi hastaneds kétesi, uygun olmayan ampirik ve
kesin tedavi mortalite icin risk faktori olgw gosterildi. Bakteriyemi oda
bulunamayanlarda mortalite orani yiiksek bulunduintdérin %63’t hastaneye yan
ilk 14 gunt icinde gercekdé. izolatlarin %62’si karbapenemlere, %37'sgwlodirence
sahipti. Dsk diftizyon yontemi ile %100 ve %41 duyarhlik oranlari ilelistin ve
tobramisin, E-test yontemi ile%100 ve %35 duyarhlik oranlari ile tigesiklin ve
imipenem en duyarli antibiyotikler oldu belirlendi. izolatlarin imipenem
sefoperazon/sulbaktam ve meropersgfoperazon/sulbaktam kombinasyonlagin
sirasl ile %43 ile %49 oranlarinda sinerjistik witélye sahipti. Bu kombinasyonlarda
antogonistik aktivite bulunmadi. §arin %54’nin imipenem/imipenem-EDTA(59'u
meropenem/meropenem-EDTAombinasyonu, %54'nin  MHT,%51'nin  E-test

yontemiyle fenotipik olarak MBL uretti, PZR ile 15 izolat dé&lap1 geni, Ug izolat da
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blayiv-1 geni gosterildi.

Sonuc: A. baumanniiswlarinin tigesiklin ve kolistin hari¢ bircok antilmyige yuksek
direnc oranlarl gostergli saptanmgtir. /n vitro calsma sonuclarimiza gore,
karbapenem-sulbaktam kombinasyonuigogul ila¢ direncli Acinetobacter baumannii
enfeksiyonlarinin tedavisinde bir alternatif olaledsi gorulmistir. Ayrica MBL
dretiminin aratiriimasi ve siki enfeksiyon kontrol programlariydé&rencin yayilimi

Onlenebilecektir.

Anahtar kelimeler: Acinetobacter baumanniigcogul direng, metallo-beta-laktamaz,

sinerji



ACINETOBACTER BAUMANNII BACTEREMIA: EPIDEMIOLOGY,
ANTIBIOTIC SUSCEPTIBILITY OF STRAINS

ABSTRACT

PURPOSE: The study aimed at evaluating epidemiology vitro susceptibilities to
various antibioticsin vitro synergistic activity between carbapenems and stdbaon

Acinetobacter baumannstrains isolated from blood cultures of patienthisTstudy

also aimed at screening IMP-1 and VIM-1 enzyme gefy PCR amongst
phenotypically MBL-producing strains.

MATERIAL and METHODS: A prospective study from February 2007 to March
2008 was conducted in Erciyes University Gevherildesiospitals. The patients who
had positive blood culture fgk. baumanniwere included in this study. The antibiotic
susceptibility tests were performed with disk diffan and E-test methods. The in vitro
synergistic activities of carbapenem-cefoperazaiegstam combination on 100
A.baumanniistrains were carried out by E-test method. The MBbduction was
investigated with combined disk test (CDT), Modifiedodge Test (MHT), E-test
method and PCR.

RESULT: The 73% ofA.baumanniistrains were isolated from intensive care units.
Advanced age, hematological malignancy and diabetitus, hospitalization lenght
before the onset dk.baumanniibacteremia, inappropriate empirical and exactajmer
were associated with mortality amongst patientdh witbaumanniibacteremia. The
mortality rate was higher for the patients with nolwn source of bacteraemia. The
overall mortality was 63% in 14 days. The 62% o¢é tisoates were resistant to
carbapenems, whereas the 37% of them were multidgigtance. Of the strains 100%
was susceptible to colistin, 41% to tobramycin Isyng disk diffusion method and
100% was susceptible to tigecycline, 34% to imiperi®/ using E-test method. The
combinations of imipenem-cefoperazone / sulbactach meropenem-cefoperazone /
sulbactam had synergistic activity against 43% 49 of the strains, respectively. No
antagonism was detected with any combination. TiB lroduction was found to be
54% by imipenem/imipenem-EDTA combination, 59% byrapenem/meropenem-



EDTA combination, 54% by MHT and 51% by E test. Tiawp.1 andblayu.1 genes

were demonstrated 15 and 3 of these strains by R&SPectively.

CONCLUSION: The A.baumannii strains were found to be resistant for many
antibiotics, except colistin and tigecycline. Aadimig to the results of oun vitro study,
carbapenem-cefoperazone/sulbactam combination canarp alternative for the
treatment of infections caused by multidrug-resistabaumannii Screening of MBLs
production and applying strict infection controbgrams for these strains are of utmost

importance in order to prevent further spread sistance.

Key words: Acinetobacter baumannicarbapenem, E-test method, sulbactam, synergy

Xi



1. GIRIS ve AMAC

Acinetobacter baumanninozokomiyal enfeksiyonlara ve @d ila¢ direncinden dolayi
yuksek mortaliteye neden olan dnemli bir patojendarbapenemler, bakteri tarafindan
uretilen beta laktamaz enzimlerinin hidrolizine stastabil olmalar sebebiyle direncli
A. baumanniienfeksiyonlarinin tedavisinde iyi bir secenek dojtau (1). Ancak son
yillarda karbapenemlere kada artan bir diren¢ sorunu ortaya ¢ikmaysgdaistir (2).
Diren¢ nedenleri arasinda en sik gorilen, bu biddder Urettikleri karbapenemaz
enzimleridir. Bu enzimler arasinda metallo- betdd¢dmaz (MBL) enzimleri en 6nemli
grubu olgturmaktadir. MBL enzimleri karbapenemler dahil okmézere tim beta-
laktam ilaglari hidrolize edebilirler (3). Bu nedem. baumanniienfeksiyonlarinda
alternatif tedavilere ihtiya¢ duyulmaktadirA. baumannii ye kagi etkili
antibiyotiklerden biri de sulbaktam’ dir (4). Ampis/ sulbaktam ve sefoperazon/
sulbaktam klinik kullanimda olan sulbaktam iceremmbinasyonlardir (4). Kolistin ve
tigesiklin ¢aul direcli A. baumanniienfeksiyonlarinda etkili antibiyotiklerdir (5, 6).
Ayrica A. baumanniikokenlerinde gorulen antibiyotiklere artan direncardari bu
bakterilerin neden oldiu enfeksiyonlarin tedavisinde kombine antibiyotddavisini

gerektirmektedir (7).

Antibiyotik kombinasyonlarinin etkilgmlerinin anlgilabilmesi icin uygulanan timm
vitro duyarllik klemlerine sinerji testleri denilmektedir. Bu amadla boyutlu
sulandinm (Dama Tahtasi “Chequerboard”) yonterdijiine- zaman kinetik yontemi,
difizyon yontemi uygulanabilmektedir. Difizyon yénilerinden biri de E-test

yontemidir (8, 9).



MBL’ ler, Bush siniflamasinda fonksiyonel grup 3ygeAmbler siniflamasinda sinif B’
de yer alirlarBugin i¢in bilinen IMP, VIM, SPM ve GIM tipi MBLIar tanimlanmytir.
MBL enzimlerinin dretiminden sorumlu genler, integr tzerindeki hareketli gen
kasetlerinde yer almakta ve farkli gram negatif teak tirleri arasinda hizla
yaylilabilmektedir(10). A. baumanniiswlarinda MBL varlginin belirlenmesi, direng
genlerinin hastane ortamindgzéli bakteri tirlerine aktariima olaginin énlenmesi ve
hastalara optimum tedavinin uygulanabilmesi a¢cendnemlidir. Bu enzimler aktif
bdlgelerinde Zn+2 iyonu tadiklarindan tanimlanmalarinda bu iyonaglaaarak enzimi
inaktive eden etilen diamin tetra asetik asit (ED,;TA merkaptopropionik asit (MPA)
ve sodyum merkaptoasetik asit (SMA) gibi kikéer kullanilir (11- 13). MBL Uretimi
fenotipik olarak imipenem- EDTA/ meropenem- EDTAldiydontemi, Modifiye Hodge
testi, MBL E- test, cift disk sinerji testi ile t@i$ edilebilir. Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI)’ nin 6nediMBL testi icin standart fenotipik bir yéntem
yoktur (14). Fenotipik yontemler ile yalanci pokitsonuclar alinabileggnden
sonugclarin dgrulanmasi igin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) sekanslama gibi
genotipik yontemlerle MBL var@inin ortaya konmasi gerekmektedir.

Bu calsmada laboratuvarimizda bakteriyemili hastalarin kidttirlerinden izole edilen

Acinetobacter baumannizolatlarinin
1- Epidemiyolojisi

2- Imipenem, meropenem, tigesiklin, sefoperazon/ stdimak ampisilin/ sulbaktam
antibiyotiklerine E- test yontemiyle duyarlliklarisefoperazon/ sulbaktam ve
imipenemin, sefoperazon/ sulbaktam ve meropenemgsEydntemiyle sgiar Uzerine

sinerjistik etkisine bakilmasi

3- Disk difuzyon yontemiyle izolatlarin kolistin veliger bazi antibiyotiklerin
duyarliliklarinin argtirilmasi

4- Fenotipik olarak karbapenemaz ugatgosterilen sgiarin PZR ile IMP-1 ve VIM-1

tipi MBL enzim genlerini tayip tasimadginin aratiriimasi amaclanmtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Taksonomi ve Tarihce

Acinetobactettirleri ilk kez Beijerinck tarafindan 1911 yilindapraktan izole edilngi
ve Micrococcus calcoaceticuslarak isimlendirilmgtir. GiUnimize kadawlicrococcus
calcoaceticus, Mima polymorpha Achromobacter Bacterium anitratum Herellea
vaginicola, Alcaligenes, B5W, Moraxella glucidotgtve Moraxella Iwoffii gibi 15 in

tzerinde farkl isimle anilngtir. “Bergey’ s Manual of Systematic Bacteriologyte

1973 yilindaAcinetobacter calcoaceticumlli tek tir olarakNeisseriaceaailesi iginde
yer almstir. Taksonomik calismalar sonuéweinetobacterinsi ginimuzd&loraxella,

Psychrobacterve ilgili diger cinslerle birlikte Moraxellaceae ailesi iginde yer
almaktadir (1).

DNA hibridizasyon ¢akmalarina gore en az 19 genomik tir tanimlgoimiBunlardan
7 genomik ture isimleri verilirken ger genomik tidrler isimlendirilmerstir.
Acinetobactegenomik turleri, isimlendirmeleri ve numaralaribl@1’ de gosterilmtir
(1). Nemec ve arkadiari 2001 yilindaA. ursingiive A. schindleriturlerini tanimlamy
ve cins igerisinde tur sayisi 21’ i bulgtur (15). Grup 1, 2, 3 ve 13TU benzerlik
gostermekte vé\. calcoaceticusA. baumaniikompleksi adi altinda incelenmektedir.

Tam bu tirler arasinda en sik enfeksiyonlara yahagtkenA. baumanniidir (16).



Tablo 1. Acinetobacter spgcin ¢eitli arastirmacilara gére genomik tiir vessiipleri (1)

Tar Bauvet ve ark. Tjernberg ve ark. Nishimura ve ark.  Su tipi

A. calcoaceticus 1 1 1N ATCC23055
A. baumannii 2 2 1IN CIP70.34

I 3 3 TE ATCC19004
i G 13TU TE ATCC17903
A. haemolyticus 4 4 4N ATCC17906
A. junii 5 5 TE ATCC17908
i 6 6 4N ATCC17979
A. johnsoni 7 7 3N ATCC17909
A. lwoffii 8 8TU 2N ATCC15309
I 9 8TU TE ATCC9957
I 10 10 G ATCC17924
i 11 11 G ATCC11171
A. radioresistens (12)*** 12 5N IAM13186

I 13 14TU TE ATCC17905
I 14 TE TE Bauvet 382
I 15 TE TE Bauvet 240
I 16 G TE ATCC17988
I 17 TE TE Bauvet 942
I TE 15TU TE Tjernberg 151a

I: isimlendiriimems genomik tiir, TE: Test ediimemiG: Gruplandiriimangi ***Yayinlanmams

sonuglar
2. 2. Genel Mikrobiyolojik Ozellikler

Acinetobactertirleri zorunlu aerop, sporsuz, non-fermentatif, gram ngdadreketsiz
bakterilerdir. Pozitif kan kilturgiselerinden hazirlanan preparatlarda gram pozitif kok
olarak gorulebilirler. Antibiyotik iceren kati bg®rlerinde ve sivi besiyerlerinde erken
ureme fazinda gunlukla basil formunda bulunurlarken secici olmayaesiyerinde
stasyoner fazda kokobasil formunda gorulurler. Baldr 1.0- 1.5 pm X 1.5- 2.5 pym
boyutlarindadir. Oksidaz, DNase ve indol negatiftakaz pozitiftir. Birgcok tari

nitratlar nitritlere indirgeyemez (16).

Genel Uretim besiyerlerinde 35- 37°C’ de kolaycaetilebilirler. Kanli agardaki
kolonileri 24 saat sonunda 2-3 mm capinasidiar ve bazi tlrler hemolitik 6zellik
gosterebilirler. MacConkey agarda ve Eozin MetiBlue agar da laktoz negatif
koloniler olwtururlar. Enterobakterilerden daha kuicluk, opak,magtsiz, S tipi
koloniler meydana getirirler. Bazi turler pigmerntiggurabilir (16). Klinik 6érneklerden
izole etmek icgin secici—ayirtici besiyerleri gghlmistir. Safra tuzlari, seker ve
bromkrezol moru iceren Herelea agar, Holton’s agaeds Acinetobacter Medium bu
amacla kullanilabilir. Bakterileri, gki gibi kontamine 6rneklerden izole etmek icin tek
bir karbon ve enerji kayga nitrojen kayngi olarak amonyum veya nitrat tuzlari iceren
pH 5.5- 6.0 olan sivi mineral besiyerine inokileret izole etmek mumkunddar (1, 17).

Biyokimyasal ve Ureme 0zelliklerine gowcinetobactercinsi icerisinde tir ayrimi
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yapilabilmektedir. Bu ayirimda glukoza oksidatiie@l4°C’ de tUreyebilme ve hemoliz
Ozelliklerinden yararlanilir. Klinik izolatlar arasla en sik izole edilen Acinetobacter

turintn 6zellikleri Tablo 2’ de gosterilgtir (18).

Tablo 2. Sik saptanarAcinetobactetirlerinin ayiriminda kullanilan temel

parametreler

Glukoz Laktoz 44Ye ireme Hemoliz
A. calcoaceticus + + - -
A. baumannii + - + -
A. lwoffii - - - -
A. haemolyticus Degisken - - +

Klasik mikrobiyolojik yontemler dianda otomotize sistemlerledécinetobacter’ lerde
tur ayrimi yapilabilmektedir. Fakat molekuler ydmter en duyarli metotlardir.
Bakteriyosin ve faj tiplendirme, protein profiliemtiplendirme, multilokus enzim
elektroforez ile tipleme, PZR, ribotipleme, Puldadld Gel Electrophoresis yontemleri’
de kullanilabilir (1).

2.3. Patogenez ve Virllans

Acinetobactercinsi bakteriler virtlansi diiik kabul edilen patojenlerdir. Normal konak
savunma mekanizmasina sahip bireylerde enfeksiyostuomalari oldukca guctdr.
Genellikle hastane kaynakh firsat¢i enfeksiyonlaeden olurlar. Uzun sire §on
bakim unitesinde kalma, antibiyotik kullanimi ve kaeik ventilatore bgi kalma,
damar ici kateterizasyon, idrar sondasi, endottakép, trakeostomi ve enteral

beslenme enfeksiyon icin feca risk faktorleridir(16, 19).
Acinetobactecinsi bakterilerin virulans faktorleri;

1. Endotoksin: Hucre duvarinin lipopolisakkariteedni Lipid A
2. Fimbria: Epitel hiicrelerine yamna 6zellgi

3. Polisakkarit kapsil: L- ramnoz, D- glukoz, D-ukglonik asit ve D- mannoz
kompleksi yapisindadir. Bakteri yilzeyinin hidrdfiliozelligini saslar ve bakteriyi
fagositozdan korur.



4. Lipidleri hidrolize eden enzim yapimi

5. Aerobaktin gibi sideroforlar ve demir tutucus dnembran reseptér proteinleri:

Bakterinin ¢galmasi icin gerekli demir ihtiyacini @&amaktadir (1, 20).
2. 4. Epidemiyoloji

Diger mikroorganizmalarla kiyaslarginda Acinetobactertirleri kurulyzga dayanikli
olmalari, farkl 1s1 ve pH derecelerindesggabilme 6zellikleri ile cansiz ylzeylerde
gunlerce canliliklarini surdirebilmektedirler. g2ala toprak, su ve yiyeceklerde saprofit
olarak serbest yayabilmektedirler (1, 19).

Salikli  insanlarin %25 inin  derilerinde Acinetobacter tirlerini  tasidig
disinulmektedir. Faringeal kolonizasyon ise %7 oraaingbrilmektedir. Ayrica
salikll insanlarin @iz florasinda, Ust solunum yollarinda, genitotrisestem ve alt
gastrointestinal sistemlerinde bulugdugosterilmgtir (1, 19, 21).Hastaneye yatirilrgi
bireylerde salgin dénemlerinde %7-18 oranindg&akotaglyiciligi gorilmekte iken
trakeostomi sirintilerinde bu oran %45’ dir (1).elkle yogun bakim Unitelerinde
yatan hastalarin ghilarinda c¢@ul ilag direncli Acinetobacterturleri izole edilmstir
(16).

Acinetobactertirleri hastane havasi, buhar makinesi, peritoyaldiat banyolari,
musluklar, yatak kenarlari, tansiyon aletleri, pografi kateterleri, mekanik ventilasyon
cihazlarindan izole edilrgtir (1, 22).

Acinetobacteturleri hastane personelin derisinde sureklinan en yaygin gram negatif
bakterilerdir. Salik personeli, rezervuar insanlar ve cansiz matknyahastalar
arasinda gegiicin uygun bir ortam sgamaktadir (1).A. baumannii’ nin 6zellikle
yogun bakim Unitesine (YBU) yatan hastalarin %71'yiatisi takiben birinci haftanin
sonunda kolonize egii ve bu hastalarda. baumanniile iliskili enfeksiyonlarin artgi
gosterilmitir (23). Ozellikle YBU’ de dgisik risk faktorleri bu duruma etkili
olmaktadir. Uzun sire hastanede yatmak, cerrabibén endotrakeal tip takilmasi,
intravaskuler, ventrikiler veya Uriner kateter ugguoasi, invaziv alet vagi, geng
spektrumlu antibiyotiklerin kullanimi, parenteradtenme ve mekanik ventilasyon gibi
islemler Acinetobacteenfeksiyonlari igin risk faktort ofturmaktadir (19).



2.5. AcinetobacterEnfeksiyonlari

Acinetobacter turleri genellikle hastane kaynakli enfeksiyonlareeden olurlar.
Toplumdan kazanilmgienfeksiyonlari nadirdir. Tim organlarda supuratifeksiyonlara
neden olabilirlerAcinetobactetirleri arasinda en sik ve en ciddi klinik tablal@aeden
olan etkenA. baumannii'dir. Pnémoni, sepsis, menenijit, bakteriyemi, Urigistem ve

yumsak doku enfeksiyonlarina neden olur(@®).

Bakteriyemi en sik pndmonilere sekonder geli Batin igi, Uriner sistem, yara ve deri
enfeksiyonlari, intraventz kateter bakteriyeminiged kaynaklarini olgturmaktadir.
Acinetobacter bakteriyemi insidansi %8.4° Un Uzeein oldgu bildirilmistir.
Acinetobacterbakteriyemisi tek patojenli veya polimikrobiyal kiariyemi seklinde
gorulebilir. Polimikrobiyal bakteriyemilerde morii@ orani artmaktadir (%17- 46).
A. baumannii'ye b&li bakteriyemilerde klinik tablo daha&m seyreder (19).

2.6.AcinetobacterEnfeksiyonlarinin Tedavisi

Acinetobacterttrlerine etkili ilaclar; ampisilin- sulbaktam, aksisilin— klavulanat,
tikarsilin- klavulanat, piperasilin- tazobaktam, Uia¢i ve doérdinci kak
sefalosporinler, meropenem, imipenem, kinolonlarlordmfenikol, rifampisin,
aminoglikozidler, trimetoprim- sulfametoksazol, daiklin ve kolistin dir (1,16).
Ancak A. baumannii enfeksiyonlarinin tedavisi, bu mikroorganizmaniirgdk
antibiyotige diren¢ kazanmgiolmalarindan dolayr son derece guctir. Karbapeseml
sulbaktam, kolistin ve tigesiklin en etkili antilotyklerdir (1, 4- 6).Ancak bakterinin
tedavi esnasinda hizla direng gelebilme olasilg ve tedavide yeterince !
sgilanamamasi nedeniyle tedavinin tek bir antimikrabigjan kullanilarak yapiimasi
onerilmemektedir. En sik tercih edilen kombinasydigiik diren¢ oranlari vén vitro
sinerji gostermesinden dolayr imipenem+aminoglibpziseftazidim+aminoglikozid
veya florokinolon, imipenem+siprofloksasin, sefapayn+sulbaktam
kombinasyonlaridir (1,16, 19, 24, 25).

Cogul ilag direncli A. baumanniii¢cin yapilanin vitro calsmalarda polmiksin B veya
kolistin+ imipenem veya rifampin veya azitromisirpolimiksin veya kolistin
+imipenem + rifampin; rifampin+ azitromisin; suldakn+ rifampin veya azitromisin
veya kinolon kombinasyonlarinin etkigili gosterilmitir (26- 31). Kombinasyon

tedavilerinden vitro sinerji testleri yol gosterici olabilir (9).



2.7. Metallo- Beta- Laktamazlar (MBL)

MBL’ ler, Bush siniflamasinda fonksiyonel grup 3ygeAmbler siniflamasinda sinif B’
de yer alan ve der beta- laktamazlardan farkh olarak aktif bolgelde Zn+2 iyonu
bulunan enzimlerdir. Bu enzimler klavulanat, taadben, sulbaktam gibi klasik beta-
laktamaz inhibitorlerinden etkilenmezken EDTA, MPAMA gibi metalselatorleri ile
inaktive olurlar. Bu enzimlerin en 6nemli 6zgllimonobaktamlar haric tim beta-
laktamlari hidroliz edebilmeleridir. Hastane salgin acisindan 6nemli  bakteri
turlerinde bulunduklari i¢cin tanimlanmalari enfeksi kontroli acisindan 6nemlidir
(10- 13, 32).

2.7.1. Metallo-beta-laktamazlarin siniflandiriimasi

MBL' ler 1980' de ilk olarak serin beta laktamadkmn Ambler' in siniflandirmasina
gore siniflandiringlardir. Bu siniflama yapginda LI Stenotrophomonas maltophilia
ve BCII Bacillus cereusdisinda ¢cok az MBL tanimlanmti. Bin dokuz yiz seksen
dokuz’ da, Bush fonksiyonel 6zelliklerine gére MBleri ayri bir grup (grup 3) olarak
siniflandirdr ve bu siniflama genel olarak betadaiazlar icin dnerilen refarans sistem
olarak alindi (3, 10, 33Bu siniflama substrat profilleri (6zellikle imipenehidrolizi),
EDTA' ya olan duyarliliklari ve serin beta laktamialzibit6rleri ile inhibe olmamalarina
dayanilarak yapilngtir. Bu tablo 1995 yilinda gincellengnie 1997 yilinda artan grup
3 enzimlerini kapsayacajekilde dizenlenmgtir. Tablonun ilk hazirlangg dénemde
MBL’ lerin sadece transfer edilebilen iki tipiBécteroides fragilis CcrA ve
P. saeruginosatlanelde edilen IMP-1) belirlenrgiir (3, 33).

Tam MBL' ler imipenemi hidrolize edebilirler ancatki gticleri oldukca dgskendir.
Hidroliz orani, bakterinin direngc dizeyine gore gidkenlik gosterebilir veya
gostermeyebilir. MBL’ ler buna uygun olarak substva inhibitor profil benzerfiine
gore Bush-Jacoby-Medieros fonksiyonel siniflandirma dabhda grup 3 de yer alir.
Grup 3 imipenem ve beta laktam hidrolizi baz alakaiic alt gruba ayrilrgir (33).

Grup 3a: Bu enzimler, genellikle penisilinleri imipenemdeéaha hizli (en az %60)

olarak hidrolize edebilirler. Sefalosporinler gdikéd imipenemden daha yava

hidrolize olurlar. Bu grup icerisindB. cereus I, B. fragilisin CcrA, B. Cepacia' nin

PCM-1, S. maltophilia nin L1, Chryseobacterium indologenes' itND-1-4,

Chryseobacterium meningosepticumn BlaB enzimleri veSerratia marcescens,

P. aeruginosa, A. baumannii, Shigella flexneri, b€iella pneumoniaayibi dezisik
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turlerde saptanan IMP- 1- IMP- 18 ve VIM- 1-VIM3 Enzimleri yer almaktadir (33).

Grup 3b: Aeromonas turlerinin  metallo enzimlerini kapsar. Bunlara "gek
karbapenemazlar"® da denir. Bu enzimlerin karbapégrem yluksek 0zgullgii
bulunmaktadir. Karbapenemlersohdaki beta- laktamlara etkileri cok az ofgmdan

varliklari nitrosefin hidrolizine dayanan testlegésterilemez (10,33).

Grup 3c: Bu grupta sadeckegionella gormanninin MBL' si yer almaktadir. Yiuksek

sefalosporinaz aktivitesi ile gir alt gruplardan ayrilmaktadir (33).

Ambler molekiler siniflandirma tablosunun temeliirgmasit benzerfiine goredir. B

sinift enzimleri MBL’ ler olgturur.

Bl sinif enzimler. Ug histidin ve bir sistein rezidileriyle koordinedilen anahtar
cinkoya sahiptir. Transfer olabilen IMP, VIM, GIMB\SPM-I' e sahiptirler.

B2 sinif enzimler Cinko ile b&lanma bolgesinde hisitidin yerine asparagine salap
bir gruptur.

B3 sinif enzimler: MBL LI, sinif B3’ Un tek Gyesidir ve tum beta |lakbazlar arasinda

tetramer olarak bilinen tek enzimdir (10, 33, 34).
2.7.1.1. Kromozomal Kodlanan MBL’ ler

Dogada da bazi bakteriler MBL gianaktadir. Taimalarinin sebebi ile ilgili olarak
bircok gori vardir. Bir gorg dogada bu bakterilerin belirli bir stire beta laktambeta
laktam tipi bileiklere maruz kalmalari dpultusunda iken, ger bir gor§ ise bu

enzimlerin hicresel bir fonksiyonu yerine getirmehk olduklari yontindedir (10).

Kromozomlarca kodlanan MBL' |é8. cereugBCII), B. anthracis, S. maltophilié.l),

Aeromonas hydrophilia(CphA), Chryseobacteriim meningosepticu(@laB veya
GOB- 1), Chryseobacteriiim indologenddND- 1), Legionella gormanni(FEZ- 1),
Caulobacter crcscentus (Mb11B), Myroides spp. (TUS- 1, MUS-l) ve
Janthinobactcrium lividim (THIN-B), Flavobacterium johnsoniag(JOHN-I) ve
Serratiafonticola (SFH- 1) icermektedir (10, 34). Genel olarak kroomal MBL’ ler

birbirlerinden ufak dgsikliklerle ayriimaktadirlar. En belirgin farkChryseobacterium
meningosepticumun enzimlerinde gortlmektedir. Bu nedenle ayrr blt sinifa

ayriimustir.

Kromozomlarca kodlanan enzimler, MBL'’ lersthda serin beta laktamazlar tarafindan



da dizenlenmektedir. Orgi@ Aeromonas hydrophiliave A. veronii biovar sobria
penisilinaz, sefalosporinaz ve MBL olmak Uzere &gtdeta laktamaz Gretmektedir ve
bunlarin hepsi yuksek derecede beta laktam diretan mutantlarin (dereprese
mutantlar) secildii sirada fazlaca eksprese olmaktadir (10).

Bacteroidedurlerindegdrilen bir grup MBL kromozomal olarak tanimlansatcansfer
edilebilir 6zelliktedir. Dger anaerop bakterilerle kaastirilacak olursa, CfiA ve CcrA'

ya bali olarak nisbeten beta laktamlara direnclidir (33)
2.7.1.2. Transfer Edilebilen MBL’ ler
2.7.1.2.1iMP Tipi MBL’ ler

Hareketli MBL' ler ilk olarak 1988' de Japonya'lMaaeruginosasuwsunda bulunmgtur
(35). Uc yil sonra yine Japonya' daki (Okazaki) lastanede ayni geh marcescens
Tn9106kdkenin de gosterilngtir (36). iki yil sonra ayni gene Okazaki’ ye ¢ok yakin bir
hastanede bir Bka S. marcescen&dkeninderastlanmgtir (37). Bu IMP- 1 alleli
(blaywp-1 ) geni bir plazmidin Gzerinde aac(6')Ib’ ye benzer geak gakin olan sinif 3
integron icinde bulunmygiur. Japonya' da 1993 yilinda yedi hastanede yabia
calismadablayp.; tasilyan 4 adetS. marcescenbulunmutur (38). Japonya' da 1992-
1994 yillari arasinda 15 hastanede 3P0@eruginosasuslari ile yapilan hibridizasyon
calismasinda, 5 hastaneden toplam 15 koké&mvp.1 yonunden pozitif bulunmur.
Pozitif bulunan bu kokenlerde imipenem minimal bitdr konsantrasyon (kK)
degerine bakildginda ilgin¢ birsekilde deerlerin 2 pg/ mL- 128 pg/ mL arasinda
degistigi gorulmdstar (39). Japonya' da seftazidime direngli dol&izmarcescenski
Achromobacter xylosoxidanbir P. putida vebir K.pneumonialinik izolata blayp-1

geni PZR ile gosterilngtir (10).

Yine Japonya' d&. flexneri, S. marcescens, P. aeruginosa ve Akeads spkokenleri
ile yapilan ¢akmada IMP-1' in min6r varyantlari olan IMP-3, IMPA& IMP-10
bulunmutur. IMP-3 S. flexneri’ degosterilmitir ve IMP-1' den sadece 2 aminoasit
farkhligr vardir. Genetik ve kinetik ¢amalar, IMP- 3’ Gin 196. pozisyonunda glisin
yerine serin eklenmesinin, penisiline §araktivitede azalma ile sonuclagci
gostermgtir. Ayni aminoasit dgisikligi IMP- 6' da da gozlenmesine kar burada
sadece penisilin G' ye karaktivite azalmasi ile kalmaguayni zamanda IMP ve

piperasiline gére meropenem hidrolizindesarsebep olmgiur (10).
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P. aeruginosa ve Alcaligenes sjgmlatlari ile 1995- 2001 tarihleri arasinda yapikar
calisma sirasinda IMP- 10 bulungtur. blayp.10 geni bir P. aeriiginosaizolatinda
plazmid aracili, bir tanesinde ise kromozomal &ratarak bulunmstur. blayp.10 ve
blajvp.1 genleri 49. pozisyonda valin yerine fenilalaniringesine sebep olan tek baz
desisikligi ile birbirinden ayrilmaktadir (40)ilk baslarda MBL genlerinin sadece
Japonya' da problem glurdusu distinulirken 1997' déblawp-2, 1998 deblayp.s
siraslylaitalya ve Portekiz' de gorilngtiir. IMP-2, IMP-I' e gbre 36 aminoasit farkgi
gOsterirken, IMP-5 17 aminoasit @gikli gi gostermektedirikisi arasinda da genetik

farkhliklar mevcuttur (10).

ftalya' da 2000 yilind®. putidave P. aeruginos&linik izolatlarinda sirasi ile IMP-12
ve IMP-13 gosterilmtir. IMP-12 36 aminoasitle, IMP- 13 19 aminoasitléP-1" den
ayrilir (41).

Yakin zamandaingiltere' de A. baumaniive A. junii izolatlarinda IMP-1 geni
gosterilmitir. Pozitif bulunanA. baumaniikokeni Ispanya’ da tatilde olan \agiltere'
ye donmeden 6nce 4 hafta gibi stre oradaki hastakathn kadin hastadan izole
edilmistir (42).

Hong Kong' da 1994 yilindacinetobacter sppisolatinda IMP-4 ve 1995 yilinda
Kanada' daP. aeruginosasolatinda IMP-7 tanimlanstir. blayp.4 1994- 1998 yillari
arasinda, imipeneme direncli kokenlerin %66' sigdaterilmitir. IMP- 4 enzimini
tastyan Acinetobacterswlari 1997 ve 1998 de %14 seviyesinde iken, sebebi
bilinmeyen bir nedenle 1999’ da gosterilemgimi Daha sonra 2000’ li yillarda Cin' de,

Citrobacter younga®e P. aeruginosadaortaya ¢ikmgtir (10).

Daha sonraki calmalarda MBL ureten izolatlarin Japonya' dan diunysgsulmis
oldugu distnulse de bu konuda yeterli bilgi elde edilemgmiGenetik veriler bu konu
icin yetersiz kalmytir.

Kore' de yapilan iki cajmada MBL’' ye b&lh karbapenem direnci ile ilgili ciddi
sorunlarin ortaya ¢ikti gérilmis, 130 karbapeneme veya seftazidime direncli izolat
%35' inde IMP benzeri MBL genleriningiadigi tespit edilmgtir. imipenem direnci
1996' da %6 iken, 2001’ de %19' a yukselim(10).

Dunya capindaki SENTRY caimasinda Brezilya' dan 5 tane IMP-1 ve yeni bir IMP
olan IMP-6, New Mexico' dB. aeruginosada IMP-18 gdsterilmgtir (10).
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2.7.1.2.2. VIM Tipi MBL' ler

Kazanilms MBL' lerin ikinci temel grubu VIM tipi enzimlerdir VIM-1 italya' da,
Verona' da biP. aeriginosazolatinda tanimlanngtir. 1997' de elde edilen bu klinik
izolat piperasilin, seftazidim, imipenem ve aztraon kapsayan ggli beta laktamlara
direncli bulunmygtur. Ozellikle imipenem NK degerinin > 128 pg/ mL oldgu
gorulmistir. Biyokimyasal analizler, EDTA ile inhibe olanevzn™ eklenmesiyle
yeniden kazanilan karbapenem hidrolizi ygwoh gostermy bu godzlemler bir metallo

enzim dretimini dgindurmigtar (43).

blayp gibi blayiv geni de sinif 1 integron icindeki bir gen kasetildéunmaktadir. Bu
integron, sinif 1 icinddlaym gen kasedine ek olarak, aminoglikozid direnci kydh
bir aacA4 gen kasediniganaktadir (10).

VIM-1 Yunanistan' da ¢gtli K. pneumoniaézolatlarinda veE. coli’ desaptanmytir.
Benzer bir VIM-1 pozitifK. pneumoniaé&tdkeni yakin zamanda Fransa' da gennis

spektrumlu beta laktamaz olan SHV-5 ilgklli olarak bulunmuytur (10).

blayim.2 ilk olarak 1996' da Fransa' nin guneyinde noétrdpeir hastanin kan
kalturindeki P. aeriiginosaizolatinda saptanmtir. Beta laktamlarin gguna direncli
iken aztreonama duyarl kalghr. VIM-1 ve VIM-2 arasinda %90 aminoasit ortagl

s6z konusudur (44).

Benzersekilde VIM-2 UretenP. aeruginosazolatlari italya ve Yunanistan' da salgin
kayna olarak bulunmgtur. VIM-2 Udreten P. aeruginosaizolatlari Guney Kore,
Portekiz, ispanya, Polonya, Hirvatista8jli, Venezuela, Arjantin, Belgika ve yakin
zamanda ABD' den de bildirilitir (10).

Son zamanlarda VIM-3 Taiwan' d& aeruginosdzolatlarinda tanimlanngiir. VIM-2'

den 2 aminoasit ggsimi ile ayrilmaktadir.

VIM-4 Yunanistan' da biP. aeruginosazolatinda bildirilmitir. Bu kdken daha once
imipenem kullanmy bir hastadan elde edilgtir ve beta laktamlara direncli iken,
aztreonama duyarl bulungtur. VIM-1' den 1 aminoasit d@esikli gi ile ayrilan VIM-4
ureten,P. aeruginosazolati isve¢' te de tanimlangtir ancak izolatin Yunanistan' dan
gelen bir hastaya ait olgu gorilmistiir. Mayis 2002' détalya’ da karbapenem tedavisi
alan hastadan izole edildinterobacter cloaca@e K. pneumoniagzolatlarinda ayni

MBL geni saptanmstir. Bu izolatlarin imipenem, meropenemifidegerleri sirasiyla
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0,25 pg/ mL ve 0,12 pg/ mL ile 2 pg/ mL ve 0,5 pgl’ dir. blaym- 4 ' Gn bu iki
izolatta da ayni plazmid tarafindan kodlahdnalde karbapenem M diizeylerinin

cssitlili gi oldukega ilging bulunmgtur (10).

VIM-5, VIM-1' den 5 aminoasit dgsikli gi ile ayrilmaktadir. Turkiye' deP. aeruginosa
ve K. pneumoniae’ dadanimlanmgtir. P. aeruginosaswsu azteronam dahil tim beta
laktamlara direncli bulunmtur (45).

VIM-6 Singapur'daP. putidaizolatinda tanimlandi. Beta laktamlara yuksek ddeey
direncgliydi. VIM-7 Texas' da karbapeneme direngli B.aeruginosada gosterildi.
VIM-l ile %77, VIM- 2 ile %74 benzerlik gostermektei. VIM-8, VIM-9, VIM-10 ve
VIM-I1 enzimleri de cgitli izoltlarda yakin zaman icinde gosterilgtir (10).

2.7.1.2.3 SPM-1 Tipi MBL' ler

Bu karbapenemaz Sao Paulo, Brezilya' da 1997 wl®ENTRY surveyans programi
dahilinde birP. aeuginos&linik izolatinda tanimlanmgiir. Dért yaindaki bir [6semi
hastasinin kanindan izole ediftim. Kolistin disindaki butin Gram negatiflerin

tedavisinde kullanilan antibiyotiklere direncli bamutur (46).

blaspm NiN genetik icergi tektir, transpozonlarla ya da integronlarlakili degildir.
IMP-1 ve VIM-1' deki gibi SPM-1 de kismen klavulrasit ya da aztreonami hidroliz
etmez, yagmaci inhibitdr olarak cajir. Sefalosporinlere penislinlerden daha siki
baglanir (10).

2.7.1.2.4. GIM-1 Tipi MBL' ler

Almanya' da 2002 yilinda 5 farkli hastadan elddéeed?. aeuginosazolatlarinda GIM-
1 (German imipenemaz) olarak tanimlanaridolatlarin hepsi polimiksine duyarli

bulunmutur (47).
2.8. MBL enzim uretiminin gosterilmesi

Hastalara uygun tedavinin yapilabilmesi, direnc lg@mn hastane ortaminda geir

bakteri turlerine aktariimasinin dnlenmesi acisméainetobactercinsi bakterilerde,
cogul ila¢ direncinin ve MBL dretiminin belirlenmesiok 6nemlidir. Fakat MBL
ezimlerinin varlginin fenotipik olarak asgurilmasi i¢cin CLSI tarafindan Onerilen
standart bir yontem hentz bildiriimegnr. Duyarlilik testleri ise MBL Uretimini

gostermek icin yetersiz kalmaktadir.
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2.8.1. Fenotipik MBL Tespit Yontemleri
2.8.1.1. Kombine Disk Diffizyon Testi

Test sglar CLSI' in 6nerdii disk difizyon yonteminde olgw gibi Mueller- Hinton
agar plgmnin yizeyine ekildikten sonra hazirlanan imipenemipenem- EDTA,
meropenem/ meropenem- EDTA iceren kombine diskitapyerlatirilir. 35°C'de 16-
18 saatlik inkilbasyondan sonra zon caplari 6IcUHDTA’ I ve EDTA’ si1z 2 disk
arasinda> 7mm inhibisyon zonunda geteme pozitif sonu¢ olarak kabul edilir. Bu
testin avantaji uygulamasi ve yorumlamasi kolagadantaji ise MBL Ureten bakteri

imipenem ve meropeneme duyarli olabilir yani yapbzitif sonu¢ verebilir (48).
2.8.1.2.Modifiye Hodge Testi

E. coli ATCC 25922 sgunun 0.5 McFarland bulanigindaki stispansiyonu Mueller-
Hinton agar plginin yizeyine disk diflizyon yonteminde ofdugibi saruldr. Plgin
merkezine imipenem diski (10 /ug) yetieldikten sonra test sdari, bu diskin dort bir
kenarindan perifere dou cizgi ekimiseklinde oze ile ekilir. 3%' de 16- 18 saatlik
inkibasyondan sonra diskin etrafindaki inhibisyosnunda bozukluk veya yonca
gorunuma pozitif olarak kabul edilir (11).

2.8.1.3. Cift Disk Sinerji Testi

Arakawa ve ark. (12) 2000 yilinda seftazidim ditersuslarda seftazidim MPA,
seftazidim- SMA, imipenem- EDTA+SMA diskleriyle buesti uygulamglardir.
Standart bulaniklikdaki suspansiyon Mueller- Hintagar pl&nin yuzeyine disk
difiizyon yonteminde oldiu gibi surilir. 38C'de 16- 18 saatlik inkiibasyondan sonra

bu iki disk arasindaki inhibisyon zonunun artmagpwuitif olarak yorumlangiardir.

Lee ve ark. (13) 2001 yilinda imipeneme direclslata imipenem ve EDTA diski
kullanarak bu testi yapsiar ve iki disk arasindaki inhibisyon zonunun arsmma pozitif
olarak yorumlanglardir.

Jing Jou Yan ve ark. (49) tarafindan 2004 yilisdtiazidim ve seftazidim + klavulanik
asit, sefepim ve sefepim+ klavulanik asit diskleri MuelleHinton agar plginin

kenarlarina yerlgirildikten sonra plgin ortasinda 2-MPA, EDTA ve SMA diskleri
yerlestirilir. 35 ‘C'de 16- 18 saatlik inkiibasyondan sogetator madde iceren diskler ile
herhangi bir disk arasindaki inhibisyon zonununmasdi pozitif sonu¢ olarak

yorumlanir. Bu yontemle imipeneme duyarlglanda da MBL taranabilrgiir.
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2.8.1.4. E- test

Test sglarinin 0.5 McFarland bulanii@ina getirilmi stspansiyonu Mueller- Hinton
agar plginin yuzeyine ekildikten sontienipenem (4- 256 pg/mL) / imipenem- EDTA (
1- 64 pg/mL) E- testeridi plaza yerlatirilir. Imipenemin EDTA ile birlikte test
edildigindeki MiK degerinin, tek baina test edildiindeki MIK degerine gore> 3
dilisyon azalmasi veya fantom zonunun gorulmesiitipoalarak yorumlanir. Bu
yontemin dezavantaji ise MBL Ureten bakteri imipaeeduyarl olabilir, borderline
olanlar da gozden kacabilir (2).

2.8.1.5. Mikrodilisyon Yo&ntemi

Migliavocco ve ark. (50) tarafindan 2002 yilindaligeilmistir. Test edilen sgun
imipenem MK degeri mikrodilisyon yontemi ile belirlendikten sonranetal
selatérlerden EDTA ile tekrar K degerlerine bakilir. MK degerleri arasinda sekiz kat

azalma pozitif olarak yorumlanir
2.8.2. Genotipik MBL enzim Uretiminin gosterilmesi

MBL enzim genlerinin tanisinda genotipik yontenderkullanilabilmektedir. Genotipik
yontemler fenotipik yontemlere gore daha duyarhdir

1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR):

Belirli primerler kullanilarak bir izolatta MBL gerolup olmadg PZR uygulanarak
belirlenebildgi gibi, her enzime 6zgul primerler kullanilarak enzipini saptamak da

mumkundar (10).
2. DNA prob yontemi

3. Klonlama ve sekanslama ( molekuler altin stajdar
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2.8.3. Antibiyotik Duyarlilik Testleri
1. Kalitatif Testler
Disk Diffuzyon Testi (Kirby - Bauer Testi)

En yaygin olarak kullanilan testtir. Potensleriitbehmis diskler, standart miktarda
bakteri inokule edilmi standart besiyerine, belli araliklarla ystiglir ve uygun stire ve
sicaklhikta bekletilir. Disklerin etraflarinda gkn inhibisyon sinirlarinin caplari
milimetre cinsinden okunur ve her antimikrobiyainigtandardize edilrgizon ¢aplari

ile karilastirilarak; direncli, orta duyarl, duyarl olarakgerlendirilir (14).
2. KantitatifTestler
Agar Diltisyon Yontemi

Farkli konsantrasyonda antimikrobiyal iceren adaesiyerleri, plaklara dokulir. Agara
ilave edilen antibiyotikler, cift kat seri sulancha yontemiyle hazirlanir. Her diliisyon
icin, ayri agar plaklari elde edilir. Bu yontemr bigar pl&nda ayni anda ¢ok sayida
bakterinin test edilebilmesine imkan verir. Stangagunlukta bakteri, plaklara inokile
edilir, bir gece inkiibe edilir, iremenin olmaden diiik konsantrasyon KK olarak
degerlendirilir (14).

Sivi Dilisyon Yoéntemi

Mikrodilusyon: Mikroplaklarda antibiyogin Mueller- Hinton buyyonda iki kat seri
sulandinimlari  hazirlanir.  Standardize edimistispansiyondan belli miktarda
kuyucuklara konur. Kontaminasyonu 6nlemek icin rafaklarin &izlari plastik strip
ile kapatilir. Etivde 35°C' de 16- 18 saatlik in&&pondan sonra tUremenin olmadn
distik konsantrasyon K degeridir.

Makrodilisyon: Mikrodilisyondaki benzesiemler 1 mL hacimlerde Mueller- Hinton

buyyon eklenmittiplerde yapilir (14).
E- Test

Bir gradient yontemidir. Antibiyogii belli bir gradient seklinde salabilen plastik
seritlerle yapilir. Standardize bakteri inoklulasyoMueller- Hinton agar pfana

suruldikten sonra E-teseritleri besiyerine birakilir. Etivde 35 °C' de 1®-saatlik

inkiibasyondan sonra elipsiaridi kestgi yerdeki deger MiK degeridir (51).
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Otomatize Sistemler

izole edilen sglarin hem tanimlanmasini hem de antibiyotik duliétérini belirleyen

yarl ve tam otomatize sistemler vardir (52).
Sinerji Testleri

Antibiyotik kombinasyonlarininin vitro etkinliginin deserlendiriimesinde ggtli
yontemler kullanilabilmektedir. Bu yontemler arafaniki boyutlu sulandirnrm (Dama
Tahtasi “Chequerboard”) yontemi, zamanglb@®Ildirme kinetiklerinin incelenmesi
(* Time- kill") yontemi ve difizyon yontemleri vedir (8). Difizyon yontemlerinden
biri de E- test yontemidir (53).

E-test yonteminde CLSI' nin 6nepli sekilde hazirlanngi bakteri inokulumu agar
yuzeyine suruldikten sonra test edilen ilk antibig® ait serit yerlsstirilir.
Antibiyotigin diftizyonu icin yaklaik bir saat beklenir. Yerigrilen ilk antibiyotige ait
serit kaldirihr ve kaldirildg yere denk gelecekekilde ikinci antibiyotge ait serit
yerlestirilir. Ayni agara ayrica her iki antibiygie ait E-testseritleri ayri ayri
yerlestirilir. Etivde 35+ 2 °C’ de 16- 18 saat inkiibasysmmunda her bir antibiyotik igin
fraksiyonel inhibitor konsantrasyonui® hesaplanir. Elde edileXFIK degerleri< 0,5
sinerjistik, > 0.5 ve < 1.0 kismi sinerji, 1.0 afjit>1 ve <4 indiferent> 4 antagonist

olarak yorumlanir (8).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calsma Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyolaje Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Bakteriyoloji Laboratuvarinda ve ER&yon Hastaliklari ve Klinik

Mikrobiyoloji Anabilim Dalinin katkilariyla yapildi
3.1. Hastalar ve Kan Kiilturti Ornekleri

Subat 2007- Mart 2008 aylar arasinda Erciyes Usitesi Gevher Nesibe Agarma ve
Uygulama Hastanesi Kkliniklerindeki hastalardan gildn kan kultlrlerinde
A. baumanniizole edilen hastalar enfeksiyon hastaliklari Igine bildirildi. Yapilan
hasta bg deserlendirmesinde sistemik enflamatuvar yanit send(8hRS) bulgulari
(ates > 38.3°C veya < 36°C, kalp atim hizi >90/dk., solen hizi > 20/dk veya PaGO
<32 mmHg, I6kosit sayisinin > 12000/mmeya < 4000/ mrholmasi veya periferik
yaymada %10’ un Uzerinde band formunun bulunmakh d6 ya ve lzerindeki
hastalar cagmaya alindi (54). Kultir sonucu postmortem elddeedhastalar icinde
ayni kriterler kullanilarak dosyalar tarandi. Bakgemi od&inin saptanmasi igin

“Centers for Disease Control and Prevention (CD&jiterleri uygulandi (55).

Prospektif olarak calmaya alinan hastalara ait demografik bilgiler hadtam formuna
kaydedildi (Ek 1) Bakteriyemi B&ngicindan sonraki 14 gun icindeki mortalite orani
baslica deserlendirme dlguti olarak kullanildr.

Bu hastalardan izole edilenstar calsma zamanina kadar -70 °@& mikrobankalarda

saklandiizolatlarin cagma sirasinda kanl agara iki kez subkultirleri lapi
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3.2. Bakterilerin Tanimlanmasi

Kan kaltari 6rneklerinden izole edilen star Microscan Walkaway (Dade Behring,
West Sacramento, CA, USA) otomatize sistem ileintéandiktan sonra katalaz,
oksidaz ve indol reaksiyonlari, 44°C’ de ureyebilmeanli agarda hemoliz 6zellikleri,

Eozin Metilen Blue agarda laktoza etkileriggeendirildi.
3.3. Antibiyotik Duyarlilik Testleri
3.3.1. Disk Diftizyon Yo&ntemi

Bakteri suspansiyonu 0.5 McFarland bulakida hazirlandiktan sonra Mueller-
Hinton agar (Acumedia, Baltimore) iceren petri yleene steril pamuklu cubuk
kullanilarak surudd. Kolistin (10 pg) (Oxoid, UKgvofloksasin (5 pg) (Oxoid, UK),
siprofloksasin (5 pug) (Becton Dickinson, USA), aask (30 pg) (Becton Dickinson,
USA), sefepim (30 pg) (Becton Dickinson, USA), daksim (30 pg) (Becton
Dickinson, USA), seftriakson (30 pg) (Becton Dickam, USA), gentamisin (10 pg)
(Becton Dickinson, USA), tobramisin (10 pug) (Bectitkinson, USA), trimetoprim/
sulfametoksazol (1.25/ 23.75 pg) (Becton DickinsbigA), piperasilin/ tazobaktam
(100 pg/ 10 pg) (Becton Dickinson, USA), ampisibaibaktam (10 pg/ 10 ug) (Becton
Dickinson, USA), sefoperazon/ sulbaktam (75 pg/@Q@Bioanalyse) diskleri Mueller-
Hinton agar ylzeyine yeg#grildi. Plaklar 16- 18 saat 352 °C’de aerob orteninkibe
edildi. Disklerin zon caplarl o6lgilerek CLSI stantiina gore sglarin duyarlilik
durumlari yorumlandi. Kolistin i¢in British Societipr Antimicrobial Chemotherapy
(BSAC) kriterleri kullanildi (56). Kalite kontrolgin Pseudomonas aeruginogel CC
27853 veE.coli ATCC 25922 sglari kullanildi.

3.3.2. E-test YOntemi

Bakteri suspansiyonu 0.5 McFarland bulakida hazirlandiktan sonra Mueller-
Hinton agar iceren petri yuzeylerine steril pamuldubuk kullanilarak suraldi.
Imipenem , meropenem, tigesiklin, sefoperazon/ adtittm ve ampisilin/ sulbaktam
E-test seritleri (AB BIODISK, Solna, Sweden) Mueller-Hintoragar yilzeyine
yerlestirildi. Plaklar 16- 18 saat 35+2 °C’ de aerob ortia inkiibe edildiinkiibasyon
sonunda inhibisyon zonunun E- tesdridini kestgi noktadaki konsantrasyon i
degeri olarak belirlendi. NK degerleri kriter alinarak CLSI' in standartlarina gore

suslarin duyarlilik durumlari yorumlandi. CLSI' de spkrazon/ sulbaktam M degeri
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belirtiimedigi icin sefoperazon NK degeri, tigesiklin icin Amerikanila¢c ve Gida
Dairesi tarafindan oénerilen M degeri kullanildi (4, 57). Kalite kontrol iginP.
aeruginosaATCC 27853 veE. coliATCC 25922 sglari kullanildi.

3.4. Sinerji Yontemi

Calismayaalinan A. baumanniiizolatlarinda imipenem ile sefoperazon/ sulbaktzen
meropenem ile sefoperazon/ sulbaktam antibiyoiikierE- test yontemiyle sinerjistik
etkisine bakildi. Her izolat icin 0.5 McFarland @mikliginda hazirlanan bakteri
suspansiyonu Mueller- Hinton agar iceren iki adstripytizeyine steril pamuklu cubuk
kullanilarak sdraldi. Birinci petriye kombinasyotkisinin aranacg antibiyotiklerin
MIK degerlerini elde etmek amaci ile E- tgstitleri yerlatirildi. Ikinci petriye A ve B
antibiyotik E- testseritleri ayri ayri yerlgtirildi ve etivde35+ 2 °C’ de bir saat inkiibe
edildi. On inkiibasyon sonrasinda A antibigote ait E- testeriti kaldirildi ve ayni
yere B antibiyotine ait E- testseridi yerlstirildi. B antibiyotigine ait E- testeridi
kaldirildi ve ayni yere A antibiyd@ine ait E-testeriti yerlestirildi ve etiivde 35+ 2 °C’
de 16- 18 saat inkuibe edildi. Her bir antibiyotkni FIK degeri hesaplandi.

FIK(A) = MIK A (B’ nin varliginda A (A+B))

NK A (A tek basina)

FIK(B) = MIK B (A’ nin varliginda B (B+A))
NK B (B tek baina)
T FiK= FIK A + FIK B

Elde edilenz FIK degerleri< 0.5 sinerjistik, > 0.5 ve < 1.0 kismi sinerji, J@itif, >1

ve <4 indiferent> 4 antagonist olarak yorumlandi (8).
3.5. MBL enzim uretiminin gosterilmesi

3.5.1. Imipenem/ imipenem-EDTA, meropenem/ meropenem-EDTA ceren

kombine disk yontemi

Izolatlarin MBL enzimi Uretip Uretmegli imipenem/ imipenem-EDTA, meropenem/
meropenem- EDTA iceren disk yontemi kullanilarakstrldi. Bakteri stispansiyonu
0.5 McFarland bulanikiinda hazirlanarak Mueller- Hinton agar iceren pyékeyine
steril pamuklu ¢ubukla yayildi ve 2ér adet imipenem (10 pg) ve meropenem (10 pg)
diskleri agar yuzeyine yeqgrildi. Disklerin birer tanesine 5 uL (930 ugpM EDTA

20



solusyonu eklenerek kombine diskler (10 pug/ 930 @iggturuldu. Plaklar 16- 18 saat
35 °C+ 2’ de inkiibasyondan sonra zon caplari OlciEDTA’ h ve EDTA'’ si1z 2 disk
arasinda> 7 mm inhibisyon zonunda ggl@me pozitif sonu¢ kabul edildi.

EDTA stok solusyonun hazirlami 1000 mL distile suda 186.1 g disodyum
EDTA.2H20 c¢o6zdurilerek 0.5 M EDTA solusyonu eldeldid/e NaOH ile ph 8.0" a

ayarlandi. Soltisyon milipor filtrelerden gecirilersterilize edildi (48).
3.5.2. MBL E-test yontemi

izolatlarin MBL enzimi Uretip tretmegliimipenem (4- 256 pg/mL)/ imipenem- EDTA
(1- 64 ug/ mL) iceren E- teseritleri kullanilarak argtirildi. Bakteri stispansiyonu 0.5
McFarland bulanikfiinda hazirlanarak Mueller- Hinton agar iceren plékeyine steril
pamuklu cubukla yayild ve E- tegdritleri yerlestirildi. Plaklar 16- 20 saat 35 °C+ 2’ de
inkiibe edildi.inkiibasyon sonunda inhibisyon zonunun E- ¢estlini kestgi noktadaki
konsantrasyon K olarak belirlendi.imipenemin EDTA ile birlikte test edilgindeki
MIK degerinin, tek baina test edildiindeki MIK degerine gére> 3 diliisyon azalmasi
pozitif olarak kabul edildi (2).

3.5.3. Modifiye Hodge Testi

E.coli ATCC 25922 sgunun McFarland 0.5" in 1/10 bulangindaki siispansiyonu
hazirlanarak Mueller- Hinton agar glain yizeyine disk difiizyon yénteminde ofau
gibi ekildi. Plgzin merkezine imipenem diski (10ug) yetlaldi. Test sylari, bu diskin
dort bir kenarindan perifere g cizgi ekimiseklinde 6ze ile ekildi. 35C'de 16- 18
saatlik inkiibasyondan sonra diskin etrafindakibrdyion zonunda carpiklik veya yonca

gorinama pozitif olarak kabul edildi (11).

3.5.4. Acinetobacter baumannii’ nin blagym.; ve blayp.; Genlerinin PZR ile

Arastiriimasi

Batin sylarin nikleik asit izolasyonu Qlamp DNA Mini KitiQIAGEN) kullanilarak
test kiti proseduriine uygun caldi. izolatlarinbla-/m ve bla-ye genleri belirlenmesi

icin “in house” PZR uygulandi (2, 12).
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3.5.5. Nukleik asit izolasyonu

Sular -70 °C'de mikrobanR’ lerden cikarlarak kanl agardkkez subkiiltirleriyapild.

Kit iceri gi

- Proteinaz K

- Buffer ATL

- Buffer AL

- Buffer AW1

- Buffer AW2

- Buffer AE

- QIAamp spin kolonu

- Toplama tupleri (2 mL’lik)

3.5.6. Bakteri kultirlerinden ntikleik asit izolasyan prosediri

1.

Steril ependorf tlpleri ependorf sporlarina dizilder bir ependorf tiptine 180 pL
Buffer ATL eklendi. Tup icine bir bakteri koloniskonularak 15 saniye
vortekslendi.

Uzerine 20 pL proteinaz K konuldu

56°C'de etiivde her 20 dakikada bir vortekslenerelat iséiibe edildi.

Tlpler kapakta biriken damlaciklarin tabana innigaikisa sureli santriftij edildi.
Tlplere 200 pL Buffer AL ilave edildikten sonra 4&niye vortekslendi.

70°C'de etiivde 10 dakika inkiibe edildi. Kapakta binikéamlaciklarin tabana

inmesi i¢in kisa sureli santrifj edildi.

Tlplere 200 uL etil alkol ilave edildikten sonra %&niye vortekslendi. Tupin

kenarindaki damlaciklarin tabana inmesi icin kigals santrifij edildi

Tlplerdeki kagimin tamami toplama ttiplerine konulan kolonlaradilve 6000 x
g'de (8000 rpm/dak.) 1 dakika santriftij edildi.
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9. Toplama kolonlari santrifijden alinip temiz topkandiplerine alindi. Kolonlarin
kapaklari dikkatlice acilip Uzerine 500 pL buffeWA eklendi ve 6000 x g'de
(8000 rpm/dak.) 1 dakika santrifij edildi.

10. Kolonlar santrifijden alinip temiz toplama tuplerialindi. Kolonlarin kapaklari
dikkatlice acilip tGzerine 500 pL buffer AW2 eklengd 20.000 x g'de (14.000
rpm/dak.) 3 dakika santriftij edildi.

11. Kolonlar santrifijden alinip temiz toplama tipleri@hindi ve 20.000 x g'de
(14.000 rpm/dak.) 1 dakika santriftij edildi.

12. Kolonlar santrifijden alinip temiz 1,5 mL'lik epsdorf tuplerine alindi.
Kolonlarin kapaklari dikkatlice acildi ve Gzerin® AL buffer AE eklendi. Oda
sicaklginda bir dakika bekletildi ve 6000 x g'de (8000 vdak.) 1 dakika
santrifuj edildi.

13. Kolonlar atilip ependorf tlplerindeki saf nikleitePZR ¢camasi icin saklandi
3.5.7. DNA Amplifikasyonu

A. baumannii’ nin blay.1 ve blayp-1 genlerinin belirlenmesi igin  “in house” PZR

uygulandi.

Acinetobacter baumannii’ nin blgy.s: Geninin Belirlenmesi icin - Amplifikasyon

Kari simi

- 10X PZR Buffer 5uL
- 25 mM MgCp 5uL

- 10 mM dNTP kagimi 0,5puL

- Primer 1 (5- AGT GGT GAG TAT CCG ACAG-3) 04dL
- Primer 2 (5'- ATG AAA GTG CGT GGA GAC- 3)) 0,41
- TagDNA Polimeraz 0.3 pL

- Distile su 33.3 uL
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3.5.8. Testin uygulanmasi

1.

Amplifikasyon gamasi izolasyon odasindan farkli bir odada yap(hceden
%210’'lik hipokloridli su ile silinmg ve ultraviyole ¢1g1 ile sterilize edilmg laminer
akim icerisinde ca&ildi. Amplifikasyon igin kullanilacak buffer, Mggl dNTP,
Primer 1, 2 véTaq DNA Polimeraz —28C’lik derin dondurucudan cikarildTagq

DNA Polimeraz ¢cabma anina kadar buz kalibi tizerinde bekletildi.

Ornek sayisi ve pozitif kontrol sayisi kadar PZRphfikasyon karsimi tek
ependorf tiplne hazirlandi ve 0. 2 mL PZR tupledig L dagtild.

Pozitif kontrol ve sglardan elde edilngiDNA izolatlarindan 5 pL 0. 2 mL PZR
tuplerine d&itildr.

0. 2 mL PZR tupleri ‘thermal cycler’ (Applied Biostems 2720) cihazina
yerlestirildi.

Orneklerdeki niikleik asit ‘thermal cycler cihazendgagidaki sikluslar

uygulanarak c¢galtildi.
dc'de 5 dakika
dC'de 25 saniye
5Z'de 40 saniye 30 dongi
?Z'de 50 saniye
7PZde 6 dakika
Reaksiyon sona erdikten sonra PZR Urunleri cihezmaen alindi.

100 mL TBE 1X tamponu icerisinde 1 g agaroz isaheeritildi. EI yakmayacak
kadar sguduktan sonra 3 pL ‘ethidium bromide’ katilarakagajel elektroforez

tankina dokuldd.

Cogaltilan 6rneklerden 10’ar pL alip Gzerine 5’er pilkieme boyasi kagtirilarak
donmuy olan jeldeki kuyucuklarin dibine dinesi sglandi.

Yatay jel elektroforez tankindaki jelin icindekir@kler 120 voltta 20 dakika

yaratalda.
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10. Jel transluminatorde ultraviyolgik altinda incelendi. Ornekler 261 basepare (bp)
uzunlygunda olan pozitif kontrol ile ayni bdlgede bantdiginde pozitif kabul
edildi.

Acinetobacter baumannii’ nin blap.1 Geninin Belirlenmesi Icin Amplifikasyon

Kari simi

- 10X PZR Buffer 5uL
- 25 mM MgCh SpuL

- 10 mM dNTP kagimi 0,5puL

- Primer 1 (5- CTA CCG CAG CAG AGT CTT TG- 3’) DuL

- Primer 2 (5- AACCAG TTT TGC CTT ACC AT-3’) @,uL

- TagDNA Polimeraz 0.3 pL
- Distile su 33.3 uL
Testin uygulanmasi

1. Amplifikasyon gamasi izolasyon odasindan farkli bir odada yapf2hceden
%210’'lik hipokloridli su ile silinmg ve ultraviyole ¢1g1 ile sterilize edilmg laminer
akim icerisinde ca&ildi. Amplifikasyon igin kullanilacak buffer, Mggl dNTP,
Primer 1, 2 véTaq DNA Polimeraz —28C’lik derin dondurucudan cikarildT.agq

DNA Polimeraz ¢cabma anina kadar buz kalibi tizerinde bekletildi.

2. Ornek sayisi ve pozitif kontrol sayisi kadaZRP amplifikasyon kasimi tek
ependorf tiplne hazirlandi ve 0. 2 mL PCR tupletfm@ L daitildi.

3. Pozitif kontrol ve silardan elde edilngi DNA izolatlarindan 5 pL 0. 2 mL PCR
tuplerine d&itildr.

4. 0. 2 mL PCR tipleri ‘thermal cycler (Applied Biostgms 2720) cihazina
yerlestirildi.

o

Orneklerdeki niikleik asit ‘thermal cycler’ eihnda gagidaki sikluslar uygulanarak

cogaltildi.
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94C'de 5 dakika
dc'de 25 saniye
82'de 40 saniye 30 dongil
?2’de 50 saniye
7?Zde 6 dakika
6. Reaksiyon sona erdikten sonra PZR urtnieazen icinden alindi.

7. 100 mL TBE 1X tamponu igerisinde 1 g agasamlarak eritildi. El yakmayacak
kadar sguduktan sonra 3 pL ‘ethidium bromide’ katilarak ajajel elektroforez

tankina dokuldd.

8. Caaltilan 6rneklerden 10’ar pL alip Gizerine 5’er pilikieme boyasi kagtirilarak

donmuy olan jeldeki kuyucuklarin dibine dinesi sglandi.

9. Yatay jel elektroforez tankindaki jelin icirkdedrnekler 120 voltta 20 dakika

yaratalda.

10. Jel transliminatorde ultraviyokgk altinda incelendi. Ornekler 578 basepare (bp)
uzunlyzunda olan pozitif kontrol ile ayni bdlgede bantdiginde pozitif kabul
edildi.

MBL enzimini belirlemede kullanilan fenotipik ve RZ da blayw.1 geninin

belirlenmesi icin kullanilan kontrol suCapa Tip Fakultesi Mikrobiyoloji ve Klinik

Mikrobiyoloji AD’ dan, blayp.1 geninin belirlenmesi icin kullanilan kontrol su

Hacettepe Tip Fakiltesi Enfeksiyon Hastaliklari Kienik Mikrobiyoloji AD’ dan,

salandi.

3.6.istatistiksel analiz

Tum istatistiksel analizler ‘Windows “Statistical Paadie For Social SciencéSPSS)”

(versiyon 15.0; SPSS, Chicago, IL) programi kulemak vyapildi. Grup
karsilastirmalari, kategorik déskenler icin kikare testi ve Fisherin kesin testler
sayisal dgiskenler icin ise Mann-Whitney U- testi uygulandstatistiksel olarak p

degeri < 0.05’ den kucik olanlar anlamli olarak kabdildi.
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4. BULGULAR

Subat 2007- Mart 2008 aylari arasinda Erciyes Usitesi Gevher Nesibe Agarma ve
Uygulama Hastanesi Kkliniklerinden bakteriyemi omilia hastalardan rutin olarak
gonderilen kan kultira orneklerindef. baumanniiizole edilen 100 egkin hasta
calismaya alindi.

4.1. Hasta Bilgilerinin Analizi

A. baumanniiswlarinin %73’ G ygun bakim Unitelerinden (YBU) izole edildi.
izolasyon oranlari Tablo 3’ de gdsterilstii.

Tablo 3. A. baumanniizolatlarinin kliniklere gore dalimi

Servis n
Anestezi YBU 26
Dahiliye YBU 24
Genel Cerrahi YBU 11

Gogus hastaliklan YBU 11
Kardiyoloji YBU 1
Hemotoloji-Onkoloji 7
Yanik Unitesi 6
Norosirurji YBU 3
Noroloji 3
Gastroenteroloji 3
Eriskin Enf. Hast. Servisi 3
Nefroloji Servisi 1
Kemik iligi transplant. 1

Toplam 100
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CalismamizdaA. baumanniizolatlarinin elde edilgd hastalarin % 46" si (yayan/ 6lU:
20/ 26) kadin, % 54' U (yayan/ 6l0:17/37) erkekti. Bu hastalarins yartalamasi 52.
719 (17- 83 ya arasl) olarak bulundu ve ileri ga mortalite icin bir risk faktoru
oldugu gosterildi (55. 4+ 19. 0- 48. 0+ 18. 8, p=0.03).

Yasayan hastalarin yedisinde kronik obstruktif @kecihastail, altisinda akut bobrek
yetmezlgi, 6len hastalarin ise 16’ sinda diabetes melljiigl) ve 12’ sinde hematolojik
malignensi (HM) en sik g6zlenen alt hastalik oldvakrlendi. Dger alt hastaliklar daha
az siklikla gozlendi. Alt hastalik gorilme sgliTablo 4’ de gdosterildi. Altta yatan
hastaliklardan HM (yayan/ 6lu: 1/ 12, p= 0.015) ile DM (y@yan/ olu: 1/ 16, p=
0.005) mortalite icin bir risk faktori ol@u istatiksel olarak anlamli bulundu.

Hastalarin bakteriyemi 6ncesi hastanedeslsdlresi ortalama 17. 01+ 12. 2 glindi ve bu
surenin mortalite icin risk faktori olgu saptandi (p= 0.027). Bakteriyemi o6ncesi
yogun bakim Unitesinde kalisiresi ortalama 10. 2+ 11. 05 gindi ve bu sirenin
mortaliteye etkili olmady belirlendi.

Bakteriyemi 6ncesi mekanik ventilasyon, trakeostohemodiyaliz, total parenteral
beslenme gibi invaziwlemlerin ve ndtropeninin mortalite igin bir riskki@ri olmadg
goruldd. Yagayan ve 6len hastalardaki invaziv gim sayilari Tablo 4’ de gosterildi.
Hastalarin 29’ unda ventilator gkili pnémoni en sik bakteriyemi oga olarak
belirlendi. Bakteriyemi oda bulunamayan 32 hastada (sggan/ 6lu: 6/ 26, p=0.028)
mortalite orani yiksek bulundu.

Hastalardan izole edileA. baumanniiswlarinin %62’ si disk difiizyon yontemi ile
hem imipenem hem de meropeneme direncli bulunud&8y’ si cgul direncli
bulundu. Hastalarin otuz Uc¢u kan kultirleri alfjadda ampirik olarak karbapenem
tedavisi alilyorduimipenem ve meropenem direnci {gan/ 6lii:26/ 36, p=0.192) ve
cogul direng (yaayan/ 6lu: 15/ 22 p= 0.574) mortalite icin bir rigkktorti olmadg
saptandi. Uygun olmayan ampirik tedavisgygan/ 61i:23/ 53, p=0.016) ve kesin tedavi
(yasayan/ 61i:10/ 53, p= < 0.001) mortalite icin bskifaktort oldgu istatiksel olarak
anlamh bulundu.Acinetobacter baumannidakteriyemisi olan hastalarin verileri Tablo
4 de gosterilnytir.

Tam olumlerin % 63’ U hastaneye yaii ilk 14 guni icinde, % 72’ si ise ilk 30 gin
icinde gerceklgti. Fakat ciddi alt hastali bulunan kgilerde 30 gunlik stre olimlerin
nedenini agiklamak icin oldukca uzun ofduicin calsmamizda 14 gunlik sire ghaa
degerlendirme Olc¢utu olarak kullanildi.
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Tablo 4. Acinetobacter baumanniiakteriyemisi olan hastalarin verileriningami

Hastalarin Ozellikleri Yasayan Ol Toplam P-value®
(n=37) (n=63) (n=100)
Yas (ortalama + S.D.) (y1l) 48.0+18.8 55.4+19.0 52.9+1 0.03
Cinsiyet (erkek/kadin) 17/20 37/26 54/46 AD
Primer hastalik
Hematolojik Malignensi 1 12 13 0.015
Solid TUmor: 3 7 10 AD
Akut Bobrek Yetmezii 6 8 14 AD
Kronik Bobrek Yetmezi 0 6 6 AD
Kronik Karagier Hastalg 2 5 7 AD
Diabetes mellitus 1 16 17 0.005
Konjestif Kalp yetmezii 2 3 5 AD
Koroner Arter Hastall 3 7 10 AD
Kronik obstruktif Akcger 7 10 17 AD
Hastalg|
Bakteriyemi 6ncesi hastanede kal 19.8+12.1 15.3+12.07 17.01+12.2 0.027
suresi (ortalama + S.D.) (giin)
Bakteriyemi balangicinda YBU’ 26 59 76 AD
de kals
Bakteriyemi balangicindan énce 11.2+21.1 9.7£10.4 10.2+11.05 AD
YBU' de kalis suiresi (ortalama *
S.D.) (gun)
Bakteriyemi 6ncesi invaziglem
Herhangi bir cerrahglem 16 19 35 AD
Mekanik ventilasyon 19 43 62 AD
Trakeostomi 4 24 28 AD
Hemodiyaliz 3 12 15 AD
Total parenteral beslenme 22 38 60 AD
Nétropeni (<500/mn) 1 9 10 AD
Bakteriyeminin primer oda
Nosokomial pneumoni 2 3 5 AD
Ventilator ilgkili pndmoni 11 18 29 AD
Uriner sistem infeksiyonu 1 1 2 AD
Santral ven6z kateter enfeksiyonu 8 5 13 AD
Cerrahi sonrasi yara infeksiyonu 11 8 19 AD
Nedeni bulunamayan bakteriyemi 6 26 32 0.02
Uygun olmayan ampirik tedavi 23 53 76 0.016
Uygun olmayan kesin tedavi 10 53 63 <0.0(
Imipenem ve meropenem direnci 26 36 62 AD
Cogul direng 15 22 37 AD
Charlson’s weigted ko-morbidite 1 2 2 AD

indeksi (ortalama)

SD: standart sapmaP-Dezeri: kikare Fisher' in kesin ve Mann-Whitnéy-test,

AD, anlamli dgil
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4.2. Suslarin Duyarlilik Sonuclari
4.2.1. Disk Difuzyon Yo&ntemi

Disk difiizyonyontemi ile %100 ve %41 duyarlihk oranlari ilelistin ve tobramisinin
en etkili antibiyotik oldgu belirlendi. incelenenA. baumanniisuslarinin antibiyotik

duyarlihk durumlariTablo 5’ de gdsterildi.

Tablo 5. Suslarin disk difiizyon ve E- test yontemleriyéntibiyotik duyarlilik durumu

Antibiyotik Disk difizyon E-test

S R* S R*
Imipenem 38 62 34 66
Meropenem 24 76 24 76
Ampisilin/ sulbaktam 17 83 17 83
Sefoperazon/ sulbaktam 31 69 31 69
Tigesiklin - - 100 0
Piperasilin/ tazobaktam 1 99
Sefepim 15 85
Seftriakson 1 99
Sefotaksim 1 99
Siprofloksasin 3 97
Levofloksasin 8 92
Kolistin 100 0
Amikasin 14 86
Gentamisin 11 89
Tobramisin 41 59
Trimetoprim/silfametaksazol 12 88

S: duyarli, R: direngli, *orta duyarli olangar direncli kabul edildi
4.2.2 E-test Yontemi

izole edilen A. baumannii sislarinin imipenem, meropenem, ampisilin/sulbaktam,
sefoperazon/ sulbaktam, tigesiklin icinik4, ve MiKgo deserleri ile MIK araliklarive
duyarlihk oranlari Tablo 6’ de gosterilgtir. E-test yontemi ile sgarin % 34’ nin
imipeneme, % 24’ nin meropeneme, % 100’ nun tides, % 31’ nin sefoperazon/

sulbaktama, % 17’ sinin ampisilin/ sulbaktama daly@dugu belirlendi.
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Tablo 6. Suslarinin imipenem, meropenem, ampisilin/sulbaktaefiggerazon/

sulbaktam, tigesiklin icin NKso ve MiK o dezerleri ile MIK araliklari ve duyarlilik

oranlari

MIK (ug/ mL) Duyarlilik oranlari(%
Antibiyotik Aralik MIK 5o MIK g0 Duyarli Direngli*
Imipenem 0.006- > 32 32 > 32 34 66
Meropenem 0.125- >32 32 > 32 24 76
Tigesiklin 0.125- 2 1 2 100 0
Ampisilin/ sulbactam | 0.25- >256 32 256 17 83
Sefoperazon/sulbactan0.25- 256 32 256 31 69

*orta duyarh olan sglar direncli kabul edildi.

4.2.3 Sinerji Yontemi

A. baumanniiswlarina kagi E-test yontemi ile imipenensefoperazon/ sulbaktaie

meropenemsefoperazon/ sulbaktam kombinasyonlarinin sirtéejektivitesi Tablo 7’

de gosterildi. Bu antibiyotikler arasinda antogtikisktivite bulunmadiimipenem-

sefoperazon/ sulbaktam ve meropenea@foperazon/ sulbaktam kombinasyonlaim

sirasi ile % 43 ile % 49 oranlarinda sinerjistikiate oldugu gorulda.

Tablo 7. E-test yontemi ile imipenemsefoperazon/ sulbaktave meropenem

sefoperazon/ sulbaktam kombinasyonlarieinerjistik aktivitesi.

Kombiasyon Sinerji Kismi sinerji | Aditif Indiferent Antogonist
(£0.5) (>0.5-<1) 1 >1-<4 > 4

IP-CPS 43 22 19 16 -

MP-CPS 49 30 8 13 -

IP-CPS: imipenemsefoperazon/ sulbaktam

MP-CPS: meropenensefoperazon/ sulbaktam
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4.2.4 Cgul Direng

Uc yada daha fazla antibiyotik grubuna ayni andandgii bulunan izolatlar gal ilag
direncli olarak kabul edildi. Buna goresk difiizyon yontemiyle antibiyotik duyarkgi
calisilan 100A. baumannisusunun 37' si ¢gul ilag direncine sahipti.

4.3. MBL enzim Uretiminin gosterilmesi
4.3.1 Fenotipik Testlerle MBL enzim Uretiminin goserilmesi

Calismaya alinan izolatlarin fenotipik olarak MBL uretimm gosterilmesi amaci ile
uygulanan kombine disk testinin uygulanarak yapgahsmada sglarinin imipenem/
imipenem- EDTA kombinasyonu ile %54’ Undejeropenem/ meropenem-EDTA
kombinasyonu ile %59' unda, MBL E-tegintemiyle %51' inde, Modifiye Hodge test
yontemi ile %54" Gnddenotipik olarak MBL Uretildgi gosterildi. Sglarin %45’ nin
kullanilan her u¢ yontem ile de MBL urgtibulundu. Kullanilan fenotipik yontemlerle
pozitif bulunan birer suSekil 1, 2, 3' de gosterildi. Cgimada pozitif kontrol olarak
kullanilan iki MBL enzimi Ureten pozitif sufenotipik yontemler ile pozitif sonuc verdi.
Her U¢ yontemle pozitif sonug veren 45 slisk diflizyon ve E-test yontemi ileem

Imipenem hem de meropeneme direcli bulundu.

Sekil 1. Kombine disk testi ile fenotipik olarak metallothdaktamaz tretimi
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Sekil 2. MBL E-test ile fenotipik olarak metallo-beta-laktamiretimi

Sekil 3. Modifiye Hodge test ile fenotipik olarak metalleth-laktamaz trettimi
4.3.2 Genotipik Yontemle MBL enzim Uretiminin gosteilmesi

Calismaya alinanA. baumanniisuslarinin, blayiy.: ve blaap-1 genleri 6zgul iki farkli
primer kullanilarak in house” PZR metodu ile incelendi. Toplam 15 izblafyp geni,
3 izolatblayim-1 geni agisindan pozitif bulundgékil 4, 5).
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Sekil 4. Jel elektroforez sistemind@ayv-1 geninin incelenmesi

1. Molekiler weight marker, 2. Pozitif kontrol, [Segatif kontrol, 4. 5. 7. Pozitif izolat, 6. Nedatiolat

10..9.: BTt it e

Sekil 5. Jel elektroforez sistemind#avp-1 geninin incelenmest. 10. Molekiiler weight
marker, 2. Pozitif kontrol, 3. Negatif kontrol, 8..6. 7. Pozitif izolat, 8. 9. Negatif izolat.
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5. TARTISMA

Acinetobacter baumanniaerop, hareketsiz, katalaz pozitif, oksidaz negatibn-
fermentatif, gram negatif kokobasildir. Firsat¢i tgpan 0Ozellik gosteren bu
mikroorganizmalar toprakta ve sulardasgyabildisi gibi hastane ortamina yegkrek
personelden veya hastadan hastayasbika ciddi hastane enfeksiyonlarina neden
olabilirler. Son 30 yildir gegispektrumlu antibiyotiklerin yaygin olarak kullamési ve
invaziv igslemlerin daha sik uygulanmasi ile bu bakteri hastartaminda, 6zellikle
YBU ve cerrahi kliniklerinde nozokomiyal enfeksiyatkeni olarak sik izole edilen
bakteriler haline gelmgiir(16, 22-24, 58).

A. baumannibakteriyemisi gelimesinde risk faktorleri olarak ileri yaDM, ventilator
iliskili pnédmoni, yanik enfeksiyonlari, uzun sureli wator destgi, yakin dénemde
cerrahi §lem uygulanmasi, malignensiler, YBU’ de uzun siaésyve uygun olmayan
antibiyotik kullaniminin oldgu ¢ssitli calismalarda bildirilmgtir (59- 61).

A. baumanniienfeksiyonlarinin tedavisinde en énemli problemgegul ilac direncli
kOokenlerin izole edilme oranlarinda artma ve tedavikullanilacak antibiyotik
seceneklerinde azalmadir (38). Caul ila¢ direncli A. baumanniibakteriyemileri
Ozellikle gir sistemik alt hastal olan hastalarda gorilmektedir. Bu hastalardagoék
ko morbid faktoriin bir arada yer almasi bakteriy@mive uygun antimikrobiyal
tedavinin ygam Uzerine etkisinin analiz edilmesini giienektedir. A. baumannii
bakteriyemisinde kaba mortalite orani % 22- 59 1ades rapor edilmektedir (58, 59, 62,
63). Bu calgmalarin cgunda 30 gin icinde meydana gelen mortalitelita
degerlendirme olcitu olarak kullanilgtir (58, 62, 63), fakat bu sire ciddi alt hagtali

bulunan ksilerde mortalite nedenlerini analiz etmek icin ddda uzundur. Bu nedenle
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calsmamizda 14 gunluk sire g¢h@a mortalite dgerlendirme olgiti olarak
kullaniimistir. Tam olumlerin %63’ G 14 gun icinde, %72’ si @@ gun icinde meydana

gelmistir.

Hastanemizde ¢gmaya alinan argik A. baumannikokenlerinin %73’ G ygun bakim
Unitelerinden izole edilmgiir (Tablo 3). Hastanemizde Alp ve ark.” nin (64008
yilinda 41A. baumannisusunun 34’ ni YBU’ den, ikjer tanesini hemotoloji —onkoloji
ve noroloji servislerinden, birer tanesini de nkfjiove yanik Unitesinden izole
etmilerdir. Calsmamizda ise YBU dindaki servislerden 6zellikle hematoloji-onkoloji
servisinden izole edilen susayisi yedidir. Bu veriler hastanemizde baumannii
enfeksiyolarinin sadece YBU’ lerinin problemi olmg&di zamanla dier servislerin de

problemi haline gelebilegeni gostermektedir.

Koprnova ve ark. (61) 15&. baumanniibakteriyemiepizodunda DM’ un, Gruppe ve
ark (50) ise 21%Acinetobactemakteriyemili hastada ileri yan mortalite Gzerine etkili
oldugunu saptamlardir. Calsmamizda ileri ya (55.4+19.0- 48.0-18.8, p= 0.03),
bakteriyemi 0Oncesi hastanede kalsiresi (ysayan/ 6l0=19.8+12.1/15.3+12.07,
p=0.027), hastalarin altta yatan hastaliklarindamatolojik malignensiler (gayan/
0li=1/12, p= 0.015) ve DM’ un (yayan/ 6li=1/16, p= 0.005) mortalite icin bir risk
faktori old@gu istatistiksel olarak anlamli bulungtur. Hastanede kalisiresinin
yasayan hastalara kiyasla 6len hastalarda kisa olmasaumanniibakteriyemisinin
ciddi alt hastafil olanlarda dahagar gelistigi icin hastanede kalisiresinin kisa oldiu

dUstndimistar.

Chen ve ark. (59) invaziv g#m uygulanan hastalarda baumanniibakteriyemisinde
mortalite oranin daha yiksek ofglinu belirlemilerdir. Calsmamizda invaziv
girisimler, notropeni ve enfeksiyon ogla mortalite icin bir risk faktéri olarak
belirlenmemgtir. Bakteriyemi nedeni bilinmeyen hastalarda isertalite orani oldukca
yuksek bulunmgtur (yasayan/ 6li=6/26, p=0.028). Bunun sebebinin hastankkki

yuksek bakteriyel yikle ve direngh. baumanniinin neden oldgu bakteriyemi ile

iliskili oldugu diunulmistir (65). A. baumannii bakteriyemisi olan hastalarin

verilerinin d&ilimi Tablo 4’ de gosterilngtir.

Nozokomiyal Acinetobacterenfeksiyonlari 1970'li yillarda gentamisin, mindsik

nalidiksik asit, ampisilin ve karbenisilin ile tdkessina veya kombinasyonlar halinde
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kullanilarak kolayca tedavi edilebilmekteyken, bilaydan sonra giderek direng arti

gorulmeye bglamistir (1).

A. baumannienfeksiyonlarinin tedavisinde karbapenem grubibigmtikler diger bazi
bakteriyel enfeksiyonlarda (ESBL pozitd. coli, K. pneumoniagP. aeruginosavb.)
oldugu gibi son secenek durumunda giducin karbapenem direncinin ayri bir 6nemi
vardir. Karbapenem direncinden sorumlu mekanizmitamozomal veya plazmid
kaynakli beta laktamaz enzimleriyle antibigmi parcalanmasi, beta laktam
antibiyotigin htcre icine giginin engellenmesi ve penisilin glayan proteinlerde
olusan deisikliklerdir (1- 3, 19). Bu diren¢c mekanizmalari amada en sik goérulen, bu
bakterilerin  Urettikleri karbapenemaz enzimleridiBu enzimlerden Ambler
siniflamasinda sinif B’ de yer alan MBL enzimlegi snif D’ de yer alan oksasilinazlar
(Ozelliklede OXA-51 tiirevleri, OXA-58 ve OXA-23 nednemli grubu olgturmaktadir

( 1-4, 10, 66). Ozellikle YBU’ den izole edileA. baumanniiizolatlari beta laktam
grubu antibiyotiklere kar farkl Glkelerde, farkli hastanelerde ve hattaldyastanenin

farkli Unitelerine gore d@sik oranlarda direng gostermektedir.

Ruiz va ark. (67)ispanya’ da alti yillik siire icinde 153Xcinetobacterizolatinda
yaptiklari diren¢ ardirmasinda, birgcok antibiygie kagl en az iki kati direnc geligi,
imipenem direncinin ise %1.3’ den %80’ e gtigini bildirmislerdir. Ulkemizde 4 yillik
bir periyoda yapilan MYSTIC( The Meropenem Yearlys€eptibility Test Information
Collection) program sonuglarina gére 7A&8inetobactertirininimipeneme %42 ve
meropeneme %48 oraninda direncli @dwsaptanngive bu sglarin tgcte biri test edilen
batin antibiyotiklere kar direncli bulunmgtur (68). Known ve ark. (583. baumannii
bakteriyemili hastalarda mortalite ile karbapeneimrertti arasindaki igkiyi rapor
etmislerdir. Karbapenem dirench. baumanniienfeksiyonlari bitiin dinyada ofglu
gibi bizim hastanemizin de 6nemli bir problemidastanemizde uygun olmayan
antimikrobiyal tedavi kullaniminin yaygin ve karlemem direnc oraninin da yakla
%50 oldgunu bildiren camalar vardir (64, 69). Camamizda izolatlarin %62’ si disk
diftizyon yontemi ile, %66’ si E-test yontemi ilerhemipeneme hem de meropeneme
direncgli bulunmytur. Disk difiizyon yontemi ile izolatlarin %37’ smn ¢ogul direncli
oldugu gosterilmgtir. A.  baumanniibakteriyemili hastalarin 33’ nin, kan kdltdrt
alindginda karbapenem tedavisi altinda @dwsaptanmtir. Karbapenem ve ¢gal ilac

direncinin hasta gkalim lzerine etkisini analiz egtmizde, karbapenem direncinin
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(yasayan/ 6li=26/ 36, p=0.192) ve @d direncin (yaayan/ 6lu=15/ 22, p=0.574)
mortalite Gzerine anlaml etkisinin olm&digoralmtir. Uygun olmayan ampirik
tedavinin (yaayan/ 6li=23/ 53, p=0.016) ve kesin tedavinins@yan/ 6l0=10/ 53, p=
<0.001) mortalite Uzerine istatiksel olarak anlarelkisinin oldgu goralmitar.
Calsmamizda karbapenem direncini yuksek bulmamiZanem beta laktam grubu
antibiyotikler arasinda en yuksek duyagalisahip olan karbapenemlerdir (Tablo 5 ve
Tablo 6). A. baumannienfeksiyonlarinda karbapenemler oldukca duyarigée de,
gelisebilecek direng diiintlerek empirik antibiyotik kullanimlarinda ilk ganek olarak
distinilmemeli, ancak YBU ve riskli hastalarda tercitilraelidir. Bunun dgindaki

durumlarda, antibiyogram sonuclarina gore tedagutgnmalidir.

Ulkemizde izole edilemAcinetobactertiirlerinin %80- 95 kadari genispekturumiu
sefalosporinlere direncli bulunmgtur (70, 71). Uzel ve ark. (72) seftriaksona % 92
oraninda direncin oldiunu, Erol ve ark. (73) %93.3, Alp ve ark. (74) %a@&&aninda
sefepim direnci oldgunu bildirmglerdir. Calgmamizda, sefepime %85, seftriaksona
%99, sefotaksime %99 oranlarinda saptanan diredgmiktde yapilan der
calismalarla uyumlu bulunmyiur (Tablo 6). Yiksek oranda saptanan bu direngriop

antibiyotiklerin hastanemizde siklikla kullaniimaaib&lanmstir.

A. baumanniienfeksiyonlarinin tedavisinde sulbaktam ve taztdbaln antibiyotik
etkinliginin olmasi nedeniyle bunlarin beta laktam grubumnbia antibiyotikle kombine
edilmesinin etkinki arttirac& duisunudlebilir. Ampisilin/ sulbaktam, sefoperazon/
sulbaktam ve piperasilin/ tazobaktam klinik kullagia olan sulbaktam ve tazobaktam
iceren kombinasyonlardir (4, 75). Higgins ve afk5) 115A. baumanniisusuna
sulbaktamin tazobaktam’ dan daha etkli @gou gosterngierdir. Yapilanin vivo
calismalarda A. baumannii suslarina sulbaktam kombinasyonlarinin  bakterisidal
aktiviteye sahip oldgu gosterilmgtir (76, 77). Hastanemizde 2006 yilinda yapilan
calsmada, 41 A. baumannii izolatinin piperasilin/ tazobaktama %98, ampisilin
sulbaktama %63 ve sefoperazon/ sulbaktama %56 rolanidirenc gostergi
saptanmgtir (64). Ulkemizde yapilan gili calismalarda Acinetobacter tirlerinin
piperasilin/ tazobaktama %78-98, ampisilin/ sulbakh %42-95 ve sefoperazon/
sulbaktama %64.7-88 oranlarinda dirence sahip goldgdsteriimgtir (78- 84).
Calsmamizda piperasilin/ tazobaktama %99, ampisilin/lbaktama %83 ve

sefoperazon/ sulbaktama %69 oranlarinda direngnbulgtur. Hastanemizde daha 6nce
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yapilan cakmaya gore beta laktam+ beta laktamaz inhibitoréerirencin artgini
gormekteyiz. Sefaperazon/ sulbaktam kombinasyordirencin dger tclncu kgak
sefalosporinlere gére dahasdl bulunmasi, sulbaktami. baumanniiye bakterisidal
aktivite gostermesi ile agiklanmaktadir.

Florokinolonlar Ulkemizde kullanima girdikten sonfazla miktarda ttketilmeye
baslanmstir. Yapilan ¢cakmalardaA. baumanniiswlarinin bu antibiyotiklere %32. 5-
100 oraninda dirence sahip ofgubildiriimektedir (73).Ispanya’ da 1991- 1996 yillari
arasinda yapilan bir cginada 1532Acinetobacternizolatinin siprofloksasin direncinin
%54.4’ den %90.4’ e yukselglisaptanmytir (67). Hastanemizde 2004 yilinda yapilan
calismada 114A. baumanniisisunun siprofloksasine %74.7 oraninda direncli gldu
gosterilmitir (74). Bu ¢algmada siprofloksasine %97 ve levofloksasine % 92ioda

direng bulunmstur.

A. baumannii Bfeksiyonlarinin tedavisinde sik kullanilmalari sounda
aminoglikozidlere direng gaiimi artmaktadir. Ulkemizde yapilan bircok gatada bu
grup antibiyotiklere direncin oldukca yuksek odduve bu grup antibiyotiklerden ise en
etkilisinin tobramisin oldgu bildirilmistir (80, 83, 82). Alp ve ark. (74) lari
hastanemizde daha dnce yaptiklari birsgaada amikasine %67.3, tobramisine %14.9
oranlarinda direncin oldgwnu bildirmglerdir. Calsmamizda tobramisine %59,
amikasine %86, gentamisine %89 oraninda direnc asapitir. Test edilen
aminoglikozidler arasinda tobramisind. baumanniiswlarina en etkili antibiyotik

oldugu gorulmitar.

Ulkemizde yapilan ggtli calismalarda trimetoprim/ sulfametoksazol igin direnardari
%70- 84 olarak bildirilmgtir (73, 81, 82). Cajmamizda %88 diren¢ orani ile
trimetoprim/ sulfametoksazol’ UrA. baumannii enfeksiyonlarinin tedavisinde bir

secenek olmaktan uzak ofglugorilmektedir.

Eski bir ilag olan kolistin, gram negatif bakterite dis membranlarindaki anyonik
lipopolisakkarid molekdller ile elektrostatik gkiye girmek suretiyle hiicre membranini
bozarak etki gosterir. Ciddi yan etkisinden dol&yllanimi kisitlanmy olan bu ilag,
sadece kolistine duyarl garin ortaya ¢ikmasi ile tekrar gindeme getmi(5, 25).
Koomanachai ve ark. (5) lan gal direncli A. baumannii nin neden oldgu
enfeksiyonlarda kolistin kullanan hastalarda madabraninin % 46.2, kullanmayan

hasta grubunda ise %80 ofgunu goOstermierdir. Bakteriyemi ile seyreden
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enfeksiyonlarda %66- 88 arasinda klinik yanit algtim Yapilan cakmalarda
kolistinin tek baina kullanilamayagani mutlaka bgka bir antibiyotik ile birlikte
kullaniimasi gerek@i belirtilmistir (5, 26, 28). Bu cagmada tim sglar kolistine
duyarli bulunmstur. Ulkemizde bu ilacin piyasada bulunmamasindalaya kolistin
sadece bir hastada kullaniwe hem klinik hem de mikrobiyolojik kari sglanmstir.

Glisilsiklin derivesi olan tigesiklin, gaul direncli A. baumanniikbkenlerinein vitro
etkili bir antibiyotiktir. Yapisal olarak tetrasiklere benzerlik gostemesine kar
tigesiklin, tetrasikline kar bakterilerin gektirdigi direng mekanizmalarindan
etkilenmezler. Tetrasikline 6zgl pompa mekanizmigesiklin icin zayif substrat
Ozelligi gostermektedir. Ayrica bakteri ribozomlarinda rasiklin ba&lanmasini
engelleyen proteininin neden ofglu desisikliklerden tigesiklin etkilenmemekte ve
ribozomlara bglanabilmeyi sdrdirebilmektedir (85). Bolmstrom vek.a (86)
A. baumanniive diger bakterileri de kapsayan ¢cok merkezli bir gahda bakterilerin
tigesikline olan duyarhlik durumunu CLSI’ nin Odedi sivi mikrodilisyon ve agar
dilisyon yontemi ile E-test yontemini kadastirmislar ve E-test ile standart yontemler
arasinda duyarhlik sonuglari acisindan fark olad gostermilerdir. TEST
(Tigecycline Evaluation and Surveillance Trial) igadasinda 2902A. baumannii
susunun tigesiklin icin MK oo degeri 1pug/mL olarak bulunmgur (87). Zer ve ark. (88)
YBU’ den izole edilen 62A. baumanniisusunun tigesikline %80.64’ nun duyarl,
%12.90’ nin orta derecede duyarl, %6.45" nin difemldugunu ve MKso, MiKgg
degerlerini sirasli ile 1ug/mL, 4 pg/mL olarak gostegerdir. Calsmamizda tim sgar
tigesikline duyarl bulunmgur (Tablo 5). Ulkemizde tigesiklinin kullanim onasadece
intraabdominal ve cerrahi sonrasi geti yumgak doku enfeksiyonlarinda olgu icin
ilac her enfeksiyonda kullaniimamaktadir. Bu sebegalsmamizda sadece bir hastada
kullaniimis ve klinik yanit alinmgtir. Dinyada ve ulkemizde az da olsa tigesikline
direncli A. baumanniisuslari bildiriimektedir. Ileride daha yiiksek direng oranlarinin
gelismemesi icin uygun endikasyonlarda ve hatta komlmashalinde kullaniimasi

yararl olabilir.

Bu calgmaya alinanA. baumannii silarinin imipenem, meropenem, ampisilin/
sulbaktam antibiyotiklerine kgir duyarliliklari hem disk difizyon hem de E-test

yontemiyle cakilmistir. Her iki yontemin duyarliik sonuclari uyumlwlbinmutur.
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izole edilen 4A. baumannisusu E-test yontemi ile imipeneme direncli bulunurldisk

diftizyon yontemi ile duyarli oldiu gosterilmgtir.

Calismamizdaki duyarlilik sonugclarini, hastanemizde déinaeki yillarda yapilan
calisma verileri ile kagilastirdigimizda A. baumanniiswlarinin kolistin ve tigesiklin
hari¢c dger antibiyotik gruplarina kar diren¢ oranlarinin artmioldugu gortulmektedir.
A. baumanniiizolatlarinda tobramisin ve karbapenem duya&rhin nispeten yiksek
oldugunu, ancak oOnceki yillarda daha yiksek olan duyarbranlarinin ¢ok dgiik

degerlere indgi gorilmektedir. Karbapenem duyariindaki bu digis A. baumannii
enfeksiyonlarinin tedavisinde bu ilacin ileriki Igrida iyi bir secenek olmayagal

gostermektedir.

Cogul direncli A. baumanniienfeksiyonlarinin tedavisinde hemsaayi sglamak hem
de direng gedimini 6nlemek amaciyla kombine antibiyotik kullani@nerilmektedir
(24). Bu sglarin meydana getirdi enfeksiyonlarinin tedavisinde alternatif olmasi
amaclyla karbapenem/ sulbaktam antibiyotik komhjoakrinin sinerjistik aktivitesini
arggtiran bircok cakma yapilmgtir (89- 92). Kiffer ve ark. (92) 48\. baumannii
swunda meropenem ve sulbaktam arasindaki antibiyetilesimini dama tahtasi
yontemi ile argtirmislar, izolatlarin meropenem ve sulbaktam icirik¢y dezerlerini
sirasiyla 1pg/mL ve 1pg/mL, Mg, deserlerini ise 8ug/mL ve 32 pg/mL olarak
bulmulardir. Bu kombinasyon slarin %29. 2’ sinde sinerjistik, %47. 9’ unda kism
sinerjistik ve %6. 2’ sinde ise antogonistik etldstermgtir. Ko ve ark. (91) cgul
direncli bir A. baumanniisisunun meropenem/ sulbaktam kombinasyonuna siné&rjisti
etkiye sahip oldgunu gosternsierdir. Ayni argtirmacilar, farelerdeki intraperitoneal
enfeksiyonunun tedavi karisinin meropenemi ve sulbaktami ayri ayri veedikble
%35 oldwgunu, kombine kullaniminda ise busbanin %87 oldgunu gostermierdir.
Choi ve ark. (89) ikisi ¢gul ila¢ direngli, biri IMP- 1 tipi MBL enzimine sap 4
A. baumanniisisunda imipenem/ sulbaktam kombinayonun sinerjiskitviteye sahip
oldugunu bildirmilerdir. Song ve ark. (90) imipenem ve sulbaktanm i¢fiKsg
degerleri sirasiyla 32 pg/mL ve 16 pg/mL,iKbo deserleri ise 32 pg/mL ve 32 pg/mL
olan 43 A. baumannii sssunda imipenem/ sulbaktam kombinayonun vitro
aktivitelerinin etkili oldgunu saptamlardir. Calsmamizda 10@\. baumanniisuisunun
imipenem, meropenem ve sefoperazon/ sulbaktamiystilderi icin sirasi ile MKso

degerleri 32 pg/mL, 32 pg/mL ve 32 pg/mL,iKko deserleri ise > 32 pug/mL, > 32
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ng/mL ve 256 pg/mL olarak bulunmgtur. Bu izolatlarin, imipenem ve sefoperazon/
sulbaktam kombinasyonuna kar%43’ U sinerjistik, %22’ si kismi sinerjistik, 8’ u
aditif, %16’ si indiferentaktiviteye sahip oldgu gdsterilmgtir. Meropenem ve
sefoperazon/ sulbaktam kombinasyonuna ise %49’ nerjstik, %30° u kismi
sinerjistik, %8’ si aditif, %13’ U indiferenaktivite gosterdii saptanmgtir (Tablo 7)
Swlarin her iki kombinasyonlada antogonistik etkilgminin olmamasi, hastanemizde
cogul direncli A. baumanniienfeksiyonlarinin tedavisinde karbapenem- sefaoera
sulbaktam kombinasyonun iyi bir se¢im olabilgioe distindUrmigtar.

Ambler siniflamasina goére molekiler sinif B’ de, sBu Jacoby ve Medeiros
siniflamasina goére fonksiyonel sinif 3'de yer aMBL enzimine sahipA. baumannii
swlarl aztreonam hari¢ butiin beta laktam antibiyetiklhidrolize ederek direng
kazanirlar. Bu enzimlerin en 0Onemli 0Ozellikleri @&ktbolgelerinde c¢inko iyonu
bulundurmalari nedeniyle EDTA, MPA, SMA gibi metalatdrlerle inhibe olmalari,
buna kagilik sulbaktam, tazobaktam ve klavulanik asit gibeta laktamaz
inhibitorleriyle inhibe olmamalaridir. Gram negabékterilerde IMP, VIM, SPM-1 ve
GIM-1 olmak tzere dort farkli grup altinda toplardBL’ lerden en fazla IMP ve VIM
tipi enzimler saptanmaktadir. MBL enzimlerinin im@&hden sorumlu olan MBL
genleri, integron Uzerindeki hareketli gen kasett#e yer almakta ve bu nedenle farkl
gram negatif bakteri tlrleri arasinda hizla yayitab potansiyeli tsamaktadir (10).
Ayrica bu enzime sahipA. baumannii swlari, gelstirdikleri farkh direng
mekanizmalariyla beta laktam olmayan ilaglara ddikda direng gostermektedirler
(93). Yaam! tehdit eden ciddi infeksiyonlara neden olan baumanniisularinda
giderek artan karbapenem direncinin ve MBL uretimibelirlenmesi, hem hastalara
optimum tedavinin uygulanabilmesi hem de direnclg@mn hastane ortamindaggir
bakteri turlerine aktariima olasilnin 6nlenmesi acgisindan 6nemlidir. Fakat MBL
enzimlerinin varlginin aratiriimasi icin CLSI dokimanlarinda 6nerilen stamdair
yontem hendz bildiriilmemektedir. Duyarlilik testlese MBL Uretimini gostermek igin
yetersiz kalmaktadir (94)Rutin laboratuarlarddMBL enzimine sahipA.baumannii
suslarinda bu enzimlerin gosterilebilmesi icin hem ddyigl hem de 6zgullgl yuksek
uygulamasi kolay olan fenotipik metodlarin bulunmgerekliligi ortaya ¢ikmgtir. Bu
amacla kombine disk difflizyon testi, Modiflye Hodtgsti ve MBL E test yontemi
tarama testleri olarak kullaniimak tzere 6zgulli& duyarhilik calmalari surekli
aragstirlmaktadir ve sonuglar PZR sonugclar ile skastiriimaktadir. Bu ¢agmalarin
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bazilari olumlu sonuclar vergiibazilari da yalanci pozitiflin yiksek oldgunu
gostermgtir. Tabii ki, farkh Ulkelerde farkli MBL prevalatarinin bu sonuclar
Uzerindeki etkisi buyuktir. MBL enziminin tayinindgygulanan fenotipik testlerin
blayuk bir c¢g@unlugu, enzimin metal selator tarafindan inhibisyonu temeline
dayanmaktadir. Metagelator, enzimin aktif bélgesindeki ¢inko iyonunaglaamarak
aktif bdlgeden cinko iyonunun ayrilmasina yol actadk. Bu prensibe dayanan
fenotipik testlerden bir tanesi kombine disk diffon testidir. Eun-Jee ve ark. (94) 2003
yilinda imipeneme ve/veya seftazidime direnBliaeruginosave A. baumannii
izolatlarinda MBL enzimini géstermek icin kombineskl diffizyon testini uygulangi
ve sonuclan PZR analizi ile @mlamslardir. Bu aratirmacilar, kombine disk
diffizyon testinin VIM benzeri enzim dreten izoktin fenotipik tanisindaki
duyarhliginin  %93.9 oldgunu belirtirken, IMP benzeri enzim Ureten izolattar
fenotipik tanisinda Barisiz oldgunu bildirmglerdir. Yong ve ark. (48) gmnlugu
VIM-2 (reten MBL-pozitif Pseudomonawye Acinetobacterizolatlarinda imipenem-
EDTA kombine disk diffizyon testini agmrmislar, 750 ve 1000/ ug EDTA iceren
farkl iki kombine disk hazirlamglardir. 750/ pg EDTA iceren diskin kullanifg
yontem tim MBL UreteriPseudomonadari ayirt edebilmg ve Acinetobacter spagin
duyarlihgr ve 6zgulliga, sirasiyla, %95.7 ve %91 olarak buktandir. Bu calgmada
imipenem-EDTA kombine disk metodunun basit ve ofgukduyarli oldgu,
Ozgulligiinin Pseudomonas sppgin mikemmel,Acinetobacter sppicin iyi oldugu
gorilmektedir. Yan ve ark.(49) 2004 yilinda yaychkdari raporda ise, kombine disk
diffizyon testininP.aeruginosave A. baumanniiizolatlarinda MBL’ nin fenotipik
tanisindaki duyarhginin %87, 6zgullginin ise %96.7 oldiunu bildirmilerdir. MBL
ureten izolatlarda imipenem M degeri < 4 pg/ mL ise kombine disk difiizyon testinin
uygulanamayaga vurgulanmgtir. Diger taraftan MBL ireten ve imipenemiKidegeri

> 4 upg/ mL olan izolatlarin hepsi kombine disk d#yon yontemi ile
tanimlanabilmitir. Ulkemizde Altoparlak ve ark. (95), karbapenenal direngli 40P.
aeruginosave A. baumanniiswunun imipenem- EDTA kombine disk diffizyon
yontemi ile 22 (%55)' sinde pozitiflik bulmlardir. Fakat genotipik yontemlerle
dogrulama cakmasi yapmamnglardir. Aktg ve ark. (96) imipenem, meropenem,
seftazidim ve aztreonam’ a direncli A1 baumanniizolatinda 0.5 M EDTA solusyonu
eklenerek hazirlanan imipenem kombine disklerle MBEtimini gosterirken PZR ile
gosterememnlerdir.
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MBL E-testseritleri, MBL'’ lerin fenotipik olarak belirlenmesde kullanilan dier bir
testtir. Ticari olarak bulunabilen E-test ayni zawha kolay uygulanma 6zellne de
sahiptir. E-tesgeridinin Uzerinde, bir tarafta imipenemgdr tarafta ise imipenem ile
birlikte EDTA bulunmaktadir. En buyik dezavantanjpeneme orta direncli ve duyarli
izolatlarda MBL belirlenmesinde uygun olmamasitalsh ve ark. (2) 2002 yilinda
yaptiklari bir cagmada, daha 6nce MBL enzimine sahip @dubelirlenmg ve
imipenem MK degeri > 4 pg/ mL olan izolatlarin biyik bir ganlugunun E-test ile
pozitif sonu¢ verdiini rapor etmgler ve MBL E- test duyarh@ini %94 ve 6zgullginu
%95 olarak bildirmglerdir. Yan ve ark. (49) 2004 yilinda yaptiklarr balsmada, MBL
Urettigi bilinen Pseudomonas sppve A. baumannii suslarinda MBL E-testin
duyarliligini %87, 6zgullgini %100 olarak belirlersierdir. Kiffer ve ark. (92) 48A.
baumanniiizolatinin altisinda MBL vagini gostermilerdir. Lee ve ark.(97) 2005
yihinda bla-/ ve bla-yp genlere sahip olaAcinetobacter sppizolatlarida bu testin
duyarliliginin %100 oldgunu bildirmglerdir. Toraman ve ark. (98, 99) larinin yapti
iki ayr calsmada daA. baumanniiswlarinda MBL E-test yontemiyle MBL vagini
gostermgler ancak PZR ile MBL enzim genlerini gt@mamslardir.

MBL enzimlerin fenotipik olarak belirlenmesindegdr bir test ise Modifiye Hodge
Testi’ dir. Bu testin prensibi, imipeneme duyardar bir E. coliizolatinin MBL Ureten
bir bakterinin varlginda, enzim tarafindan imipenemin hidrolize olmasdeniyle
ureme kabiliyetini tekrar kazanmasina dayanmaktdde ve ark. (11) 1995- 1999
yillari arasinda imipeneme diren&li aeruginosave Acinetobacter sppzolatlarinda bu
yontemi uygulamglar ve PZR sonuclar ile katastirdiklarinda testin duyarlgini
%100, 6zgullglini ise %88 olarak bulmlardir. Yapilan dier calsmalarda Modifiye
Hodge testi icin nadir yalanci pozitiflikler rapedilmis ve bunun imipenem diskine
veya Mueller-Hinton agara ¢inko sulfat ilavesidiegellenebilegg bildirilmi stir(13).

Calismamizda 0.5 M EDTA solusyonu eklenerek hazirlamaipenem ve meropenem
kombine diskleri kullanilngtir. Sularin imipenem/ imipenem- EDTA kombinsyonu ile
%54’ inde,meropenem/ meropenem-EDTkdmMbinsyonu ile %59' unda MBL Uredti
gosterilmitir. iImipenem/ imipenem- EDTA kombinsyonu ile MBL enzimirsahip
swlarin hepsi hem imipeneme hem de meropeneme dir@metopenem/ meropenem-
EDTA kombinsyonu ile MBL enzimine sahip garin hepsi meropeneme direcli iken 4’

U imipeneme duyarl bulunmswr. izolatlarin %51’ inde MBL E-test, %54’ unde
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Modifiye Hodge test yontemi ile MBL Uretimi fenotkpolarak gosterilmgtir ve her iki
yontemle de pozitif olan slarin hepsi karbapenemlere direncli bulugimu Her Uc¢
fenotipik yontemle MBL Uretimi gOsterilen 45 izalat1l5’ inde blajpe geni, Gg¢tunde

blayiy geni PZR ile belirlenngtir.

Bugiine kadar dunyanin g#i Ulkelerinde ve ulkemizdeA. baumanniiizolatlarinda
MBL enzimini gosteren calmalarin cg@unlugu fenotipik yontemler kullanilarak
yapilimstir. Halen MBL tanisinda standart bir test olmamasatirmacilari duyarlikgi

ve 0Ozgulligl en yiksek testi bulma cabasina yoneltimi Yapilan calgmalarin
bazilarinda, fenotipik testlerin MBL tayinindeki yhrlik ve o6zgullukleri
belirlenmitir. Bu calsmalarda, cadilan izolatlarda var olabilecek tim MBL
enzimlerinin saptangi disundlmektedir. Bizim ¢cagjmamizda ise, ¢agllan izolatlarda
varolabilecek tim enzim tipleri saptanangadicin fenotipik testlerin duyarliik ve
Ozgulluklerinin verilmesi uygun gérulmestir. Bunun yerine fenotipik test sonuclari ve
PZR analizi sonucunda pozitif bulunan izolatlar balmarak tartilmistir. Ayrica
A. baumanniiswlarinda karbapenem direncine MBL Uretiminin sorurolabilecei
gibi OXA turi beta laktamazlarin ve géir diren¢ mekanizmalarinin da neden

olabilecgi dustinilmektedir.
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6. SONUCLAR

Cogul ilag direncliA. baumannibakteriyemisi genellikle YBU’ de goriilmektedir ve
yuksek mortaliteye neden olmaktadir. Bu enfeksiganl 6nlenmesi igin, risk faktorleri

saptanarak etkin enfeksiyon kontrol programlaruygulanmasi gerekmektedir.

izole edilenA. baumanniisuslarinin kolistin ve tigesiklin hari¢ birgok antitmtige

yuksek direng oranlari gostegdi karbapenem grubu antibiyotiklere de dnceki yidla
kargilastirildiginda  duyarligin  azalmakta oldiu saptanngtir. Bu nedene
antibiyotiklerin kontrollii ve akilci bigekilde kullaniimasi dnem g¢amaktadir. Aksi

halde ¢@ul direncliA. baumanniswlarinin yerini tam direncli sgar alacaktir.

Calismamizda izolatlarin karbapenem- sefoperazon/sidbakibmbinasyonuni vitro
sinerji oranlarin yuksek olmasi ve antogonistikilegkmlerinin olmamasi nedeniyle bu
kombinasyonun ggul direncli A. baumanniienfeksiyonlarinin tedavisinde iyi bir se¢im

olabilecgini disUndurmigtar.

MBL Ureten A. baumanniienfeksiyonlarinda tedavi seceneklerinin sinirimai
nedeniyle, MBL (reten izolatlarin hastane ortamingeyilmasini engellemek ve
tedaviye yon vermek amaciyla bu izolatlarin klimkikrobiyoloji laboratuarlarinda

hizli, kolay ve guvenilir testler ile tanimlanabési cok 6énemlidir.

Ulkemizde A. baumanniiizolatlarinda MBL varlgini argtiran calgmalarin ¢gu
fenotipik yontemlerle yapilngtir ve sonuclar molekiler yontemlerle g@olanmamgtir.
Sadece bir ¢calmada her iki yontem uygulangnve PZR ydntemiyle MBL vardi
gosterilememtir. CalismamizdaA. baumannisuslarinda PZR ile MBL enzim genleri
gosterilmitir. Sonuclarin molekiler yontemlerden altin stahddarak kabul edilen

sekanslama yontemi ile degtalanmasi planlanmaktadir.
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