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OZET

COGUL iLAC DIiRENCLi ACINETOBACTER BAUMANNII iZOLATLARININ PULSED-

FIELD GEL ELECTROPHORESIS iLE KLONAL iLiSKiSiNiIN ARASTIRILMASI

Giris ve Amac: Bu calisma ile, yogunbakim {initelerinde yatan hastalardan izole
edilen A. baumannii suslarinin antibiyotiklere diren¢ oraninin saptanmasi ve hastane
enfeksiyonu etkeni ¢oklu ilag¢ direncine sahip izolatlarin klonal iliskisinin, pulsed-field jel

elektroforez (PFGE) yontemi kullanilarak gosterilmesi amaglandi.

Gere¢ ve Yontem: Yiziinci Yil Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi;
Anesteziyoloji ve Reanimasyon Yogunbakim Unitesi (AYBU), Gogiis Hastaliklari
Yogunbakim Unitesi ve Pediatri Yogun Bakim Unitesi’ nde Ocak 2010-Ekim 2011
tarihleri ve AYBU’de Temmuz-Kasim 2012 tarihleri arasinda takip edilen, A. baumanii ile
olusan, Ventilatdr iliskili Pndmoni (VIP) ve Primer Kan Dolagimi Enfeksiyonu (PKDE)

tanist alan 69 hasta ve ayni1 sayida izolat ¢alismaya alindi.

Bulgular: Hastalarin 63 (%91) tanesi VIP, 6 (%9) tanesi ise PKDE tanis1 almist1.
Tiim hastalara YBU vyatis1 boyunca en az iki invaziv girisim uygulanmisti. Uriner
kateterizasyon (%100), mekanik ventilasyon (%94,2) ve periferik venoz kateterizasyon
(%91,3) en sik uygulanan invaziv girisimlerdi. Antibiyotik duyarliliklar1 imipenem,
kolistin ve tigesiklin i¢in E-test, diger antibiyotikler i¢in disk difiizyonla calisildi. Tiim
suglar icin en etkili antibiyotik kolistin (%98,6) idi. Daha sonra tigesiklin (%97,1) ve
levofloksasin (%69,6) gelmekteydi. Suslarin tamami seftriakson, piperasilin/tazobaktam,

sefotaksim, meropenem ve imipeneme direncli bulundu.
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A. baumannii izolatlarmmin Apal ile kesilen genomik DNA’sina yapilan PFGE
analizi ile, 69 A. baumannii susunun 62 (%89,9)’sinin kiime i¢inde oldugu saptandi. Bu
suslar 16 kiime icinde yer almakta idi. Suslarin 7 (%10,1)’s1 6zgiil PFGE profili gosterdi ve

suglar arasinda 23 pulsotip saptandi.

Sonug¢: Cogul ilag direngli A. baumannii izolatlarinin kiimelesme oraninin yiiksek
bulunmasi ve benzer genotipteki izolatlarin farkli iinitelerdeki hastalardan izole edilmesi
bu bakterinin hastanemiz YBU’ lerinde endemik duruma gectiginin gdstergesidir. Onlem
alinmadig1 takdirde A. baumannii uzun yillar boyunca hastanelerde kalabilmekte ve
hastalar arasinda kolaylikla bulas olabilmektedir. Ozellikle ¢apraz bulasn dnlenmesi icin

enfeksiyon kontrol programlarinin gerekliligi ve 6nemi bir kez daha vurgulandi.

Anahtar kelimeler: A. baumannii, direng, PFGE, klonal iliski,
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SUMMARY

THE INVESTIGATION OF CLONAL RELATIONSHiP AMONG MULTIiPLE DRUG
RESISTANT ACINETOBACTER BAUMANii ISOLATES WITH PULSED-FIELD GEL

ELECTROPHORESIS

Introduction and Aim: With this study, the detection of the resistance rates of A.
baumannii strains isolated from the patients in the intensive care units to the antibiotics and
the demonstration of the clonal relationship of the isolates with multi-drug resistant of the
factor of nosocomial infection were aimed by using the method of pulsed-field gel

electrophoresis (PFGE).

Material and Method: At the Medical Faculty Hospital of Yuzuncu Yil
University, 69 patients followed between January 2010-October 2011 at the Intensive Care
Unit of Anesthesiology and Reanimation (ICUAR), Intensive Care Unit of Chest Diseases
and Pediatric Intensive Care Unit and July-November 2012 at ICUAR and the same
number of isolates formed with A. baumanii, Ventilator Associated Pneumonia (VAP) and

diagnosis of Primary Bloodstream Infection (PBI) were enrolled to the study.

Findings: 63 (91%) of the patients were diagnosed with VAP and 6 (9%) of them
with PBI. At least two invasive interference had been performed to the all patients during
the staying at the ICU. Urinary catheterization (100%), mechanical ventilation (94.2%) and
peripheral venous catheterization (91.3%) were the most frequently performed invasive
interferences. Antibiotic susceptibilities to imipenem, colistin and tigecycline were studied
with the E-test and to the other antibiotics with the disk diffusion. Colistin was the most

effective antibiotic for all of the strains (98.6%). Then, tigecycline (97.1%) and

VIl



levofloxacin (69.6%) were in the second place. All of the strains were resistant to

ceftriaxone, piperacillin/tazobactam, cefotaxime, meropenem and imipenem.

With the PFGE analysis of A. baumannii isolates performed to the genomic DNA
cut with Apal, it was found that 62 of the 69 A. baumannii strains (89.9%) were within the
cluster. These strains were located within 16 clusters. 7 of the strains (10.1%) showed the

profiles of specific PFGE and 23 pulsotip were detected among the strains.

Result: Being high of clustering rate of multidrug-resistant A. baumannii isolates
and isolating the isolates in similar genotypes from the patients in different units is the
indicator of these bacteria to be endemic situation in the ICUs of our hospital. If
precautions are not taken, A. baumannii has been able to remain in the hospitals for many
years and can be easily transmitted among the patients. Especially for the prevention of
cross-contamination, the necessity and importance of infection control programs have once

again emphasized.

Key Words: A. Baumannii, resistance, PFGE, clonal relationship



1. GIRIS VE AMAC

Acinetobacter cinsi bakteriler zorunlu aerop, hareketsiz, non-fermentatif, Gram-
negatif ¢omaklardir (1). Acinetobacter tiirleri dogada toprak, bitkiler, su ve yiyeceklerde
saprofit olarak serbest yasayabilmektedirler (2, 3). Hastane ortaminda uzun siire canli
kalmasi, farkli 1s1 ve pH derecelerinde yasayabilmesi, kuru ortamlara dayanikli olmasi ve
hastadan hastaya kolaylikla bulasabilmesi nedeniyle son yillarda A. baumannii YBU’de
giderek artan oranda HE’ye neden olmaktadir. Ayn1 zamanda antimikrobiyallere karsi
kolaylikla direng gelistirebilmesi nedeniyle kontrolii zor epidemilere yol acabilmektedir
(4). Hastaneye yatan hastalarda solunum yollar1 kolonizasyon ve enfeksiyon agisindan en
onemli yerlesim yeridir (2, 4). Ayrica deri ve gastrointestinal sistem kolonizasyonuda
Oonemli oranda tespit edilmistir (5, 6). Hastanelerin mobilya ve ekipmanlar1 gibi ¢evresel

ortamlarda ikincil rezervuar yerleridir (4, 7).

A. baumannii’ nin antibiyotik direnci yillar icinde tiim diinyada artis
gostermektedir. Avrupa da karbapenem direnci % 50-85 oranlarinda iken, {ilkemizde bazi
merkezlerde bu oran %90’larin iizerine ¢ikmustir (8-14). A.baumannii 6zellikle girisimsel
tan1 ve tedavi araglarmin yogun bir sekilde kullanildigi YBU’de yatan hastalarda, sorunlu
enfeksiyonlara yol agmaya devam eden firsatg1 bir patojendir. Son {i¢ dekatta pndmoni,
idrar yolu enfeksiyonu ve cerrahi alan enfeksiyonlarinda goriilme sikligi artan tek Gram-

negatif bakterinin A. baumannii oldugu tespit edilmistir (15).

Yiiziincii Y1l Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde 2009-2010 yillar1 arasinda
hastane enfeksiyonu oran1 % 3,5 olarak bulunmus ve hastane enfeksiyonlarina yol agan

mikroorganizma dagiliminda A. baumanni’ nin ilk sirada oldugu tespit edilmistir (16).



Bugiin iilkemizde bir¢ok merkezde A. baumannii ile olusan hastane enfeksiyonlari
ilk sirada yerini korumakta ve giderek daha fazla oranlarda tespit edilmektedir (17-22). En
sik alt solunum yolu enfeksiyonlarina neden olurlar. Bir¢ok ¢alismada ventilatorle iliskili
pnomoni ve kateterle iliskili kan dolasimi enfeksiyonlarinin en sik nedeni olduklar
gosterilmistir (16-18). Travma, mekanik ventilasyon, trakeotomi, invaziv girisimler, ¢oklu
antibiyotiklere maruz kalma ve direng¢li mikroorganizmalarla kolonizasyon gibi nedenler

hastane kokenli A. baumannii enfeksiyonlarin artmasindaki baslica risk faktorleridir (23).

Acinetobacter tiirlerinin, 0&zellikle ¢ogul ilag direngli olanlarinda tedavi
seceneklerinin kisith olmasi, kolonizasyonun genelde enfeksiyona dnciiliik etmesi, siklikla
Oonlenmesi zor salginlara neden olmasi ve yiiksek mortaliteden dolayr Acinetobacter
enfeksiyon/kolonizasyonu igin risk faktorlerinin belirlenmesi ve bu risk faktorlerine

yonelik 6nlem alinmasi biiylik 6nem tagimaktadir.

Gegmiste farkli kaynaklardan izole edilen nozokomiyal patojenlerin arasindaki
epidemiyolojik iligkilerin belirlenmesi, fenotipik karakteristiklerinin karsilastirilmasina
dayandiriliyordu. Bu yaklagim molekiiler analiz uygulamalarindaki gelismeler 1s181nda son
lic dekatta hizli bir sekilde degisim gostermeye basladi (24-27). Ozellikle direncli suslarin
molekiiler epidemiyolojik metodlarla klonal diizeyde silirveyansi, yeni ve daha etkin
kontrol tedbirlerinin gelistirilmesine 1s1k tutacak, mevcut kontrol tedbirlerinin de gézden

gecirilerek revize edilmesine sebep olacaktir.

Giintimiizde kullanilan bircok molekiiler yontemin yaninda, A. baumannii’nin
genotiplemesinde Pulsed-Field Jel Elektroforez (PFGE) tekrarlanabilirligi ve yiiksek ayrim
giicii gibi ozellikleri nedeniyle altin standart yontem olarak kabul gérmiistiir. Bu yontemi

uygulamada egitimli personel gereksinimi, 6zel ekipman ihtiyaci, uzun ve mesakkatli siiren
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islemlere sahip olmasi ve sonuglarin degerlendirilmesinde standardizasyonlarin heniiz

saglanmamis olmas1 yontemin dezavantajlarindandir.

Bu ¢aligma ile, hastanemiz yogunbakim tinitelerinde yatan hastalardan izole edilen
A. baumannii suslarmin antibiyotiklere direng oraninin saptanmasi, yillar iginde gelisen
direng artislarinin izlenmesi, ¢ogul ilag direncli olan suglarin PFGE ile genotiplemesinin
yapilarak suglar arasinda klonal iliskinin olup olmadiginin belirlenmesi, bu sonuglar ile
hastalarin epidemiyolojik ve klinik verileri degerlendirilerek A.baumannii ile olusan
hastane kokenli enfeksiyonlar i¢in risk faktorlerinin belirlenmesi, mortalitesi ve maliyeti
yiiksek olan bu enfeksiyonun 6zelliklerinin incelenmesi ve dnlenmesi i¢in degerlendirme

yapilmas1 amaglanmuistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Acinetobacter Cinsinin Genel Ozellikleri

Acinetobacter cinsi bakteriler zorunlu aerop, hareketsiz, non-fermentatif, oksidaz
negatif, katalaz pozitif, daha ¢ok kokkoid formda, Gram-negatif ¢omaklardir. Neisseria,
Pseudomonas ve Moraxella gibi diger Gram-negatif organizmalardan oksidaz negatif
olmasi ile ayirt edilebilir. Boyanma &zelliginden dolayr Gram-negatif veya Gram-pozitif
kok olarak goriilebilir. Acinetobacter tiirlerinin 6zellikle pozitif kan kiiltiir siselerinden
hazirlanan direkt yaymalarda gram pozitif kok goriiniimiinde olabilecegi ve bu konuda
klinik mikrobiyologlarin dikkatli olmas1 gerektigi vurgulanmaktadir (1, 28). Morfolojik
Ozellikleri mikroorganizmanin iireme fazina gore degiskenlik gostermektedir. Secici
olmayan agarda sabit lireme fazinda kokobasil formu baskin iken, sivi besiyerinde erken
tireme doneminde veya hiicre duvarinda aktif antimikrobiyal ajanlari igeren plaklarda
siklikla basil formunda izlenir (28). Normal laboratuvar ortaminda 20°- 30°C’ de {irer.
Kanli agarda 37°C’ de inkiibasyonun 24. saatinden sonra koloniler 0,5-2 mm ¢apinda, yar1
saydam-opak, disbiikey ve biitliin olarak goriinmektedir. Cogu sus MacConkey agarda iyi
tirer ve zayif bir pembe renk tonu olusturur. Bazi glukozu oksitleyen Acinetobacter tiirleri
ise glukoz eklenmis tirozinli kalp infuzyon agar ya da kanli agarin rengini esmerlestirebilir

(29).

Taksonomik c¢alismalar sonucu Acinetobacter cinsi giinlimiizde Moraxellacea
ailesi i¢inde yer almaktadir (7). DNA benzerlikleri temel alinarak yapilan galigmalarda, en
son 31 genomik tiir tanimlanmistir. Bugiin tanimlanan tiim tiirlere 6zel isimler verilmistir.
Bu tiirler: A. baumannii, A. baylyi, A. beijerinckii, A. bereziniae, A. boissieri, A. bouvetii,

A. brisouii, A. calcoaceticus, A. gerneri, A. guillouiae, A. grimontii, A. gyllenbergii, A.



haemolyticus, A. indicus, A. johnsonii, A. junii, A. lwoffii, A. nectaris, A. nosocomialis, A.
parvus, A. pittii, A. puyangensis, A. radioresistens, A. rudis, A. schindleri, A. soli, A.

tandoii, A. tjernbergia, A. towneri, A. ursingii ve A. venetianus 'tur (30).

Acinetobacter tiirleri yaygin olarak toprak ve su drneklerinde bulunurlar. Hastane
enfeksiyonlariinda 6nemli bir kaynagini olusturan A. baumanii ve A.nosocomialis’in
dogal ortamlar1 suan i¢in tam olarak bilinmemektedir (1, 31). Bununla birlikte ¢ogu
hastane kaynakli Acinetobacter enfeksiyonlar1 A. baumanii ile iligkili olmasina ragmen
diger tiirlerde insan hastaliklari ile iliskili bulunmustur (32). Ornegin, A. ursungii hastane
kaynakli kan dolasimi enfeksiyonlari ile iligkili bulunmustur (33, 34). HIV pozitif bir
hastadan toplum kaynakli A. radioresistens bakteriyemisi bildirilmistir (35). Ayrica bu
hastaliklara ek olarak ii¢ aylik bir infantta shiga-toksin iireten A. haemolyticus’ un yol

actig1 bir kanli ishal vakasi rapor edilmistir (36).

2.2. MDR Acinetobacter baumannnii

2.2.1. MDR Tammm ve Epidemiyolojisi

MDR A.baumannii tanimlamasi i¢in birgok goriis ileri siiriilmistiir. En ¢ok
kabul goren tanima gore bakteri, asagidaki bes gruptan ikisinden fazlasina direngli ise "¢ok
ilaca direngli (multi-drug resistant, MDR)" A. baumannii olarak tanimlanir:
antipsddomonal sefalosporinler (seftazidim veya sefepim), antipsddomonal karbapenemler
(imipenem veya meropenem), ampisilin-sulbaktam, florokinolonlar (siprofloksasin veya
levofloksasin) ve aminoglikozidler (gentamisin, tobramisin veya amikasin). "Extrem-
resistan (XDR)" terimi; kolistin ve tigesiklin hari¢ tiim antibiyotiklere direngli patojenler,

Pandrug-rezistan (PDR) tanimi ise; genelde A.baumannii icin terapétik potansiyeli olan ilk



sira ilaglarin hepsine karsi direng varliginda gegerlidir. Bunlar arasinda tiim beta-laktamlar,
florokinolonlar ve aminoglikozidler bulunmaktadir (1). Diger bir goriis ise pan-rezistans
tanimmin kolistin ve tigesiklin dahil tiim antibiyotiklere direngli patojenler icin

kullanilmasini 6nermislerdir (37).

Acinetobacter tiirleri, canli kalabilmek i¢in gereksinimlerinin olduk¢a az olmasi
ve gesitli karbon kaynaklarmi kullanabilmeleri nedeniyle dogada toprak, bitkiler, su ve
yiyeceklerde saprofit olarak serbest yasayabilmektedirler (2, 3, 38). Yapilan bir ¢alismada,
taze meyve ve sebzelerde %17 oraninda Acinetobacter tiirlerine rastlanmig ve A.
baumannii’nin en sik izole edilen tiirlerden biri oldugu belirtilmistir. Ayn1 g¢alismada
hastane yiyeceklerinin Acinetobacter tiirlerinin kazanilmasinda bir kaynak olabilecegi ileri

strilmustiir (39).

Hastane ortaminda uzun siire canli kalmasi, kuru ortamlara dayanikli olmasi ve
hastadan hastaya kolaylikla bulasabilmesi nedeniyle son yillarda A. baumannii YBU’de
giderek artan oranda HE’ye neden olmaktadir (4). Kuru ortamda 21-30 giin canli
kalabilmektedir. Farkli 1s1 ve pH derecelerinde yasayabilmesi de dayanikli olmasinin diger

nedenlerini olusturmaktadir (40).

Insanda  Acinetobacter tiirlerinin  varhig her zaman enfeksiyonu
gostermemektedir. Acinetobacter tiirleri, normal deri florasinda bulunabilmektedir.
Acinetobacter, insan oOrneklerinden ikinci en sik izole edilen non-fermentatif grup
bakteridir. Ozellikle aksilla, inguinal bdlge ve parmak aralar1 gibi nemli bolgeler basta
olmak iizere derinin normal florasinda yer alabilmekte ve saglikli bireylerin yaklasik

% 25’inin derilerinde Acinetobacter tiirlerini tagidigi diisiiniilmektedir (7).



Hastaneye yatirilan hastalarda solunum yollar1 hem kolonizasyon hem de
enfeksiyon agisindan en 6nemli yerlesim yeridir (2, 41). Burun, nazofarinks ve trakeotomi
bolgesinde de kolonizasyona rastlanmaktadir. Hastaneye yatis1 olmayan bireylerde ise bu
durumun son derece nadir oldugu goriilmektedir. Yogun bakim iinitesinde yatis sirasinda
hastalarda Acinetobacter kolonizasyonu artmaktadir. Ozellikle salgin dénemlerinde
tastyicilik hizi yiikksek olup %7-18 bogaz tasiyicihigr goriilmektedir. Trakeostomi
stirintiilerinde bu oran %45’e kadar ¢ikmaktadir (7, 41, 42). Saglikli goniilliiler ve yatan
hastalar tizerinde karsilastirmali yapilan bir ¢aligmada hastalarda Acinetobacter tiirleri ile
kolonizasyon orani %75 iken kontrol grubunda bu oran %42.5 olarak tespit edilmistir. Bu
calismada en sik kolonizasyon bdlgesi eller (%26), kasik bolgesi (%25), ayak parmak aras1
(%24), alin (%23) ve dis kulak yolu (%21) olarak tespit edilmistir (5). Ayrica yogun bakim

hastalarinda gastrointestinal sistem kolonizasyonunun %41 olabildigi saptanmistir (6).

Hastane mobilya ve ekipmanlar1 gibi ¢evresel ortamlarda Acinetobacter tiirleri
icin ikincil rezervuar olabilir. Salginlarda birgok ekipmanin kontaminasyonu tespit
edilmistir. Bu ekipmanlar; infiizyon pompalari, bandajlar, tansiyon aletleri, vakum
ekipmanlari, dus bashik ve musluklar, resiisitasyon ekipmanlari, masa, ventilator,
sandalye, yastik, minder, nemlendirici, yeterli sterilize edilmemis arteriyel kateter ve

transduser, distile su ve idrar torbasi olarak sayilabilir (4, 7).

Hastane kaynakli Acinetobacter infeksiyonlarr tiim sistemleri tutabilmektedir.
Ancak 6zellikle solunum sistemi, cilt ve yaralarda yaygin goriilmektedir. Cilt ve solunum
yollarindan izole edilenlerin biiylik kismi infeksiyon degil kolonizasyon olarak
degerlendirilmektedir (6, 7, 43). Ozellikle mekanik ventilasyon uygulanan hastalarda

izlenen salginlar solunum yollarinda yiiksek bir tasiyicilik hizi ile birlikte goriilmektedir.



Hastane personelinde el deri florasinda tasiyicilik oran1 %3-23 olarak saptanmigtir. Deri
tastyicilig oranlarinin yiiksek olmasi hasta bakimi sirasinda saglik personelinin kontamine
olmasma ve etkenin siirekli yayilmasimna neden olmaktadir (44). Acinetobacter’ lerin
izolasyon oranlar1 son yillarda artmaktadir. Gelecekte hastane infeksiyonu salginlarinda

onemli yer tutacag: bildirilmektedir (7, 43).

Ayrica Acinetobacter tiirleri; eslik eden hastaligi olan, yogun alkol ve sigara
igicilerinde o6zellikle tropikal ve subtropikal bélgelerde, nadir olarak toplum koékenli

enfeksiyonlara yol agabilmektedir (45).

2.2.2. Tiirkiye’de MDR A.baumannii

Giderek artan direng gelisimi, tedavide kullanilanacak yeni ajanlarin heniiz
olmayis1 ve stk HE’ ye neden olmasindan dolayr Tiirkiye’de de A.baumannii dikkatleri

izerine ¢cekmis ve bu konuda daha fazla ¢alisma yapilmaya baglanmistir.

Uluslararas1 baglantili ve ¢ok merkezli bir ¢alisma olan MYSTIC (Meropenem
Yearly Susceptibility Test Information Collection) ile Tiirkiye’deki A.baumannii
izolatlarinin cesitli antibiyotiklere diren¢ durumlar1 aragtirllmistir. Bu ¢alismanin 1997-
2000 yillar1 arasindaki verilere gore, birgok iilkede meropenem direnci %10’un altinda
iken, Ingiltere ve italya’da %30 civart bulunmus. Tiirkiye ise %35 ile en fazla direncin
goriildiigi tlkelerden birisi olmustur (46). Ayni g¢alismanin 2000-2003 aras1 yapilan
Tiirkiye ayaginda ise imipenem direnci %48, meropenem direnci ise %42 olarak tespit
edilmistir. Ulkemizde direng artisginin yiiksek olmasmin nedeni; enfeksiyon kontrol
Onlemlerinin yeterince uygulanamamasi ve buna bagl direncli suslarin yayilimi olabilecegi

belirtilmistir (47). Ozer ve ark. (8) 2003-2004 yillar1 arasinda HE etkeni olarak elde edilen



36 A. baumanii kokeninin 33’ inii (%92) MDR olarak tespit etmisler. Acinetobacter
tirlerine en etkili antibiyotiklerin sefaperazon/sulbaktam ve ampisilin/sulbaktam oldugunu
ve bu antibiyotikler i¢in de duyarlilik yiizdesinin ¢ok diisiik oldugunu belirtmisler. Evren
ve ark. (9) 2011-2012 yillar1 arasinda HE etkeni olan ve gesitli klinik 6rneklerden izole
edilen 50 ¢oklu ilaca direngli A.baumannii susu iizerinde yaptiklari ¢alismada imipenem
direncini %92, meropenem direncini %96 olarak saptamislar. Calismada bu oranin diinya
verileriyle uyumlu olmakla birlikte Tiirkiye verilerine gore daha yiiksek oldugunu

bildirmislerdir.

Ulkemizde yillar iginde Acinetobacter suslarinda direng gelisiminin arttig
gozlenmistir. 2000’11 yillarin basinda imipenem direnci ortalama %20-30 civarinda iken,
2010’lu yillara gelindiginde direng oranlar1 bazi merkezlerde imipenemde %90’lara kadar
cikmistir. Saglik Bakanligi 2011 yili Ulusal Hastane Enfeksiyonlar1 Siirveyans Agi
(UHESA) raporunda A. baumannii suslarinda karbapenem direncinin Tirkiye genelinde

ortanca degeri %83.7 olarak bildirmistir (10).

2.2.3 Avrupada MDR A. baumannii

A.baumannii’nin ¢ogul ilag direnci Avrupa’nin bir¢ok bolgesinde Tiirkiye’den
farksh degildir. Avrupa’da 1980°’1li yillardan sonra hastanelerde A. baumannii salginlari
goriilmeye baslanmis ve son yillarda MDR suslar1 artis gostermis. Yayilim ayni sehirdeki
bir hastaneden digerine yayilma seklinde olabildigi gibi, bir iilkeden digerine seklinde de
olabilmektedir. Kolonize hastalarin yardimiyla direngli suslarin bir ilkeden digerine
taginmasi da goriilen bir durumdur (11). Avrupa klon I, II ve III diye isimlendirilen, ii¢
uluslar aras1 A.baumannii klonu, Avrupa gapinda birgok iilkede rapor edilmis ve salginlara

neden olmustur. Klon I Ispanya, Polonya ve Italya’da; klon II ispanya, Fransa, Portekiz,
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Yunanistan ve Tiirkiye’de; klon III ise Italya, Fransa, Ispanya ve Hollanda’da gériilmiistiir

(12).

Ispanya’da 6 yillik bir periyotta (1991-1996) 1532 klinik izolatla yapilan bir
calismada direng oranlarinda siprofloksasin i¢in % 54.4’den % 90.4’e, amikasin i¢in %
21°den % 83.7’ye, imipenem i¢in % 1.3’den % 80’e, ampisilin/sulbaktam i¢in % 65.7°den
% 84.1’e varan artiglar bildirilmistir (13). Yine aym iilkeden Corbella ve ark.(14) 1991
yilinda kandan izole ettikleri A.baumannii suslarinin % 100’iinii imipeneme duyarli
bulmugken bu oranin 2000 yilinda ise % 50’ye diistiigiinii gostermiglerdir. Yunanistan
diren¢ oranlarinin yiiksek oldugu iilkelerden biridir. Avrupa siirveyans raporuna gore 2007
yilinda bu tilkede yogun bakimlarda imipenem direng oranlart %85 civarindadir. Yine ayn
rapora gore Bulgaristan’da karbapenem direnci %75 iken, Ingiltere’de bu oran %55
civarinda bulunmustur. Direng oranlar1 Iskandinavya iilkelerinde en diisiik oranda iken,

Dogu Avrupa tilkeleri ve Tiirkiye’de en yiiksek oranlarda rapor edilmistir (12).

Karbapenem direncinden dolayr alternatif tedaviler olan kolistin ve tigesiklin
kullaniminin artmasindan dolay1r Avrupa’da da direngli olgular bildirilmeye baslanmistir.
Yunanistan, Slovakya, Ingiltere ve Almanya’dan direngli olgular rapor edilmistir.
Almanya’da yapilan bir slirveyans ¢alismasinda, kolistin direng oran1 %2,8 iken, tigesiklin

direng oran1 %6 olarak bulunmustur (12).

2.3 Acinetobacter Kokenlerinin Viriilans Faktorleri

Acinetobacter kokenleri diisiik viriilansli bakteriler olarak tanimlanmalarina ragmen

bazi 6zellikleri viriilanslarini arttirmaktadir (7).
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1. L-ramnoz, D-glukoz, D-glukuronik asid ve D-mannoz igeren bir polisakkarit
kapsiiliin varligi (48).

2. Fimbria ve/veya polisakkarit kapsiil varlifinda bakterinin insan epitelyal hiicrelerine
adezyon ozelligi (49).

3. Doku lipit hasar1 yapabilen enzim tiretimi (7).

4. Hiicre duvari lipopolisakkarit i¢eriginin potansiyel toksik rolii (7).

5. Biyofilm olusumu (50, 51).

6. Bagimsiz demir kazanim sistemlerine sahip olmasi (52).

A.baumannii nin polisakkarit yapidaki kapsiilii, bakteri yiizeyinin daha
hidrofilik olmasini saglar ve bakteriyi fagositozdan korur. igerdigi fimbrialar sayesinde
konakg1 epiteline, intravendz kateter ve trakeal kaniil gibi materyallerin yiizeyine

tutunmayi saglayarak bakterinin virulansini artirir (7).

A.baumannii polistren ve cam gibi abiyotik yiizeylerde oldugu gibi epitel
hiicreler ve fungal filamentler gibi biyotik yiizeylerde de biyofilm olusturur. Pilus ve Bap
ylizey adezyon proteininin Uretimi, abiyotik yiizeye ilk yapigsmay:1 takiben biyofilm
olusumu ve olgunlagmasinda rol oynar (50). Bununla birlikte bazi klinik izolatlarin
adezyonu ve biyofilm fenotipi, genis spektrumlu antibiyotik direnci varligi ile iliskili gibi
goriinmektedir. MDR izolatlarin belirgin bir sekilde fazla biyofilm olusturdugu ve bunun
diger membran proteinlerinin birikimi ile korele oldugu goriilmiistir. MDR A.baumannii
suslarinda olusan biyofilm miktar1 ile epitel hiicreye yapismasinin dogru orantili oldugu,
PER-1 beta-laktamaz geni tasiyan A.baumannii izolatlarinin biyofilm olusturma ve epitel
hiicrelere yapisma kapasitesinin bu geni igermeyen izolatlara gore daha fazla oldugu

belirtilmektedir (51).
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A.baumannii nin bir diger virulans faktorii, demir kullanimidir. Bakteri, siderofor
ve acinetobaktin gibi demir elde etmesini saglayan molekiilleri salgilar ve ayni zamanda
bir hemin utilizasyon sistemini {retir. A.baumannii bakteriyemisi gecirdikten sonra
tyilesen bireylerde, demir baglayici proteinlere karsi bir immiinolojik aktivite gelistigi

gbzlenmistir (53).

2.4 Acinetobacter Enfeksiyonlarimin Gelisimi i¢in Risk Faktorleri

Acinetobacter, ¢ogunlukla yogun bakim {initelerinde enfeksiyonlara yol acan
firsatg1 bir patojendir. Yogun bakim {initelerinde son yirmi y1l i¢inde invaziv tani ve tedavi
yontemlerinin artmast ile Acinetobacter enfeksiyonlarinda goriilen artis paralel
seyretmektedir. Son on yil iginde ise ¢oklu ilag direnci olan Acinetobacter
enfeksiyonlarinda, 6zellikle antimikrobiyal ilaglarin asir1 ve diizensiz kullanimina bagl

artig gozlenmektedir (54).

1990 yilinda New York’ta ilk kez imipenem direngli A. baumannii salgininin
gorilmesinden sonra risk faktorlerini belirlemek i¢in birgok c¢alisma yapilmistir.
Acinetobacter enfeksiyonlarinin olusumu agisindan birgok ¢aligmada farkl risk faktorleri
gosterilmistir. Gomez ve ark.(55) yaptiklar1 6 yillik prospektif bir ¢alismada A. baumannii
bakteriyemisi i¢in risk faktorleri olarak; enfeksiyon dncesinde genis spektrumlu antibiyotik
kullanim1 (6zellikle seftazidim ve imipenem), idrar sondasinin bulunmasi, mekanik

ventilasyon destegi ve gegirilmis cerrahi tespit edilmistir.

Katsaragakis ve ark.(56) cerrahi yogun bakim iinitesinde yaptiklar1 ¢aligmada;
enfeksiyon Oncesi kullanilan antibiyotik sayis1 ve aminoglikozid kullanimi, 6nceki ARDS

varligl, septik sok ve tekrar operasyon yapilmasint MDR Acinetobacter enfeksiyonu igin

12



risk faktorleri olarak degerlendirmisler. YBU’de Acinetobacter kolonizasyonu olan
hastalarda MDR A. baumannii ile bakteriyemi gelisiminde rol alan risk faktorlerinin
incelendigi bir diger calismada; santral vendz kateterizasyon ve mekanik ventilasyon
ihtiyacinin  MDR A. baumannii enfeksiyonunun gelisimi i¢in risk faktorii oldugu

gosterilmis (57).

Acinetobacter enfeksiyonlari igin tamimlanmis risk faktorleri tablo 1’de

Ozetlenmektedir (55-63).

Tablo 1: Acinetobacter enfeksiyonlari i¢in tanimlanmus risk faktorleri

e Septik sok

e Immunsupresyon

e Hastane kokenli pnémoni

e Travma ve yanik yaralari

e Prematiirite, ileri yas

e Yiiksek APACHE II skoru

e Kan iirilinii transfiizyonu

e Kontamine parenteral soliisyonlar

e Invaziv islemler: Santral kateterizasyon, enteral beslenme, mekanik ventilasyon,
idrar sondasi, trakeotomi

e Altta yatan hastaliklar: Diyabet, bobrek yetmezligi, malignite

e Hastanede veya yogun bakimda uzamis yatis siiresi

e (Cerrahi islem uygulanmasi (6zellikle reoperasyon yapilan hastalarda)

e Kardiyovaskiiler ve solunum yetmezligi

e Daha oOnce kullanilan antibiyotikler (karbapenemler, {iclincii kusak
sefalosporinler, aminoglikozidler, florokinolonlar)

e Primer enfeksiyon i¢in uygun olmayan tedavi yaklasima.

e Personelin yiiksek is ytliki

e Kolonizasyon yogunlugu (Serviste yatan Acinetobacter ile enfekte/kolonize

hasta sayisinin fazla olmasi)
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Garnacho-Montero ve ark.(58)’ nin yaptiklari bir ¢alismada reentiibasyon sikliginin
da dnemli bir risk faktorii oldugu gériilmiistiir. YBU’de takip edilen hastalarin orofaringeal
sekresyonlarinin A. baumannii ile kolonize oldugu, entiibasyon sirasinda sekresyonlarin
aspirasyonu ile enfeksiyona zemin olusturuldugu diisiiniilmektedir. Ayrica bu c¢alismada
enfeksiyon Oncesi imipenem kullaniminin, imipenem direngli A. baumannii pnémoni

riskini dort kat arttirdigini tespit etmislerdir.

2.5 Acinetobacter Nedenli Hastane Enfeksiyonlari

Acinetobacter, 6zellikle girisimsel tan1 ve tedavi araglarinin yogun bir sekilde
kullanildig1 ve enfeksiyon kontrol &nlemlerinin yetersiz oldugu YBU’de yatan hastalarda,
sorunlu enfeksiyonlara yol agan firsatg1 bir patojendir. Son otuz yilda pnémoni, idrar yolu
enfeksiyonu ve cerrahi alan enfeksiyonlarinda goriilme sikligi artan tek Gram-negatif
bakterinin A. baumannii oldugu gosterilmistir (15). Karahocagil ve ark.(16) Ocak 2009-
Mart 2010 tarihleri arasinda, hastanemiz servislerinde takip ve tedavisi yapilan 3254
hastay1 izleme almiglar ve bu hastalarin 97’sinde toplam 112 hastane enfeksiyon atagi
tespit etmisler ve hastane enfeksiyon oranimmi %3.5 olarak bildirmiglerdir. Hastane
enfeksiyonlarina neden olan mikroorganizmalar arasinda A. baumannii %23.2 orani ile ilk
sirada yer almakta iken, bunu %20.5 ile Klebsiella spp, %19.6 ile E. coli, %11.6 ile
Pseudomonas spp.’in takip ettigini bildirmislerdir. HE nedeni olan 26 Acinetobacter

izolatinin 7’sinde (%27) imipenem direnci tespit etmisler.

2.5.1. Toplum Kokenli Pnomoni

Acinetobacter enfeksiyonlar1 siklikla hastane kaynakli olmasina ragmen toplum

kokenli alt solunum yolu enfeksiyonlarindan da izole edilmistir. Pndmoni, en sik gézlenen

14



toplum kokenli enfeksiyon tipidir. Sigara igenlerde, diyabetiklerde, yogun alkol
kullananlarda, KOAH ve kanser olan bireylerde daha sik gézlenmektedir (45). Tropikal ve
gelismekte olan {iilkeler ile sicak ve nemli aylarda daha g¢ok tespit edilmektedir (59).
Prospektif bir ¢alismaya gore; A.baumannii enfeksiyonlarinin % 90’indan fazlas1 hastane

kokenli olup, sadece %4’1 toplum kokenli bulunmustur (64).

2.5.2 Hastane Kokenli Pnomoni

Hastane kokenli pnomoni (HKP); genellikle hastaneye yatistan 48 saat sonra
gelisen ve yatis sirasinda inkiibasyon doneminde olmadigi bilinen pnomoni olgular ile
hastaneden taburcu olduktan sonraki 48 saat icerisinde ortaya ¢ikan pndmoni olgulari
olarak tanimlanir (65). HKP i¢inde 6nemli yer tutan ventilatorle iliskili pndmoni (VIP) ise;
entiibasyon sirasinda pnomonisi olmayan, invazif mekanik ventilasyon destegindeki
hastada entiibasyondan 48 saat sonra gelisen pnomonidir (66). Hastaneye yatistan sonraki
ilk bes giinde meydana gelen pnomoni erken baslangicli, bes giinden sonra meydana gelen
pnomoni ise ge¢ baslangicli pndmoni olarak isimlendirilmektedir. Toplum kaynakl
pnomoni etkenleri olan S. pneumoniae, H. influenzae, S. aureus ve enterik Gram-negatif
basiller erken baslangi¢li pndmoninin baslica etkenleriyken; P. aeruginosa, A. baumannii

ve S. maltophilia ge¢ baslangich pnémoniyle iligkilidirler (67).

Pnoémoni, Acinetobacter kokenlerinin en sik neden oldugu hastane kaynakli
enfeksiyondur (68). Acinetobacter tiirlerinin hastane personelinin %15-33’niin ellerinde
kolonize oldugu, bu kokenleri hastalara ve ekipmanlara aktardiklar1 gosterilmistir (69).
Acinetobacter kokenlerinin neden oldugu hastane kaynakli pndomoni siklikla mekanik
ventilasyonun bir komplikasyonu olarak ortaya ¢ikmaktadir. VIP, siklikla subglottik

bolgede kolonize olan bakterilerin mikroaspirasyonlarla trakeobronsial agaca ve alt
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solunum yollarina ulagsmalar1 sonucu olusmaktadir ve % 13-49’unda etken A.
baumannii’dir (70). YBU’de yatma, ilerlemis yas, kronik akciger hastaligi, cerrahi,
immiinosiipresyon, antimikrobiyal ila¢ kullanimi, trakeostomi ve endotrakeal entiibasyon
gibi risk faktorlerinin varligi Acinetobacter kokenlerine bagli pnomoni olusma riskini
arttirmaktadir (67). Ulkemizde yapilan ¢ok merkezli bir calismada yogun bakim
tinitelerinde A. baumannii’ nin ventilatorle iligkili pnédmonilerin %29.2° sinde goriildiikleri
ve en sik karsilasilan etken haline geldikleri tespit edilmistir (17). Dikmen ve ark.(18)

calismasinda da en sik VIP etkeni A. baumannii (%59.4) olarak saptanmustir.

2.5.3 Bakteriyemi

Bakteriyemi, Acinetobacter infeksiyonu sirasinda sik goriilen, mortalitesi yiiksek
bir durumdur. Yetiskin hastalarda A. baumannii en yaygin Acinetobacter tiirii olarak
goriilmektedir (61). Immiin sistemi baskilanmis hastalar bu yetiskin hastalarn
¢ogunlugunu olusturmakta iken, yenidoganlar ise ikinci énemli grubu olusturmaktadirlar.
Septisemi i¢in risk faktorleri; diisiik dogum agirligi, dncesinde antibiyotik kullanimu,
mekanik ventilasyon ve yenidogan konviilsiyonlarinin varligi olarak tanimlanmustir (7). En
stk kaynak, solunum sistemi infeksiyonlar1 ve intravenoz kataterlerdir (69). Malignensiler,
travma ve yanik en yaygin predispozan faktorler olarak goriilmektedir (7). Yapilan
caligmalarda; nozokomiyal Acinetobacter infeksiyonlarmin %10°u bakteriyemiye bagli

bulunmug ve mortalitenin %60’larda seyrettigi belirtilmistir (69, 71).

2.5.4 Uriner Sistem Enfeksiyonlari

Acinetobacter tiirleri ¢cogunlukla idrar yollarinda enfeksiyon olusturmaksizin

kolonize olmalarina karsin nadiren invazyon yaparak enfeksiyon etkeni olarak da
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karsimiza ¢ikabilmektedirler. Son yillarda Acinetobacter kokenlerinin neden oldugu idrar
yolu enfeksiyonlarmin gériilme sikliginda anlamli bir artis gériilmiistiir (15). Uriner sistem
enfeksiyonlari; ¢ogunlukla yasli, yogun bakim iinitesinde kalan, uzun siiredir sondali ve
bobrek tasi olan erkek hastalarda goriilmektedir. Avrupa’da 228 hastanenin katildigi bir
nokta prevalans c¢alismasinda, Acinetobacter cinsi bakterilerle gelisen firiner sistem
infeksiyonlar1 %1,8 oraninda bildirilmistir (72). Tiirkiye’de yapilan ¢ok merkezli bir
calismada kateter iliskili idrar yolu enfeksiyonlarinda Acinetobacter kokenlerinin goriilme
orant %7,5 olarak rapor edilmistir (17). Bununla birlikte tiriner kateterli hastalardan
Acinetobacter tiirleri izole edildiginde enfeksiyon/kolonizasyon ayrimi yapilmasi

gerekmektedir.

2.5.5 Yumusak Doku Enfeksiyonlari

Acinetobacter tiirleri travmatik yara, yanik ve postoperatif insizyon yerinde
kolonizasyon veya enfeksiyona da yol acabilirler (7). Irak ve Afganistan’da ¢arpigmalar
sonucu atesli silahlar ile yaralanan Amerikan Askeri Birlikleri’ne bagl askerlerde, MDR
A. baumannii’ye bagh gelisen ciddi yara yeri enfeksiyonlar1 ve osteomiyelit bildirilmistir.
Burada sahra hastanesi g¢evresindeki toprakta Acinetobacter kolonizasyonunun kaynak
oldugu diisiiniilmektedir (73). Ulkemizde 1999 yilinda yasanan Marmara bdlgesindeki
depremden sonra yumusak doku enfeksiyonu (YDE) saptanan bir¢ok hastada; enfeksiyona
neden olan bakteriler arasinda A. baumannii’nin en yiiksek oranda saptandigi rapor
edilmistir (74). Ayrica kopek 1sirigindan sonra gelisen A. baumannii’ye bagli bir YDE

rapor edilmistir (2).
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2.5.6 Diger Enfeksiyonlar

Sporadik primer menenjit olgulart rapor edilmesine ragmen Acinetobacter
menenjitinin baskin formu sekonder menenjittir. Hastalarin ¢ogunu yetiskin erkekler ve
lomber miidahele gecirmis (miyelografi, ventrikiilografi ve diger norosirurjik miidaheleler)
hastalar olusturmaktadir (7, 75). Acinetobacter’lere bagli menenjitler nadir goriilen ancak
mortalitesi yliksek olan (%34—54) 6nemli enfeksiyonlardir. A. lwoffii diger Acinetobacter
tiirlerine gore menenjit ile daha sik iliskilidir (69). Ventrikiiller ile dis ¢evre arasinda
devamli bir iliski bulunmasi, ventrikiilostomi, serebrospinal sivi fistiillerinin olmasi, bes
giinden uzun siire kalan ventrikiiler kateter varligi onemli risk faktorleridir (7).
Acinetobacter tiirlerinin neden oldugu dogal kapak endokarditi genellikle akut, siddetli bir
hastaliktir ve klinik olarak diger organizmalarin neden oldugu enfektif endokarditlerden
ayrilamamaktadir. Cogu prostetik kapak ile iligkili, az sayida endokardit vakasi
bildirilmistir (76). Devamli peritoneal diyaliz yapilan hastalarda peritonite neden
olabilmektedir. Karin agris1 hastalarda goriilen yaygin bir tablodur ve ¢cogunlukla diyalizat
stvist  bulaniklasir. Cogunlukla diyalizi sonlandirmaya gerek kalmadan antibiyotik
tedavisine cevap vermektedir (7, 77). Endoftalmit, konjunktivit, yumusak kontak lenslerin
kontaminasyonuna bagl korneal iilserasyon ve korneal delinme gibi goz enfeksiyonlari da

tanimlanmustir (78).

2.6 Acinetobacter Enfeksiyonlarinda Tedavi

A. baumannii enfeksiyonlarinda tedavi, olagan duyarlilik paternlerinde bile
problemlidir. Tedavi baslangicinda duyarli goriinen bakteri tedavi sonlanmadan direngli
hale gelebilir. Acinetobacter tiirlerinin neden oldugu hastane kokenli enfeksiyonlar

cogunlukla hem komorbidit, hem de kotii prognoza sahip genel durumu kotii hastalar
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etkilemesinden dolayi klinik sonuglari hala tartismalidir ve degerlendirmesi oldukea giictiir
(79). Antimikrobiyallere duyarlilik, tlkeler, merkezler ve hatta hastanelerin birimleri
arasinda bile degisebilmektedir. Bu farkliliklar farkli antibiyotik kullanim paternleri, farkli
epidemiyolojik kosullar, antibiyotik kontrol politikalarinin yansimasi olabilir. Dolayisiyla
risk faktorlerini azaltmanin yaninda, A. baumannii’ye bagli gelisen enfeksiyonlarin

ampirik tedavisinde lokal siirveyans verilerinin géz oniine alinmasi1 énemlidir.

2.6.1 Sulbaktam

Sulbaktam, penisilin baglayan protein 2’ye (PBP-2) baglanarak A.baumannii’ye
kars1 intrensek bir aktivite yiiriiten B-laktamlara benzer yapiya sahip bir Ambler sinif A B-
laktamaz inhibitoriidiir. B-laktamaz inhibitorleri arasinda A.baumannii izolatlarina karsi en
yiiksek intrinsik bakterisidal aktiviteye sahip ajandir (1,80). Asit, plevra, snoviyal ve
okiiler sivida terapotik konsantrasyona ulasirken, enflamasyon varliginda dahi BOS’a
gecisi smirlidir (81). A.baumannii pnémoni veya bakteriyemisi olan hastalarda eger
organizma sulbaktama duyarliysa, sulbaktamin etkinliginin imipenem kadar iyi oldugunu
belirten calismalar vardir (82). Karbapenem direngli A.baumannii infeksiyonlarinda
sulbaktam polimiksinlere oranla daha etkili goriinmektedir (83). Ancak diger antibiyotik
siniflarinda oldugu gibi, sulbaktama da direng gelisimi ve bu direncin yayginlagmasi, ilacin

gelecekteki kullanimini sinirlayacak gibi goriinmektedir.

2.6.2. Karbapenemler

Karbapenemler Gram-negatif ¢omaklar ve koklar, Gram-pozitif koklar ve
anaeroplar lizerine etkilidirler. Ortak bir karbapenem molekiilii igeren yar1 sentetik beta-

laktam tiirevi antibiyotiklerdir. Diger beta-laktamlar gibi hiicre duvar sentezini inhibe
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ederler ve bu dzelliklerini PBP’ler ile kovalan baglanarak yaparlar. Imipenem, meropenem
ve ertapenemden sonra iki yeni liye daha ruhsatlandirilarak kullanima girmistir. Bunlar
doripenem ve faropenemdir (84). MDR A. baumannii enfeksiyonlarinda meropenemle
karsilastirildiginda; imipenem ile daha iyi sonuclar alinmistir (63). Bir tanesine duyarhiligin
saptanmasi, diger karbapeneme duyarli oldugunu géstermemektedir (85). Bir vaka
raporunda imipenem duyarlilig1 esas alinarak meropenem tedavisi verilen bir A.baumannii
pnémonisi vakasinin Sliimle sonuglandigini ve sonradan bu izolatin meropenem direngli
oldugunun gosterildigini bildirmislerdir (86). Ertapenemin c¢ok az etkisi bulunmasindan
dolay1 kullanilmamalidir (85). Doripenem, iyi bir antipseudomonal olarak nozokomiyal
enfeksiyonlarin ampirik tedavisinde Onerilen bir karbapenem olmakla birlikte
Acinetobacter enfeksiyonlarinda etkinligi diger karbapenemlerden farkli bulunmamistir
(87, 88). Acinetobacter enfeksiyonlarinda en etkili ilag grubu olarak goriilen
karbapenemlerin sik kullanimi sonucu olusan direng gelisimi nedeniyle bugiin kullanimi

olduke¢a kisitlanmustir.

2.6.3. Polimiksinler

Polimiksinler 1947 yilinda bulunan polikatyonik lipopolipeptid yapisinda bir
antibiyotik grubu olup, membran biitiinliigliniin kaybina sebep olacak sekilde hem dis
membran hem de sitoplazmik membran {izerine etkilidirler. Bu grupta polimiksin A, B, C,
D ve E olmak iizere bes farkli kimyasal bilesik yer almaktadir. Klinik pratikte kullanilan
polimiksin grubu antibiyotikler polimiksin B ve polimiksin E(kolistin)’dir. Yiiksek
diizeyde direncli Gram-negatif bakterilerin tedavisinde son segenek, kurtarici ajanlardir.

MDR suslarin ¢ogunlugu polimiksinlere duyarlidir ve bu durum ilacin toksisitesine yonelik
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kaygilara ragmen tedavide polimiksinlere olan ilgiyi artirmaktadir. Fakat kolistin direngli

izolatlarin sebep oldugu infeksiyon vakalarinda da artis oldugu bildirilmistir (83, 87).

2.6.3.1 Polimiksin B

Polimiksin B’nin Gram-pozitif bakterilere kars: etkinligi yoktur, ama Gram-negatif
bakterilere karsi farkli diizeylerde etkilidir. Polimiksin B’nin etki spektrumu kolistine
benzerdir. Diger tiim antibiyotik gruplara direngli olan MDR P. aeruginosa ve MDR
Acinetobacter izolatlar1 polimiksin B’ye intrensek olarak duyarhidir (89). Ulkemizde
yapilan ¢aligmalarda polimiksin B direng oranlar1 % 3-5 arasinda bulunmustur (90, 91).

Ulkemizde sadece gdz pomadi ve merhem formu bulunmaktadir.

2.6.3.2 Polimiksin E (Kolistin)

Kolistin son yillarda tiim diinyada gittik¢e siklig1 artan panrezistan Pseudomonas
ve Acinetobacter tiirii bakterilerin neden oldugu hastane kokenli enfeksiyonlarda bir
kurtarma tedavisi olarak kullanilmaya baglanmistir (92). Kolistin katyonik yapida bir
polipeptid molekiiliidiir. Gram-negatif bakterilerin dis membranindaki anyonik
lipopolisakkarit molekiilleri ile giiglii bir sekilde etkilesir ve buradaki Ca*™ ve Mg"™" *un
yerlerini degistirip membran hasarina yol agar, hiicre igeriginin bosalmasina ve bakterinin
6liimiine neden olur. Etkisi hizli olup, konsantrasyona bagli bakterisidal etki gdsterir (92,

93).

Ticari olarak kolistinin iki formu mevcuttur. Bunlar kolistin stilfat ve kolistimetat
sodyumdur. Kolistin siilfat barsak dekontaminasyonu igin oral, bakteriyel cilt
infeksiyonlari i¢in topikal olarak kullanilir. Kolistimetat sodyum kolistin siilfata gére daha

az etkili ve daha az toksiktir. Kolistimetat sodyumun parenteral kullanim i¢in ticari formu
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mevcuttur ve intravendz, intramiiskiiler ve inhaler seklinde uygulanabilir (87, 92).
Kolistinin plevral kaviteye, akciger parankimine, kemige ve BOS’a gecisi zayiftir. Bununla
birlikte, VIP tedavisinde inhaler ve santral sinir sistemi enfeksiyonlarinda intratekal
kolistin tedavisi ile basarili sonuglarin alindig1 ¢alismalar mevcuttur. (1, 87, 94) MDR A.
baumannii nin neden oldugu nozokomiyal pnémonilerde kolistine klinik yanit oranlari
%25-73.3 arasinda degismektedir (93). Ulkemizde yapilan farkli calismalarda kolistin

duyarlilig1 %70-%100 arasinda degismektedir (9, 95, 96).

Direncli Gram-negatif basillerle olusan enfeksiyonlarin tedavisinde bir dnemli
konu da tedaviye baslama zamamdir. Ulkemizden yapilan retrospektif bir calismada
YBU’de yatan ve sadece kolistine duyarli A.baumannii’ye bagl enfeksiyon gelisen
olgularin tedavileri degerlendirilmis. Kolistin uygulamasimin bir giinden fazla geciktigi

durumlarda mortalite riskinin bes kat arttig1 gortilmistiir (97).

Kolistinin en 6dnemli yan etkisi nefrotoksitedir. Nefrotoksisite ile ilgili farkli veriler
bulunmaktadir. Yapilan bir ¢alismada; A. baumannii ile enfekte 93 hastanin 71’ine kolistin
tedavisi uygulanmis, 24 (%30,8) hastada nefrotoksisite gelistigi bildirilmistir (98). Dort
haftadan uzun stire kolistin kullanan 17 hastanin rapor edildigi baska bir ¢calismada ise; hi¢
nefrotoksisite bildirilmemis, ortalama serum kreatinin artist 0.25 mg/dL olarak tespit

edilmis, tedavi sonrasi kreatinin diizeyleri bazal degerine yakin seviyeye gerilemistir (99).

2.6.4 Tigesiklin

Glisilsiklinler, klasik tetrasiklinlerin semi-sentetik analoglaridir. Tigesiklin,
glisilsiklinler ad1 verilen bu yeni antibiyotik grubunun ilk {iyesidir. Tetrasiklinlerin temel

cekirdegindeki dokuz pozisyonunda yapilan N-alkil-glisilamido modifikasyonu bu yeni
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molekiile ¢ok genis bir antibakteriyel spektrum ve tetrasiklin direng mekanizmalarina karsi
dayaniklilik saglamaktadir. Tigesiklin, geri doniislii olarak 30S ribozomal alt birimine
tetrasiklinlerden bes kat daha gii¢lii bir sekilde baglanir ve protein sentezini elongasyon
basamaginda inhibe eder. Genel olarak bakteriyostatiktir, ancak bazi mikroorganizmalara

kars1 bakterisidal aktivitesi oldugu bildirilmistir (83, 100).

Komplike deri ve yumusak doku infeksiyonlarmin ve intra abdominal
infeksiyonlarin tedavisinde etkili ve lisansh bir ajandir. Genellikle MDR A.baumannii’ye
kars1 invitro olarak iyi etki gOstermektedir. Alternatif tedavi seceneklerinin olmadigi
durumlarda, standart tedavi endikasyonunun digsinda kalan, kan ve solunum yolu

infeksiyonlarinda da %68 ile %84 arasinda klinik cevaplarin alindigi rapor edilmistir (53).

Akciger dokusunda yiiksek kontsantrasyona ulasabilme 6zelligi; A. baumannii’ye
bagl VIP tedavisinde kullanilabileceginin bir gdstergesi olabilsede tek basina uygulanmasi
uygun olmayip diger antibiyotiklerle kombine sekilde werilebilir. Toplam 2384
Acinetobacter izolatinin tigesikline duyarliliklarinin incelendigi 22 ayr1 ¢calismay1 kapsayan
bir meta analiz raporunda; izolatlarin en az % 90’min tigesikline duyarli olduklar

bildirilmistir (101).

2.6.5. Aminoglikozitler

Aminoglikozidler, Streptomyces ve Micromonospora cinsi mantarlardan elde edilen
dogal ya da yar1 sentetik bakterisidal etkili antibiyotiklerdir. Etkilerini mRNA’daki
kodonlarin okunugunu azaltarak ve tRNA antikodonlarindaki bilginin ribozomlarda yanlig
okunmas: ile proteinlerin yanlis kodlanmasina yol agarak gosterirler. Bunun sonucunda

bakteri protein sentezi sonlanir. Bu etkinin gergeklesebilmesi i¢in streptomisin ribozomal
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30S alt birimine baglanirken diger aminoglikozidler hem 30S hem de 50S alt birimlerine
baglanirlar. Amikasin ve tobramisin A.baumannii izolatlarinda etkili olan iki ajandir. A.
baumannii klinik izolatlarinin arasinda aminoglikozid direnci yaygin oldugundan

amikasin; genellikle kombinasyon tedavilerinde kullanilmaktadir (102).

2.6.6. Rifampisin

Rifamisinler ilk kez 1957°de Streptomyces mediterranei’den elde edilen
fermentasyon triinii olup, aromatik bir nukleus ile alifatik bir kopriiden olusan yapiya
sahiptir. DNA bagimli RNA polimerazin beta alt birimini inhibe eder ve boylece RNA
transkripsiyonunu bozarak etkisini gostermektedir (2). Yiyeceklerle birlikte alindiginda
emilim oranmi diiser. Renal yetmezlik veya hemodiyaliz hastalarinda rifampisinin doz
ayarlanmasina gerek yoktur. Acineobacter’lere etkilidir fakat tek basina kullanimda direng

cok kisa siirede gelistigi icin kombine tedavide kullanimi uygundur.

2.6.7 Kombinasyon Tedavileri

Ciddi A. baumannii enfeksiyonlarinda monoterapiyi destekleyen randomize
caligmalar azdir ve yiiksek morbidite ve mortalite nedeniyle kombinasyon tedavileri daha
onplana ¢ikmaktadir (103). Monoterapiye oranla kombinasyon tedavileri, sinerjik etki

olusturmanin yaninda direng gelisimini de dnlemektedirler.

Ulkemizde yapilan invitro bir ¢alismada; meropenem, rifampisin, azitromisin ve
doksisiklin, kolistin ile kombinasyon tedavileri denenmis ve Kkolistin/rifampisin
kombinasyonunda tam bir sinerji saglanirken, diger kombinasyonlarda anlamli bir etki
artig1 saglanamamistir (104). Diger bir in vitro ¢alismada; MDR A. baumanni suslarinda

tigesiklin/sulbaktam ve tigesiklin/kolistin kombinasyonlari denenmis ve sirasiyla %64.3 ile
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%24.3 oranlarinda sinerjistik ve parsiyel sinerji tespit edilmis. Yapilan kombinasyonlarda
antagonizma goriilmemis ve kombinasyon tedavilerinin kullanilmasi tavsiye edilmis (105).
Bagka bir ¢alismada; karbapeneme direngli A. baumannii i¢in invitro artmis etki gosteren
kombinasyonlarin; meropenem veya imipenem/ampisilin-sulbaktam, rifampin/ampisilin-

sulbaktam ve sefepim/ampisilin-sulbaktam oldugu ifade edilmis (106).

Ulkemizde 89 hasta iizerinde yapilan klinik bir calismada; VIP hastalarinda,
kolistin monoterapi ve kolistin/sulbaktam kombinasyon tedavileri karsilastirilmis.
Tedavinin besinci gilininde klinik yanit oranlari sirasiyla %40.4 ve %43.2 bulunmus.
Tedavilerinin sonunda klinik yanit oranlari %29.8 ile %40, bakteriyolojik eradikasyon
oranlart %72.3 ile %85.7 olarak bulunmus. Tedavi sonu klinik yanit ve bakteriyoljik
eradikasyon oranlarinda istatistiksel olarak anlamli fark olmamasina ragmen, kombinasyon
kolunda daha iyi sonuglarin gériilmesinden dolay1, kombinasyon tedavisi onerilmis (107).
Yine 26 hasta iizerinde yapilan baska bir klinik calismada: 16 hastane kdkenli pndmoni ve
9 bakteriyemili hastaya inhaler kolistin/intravendz rifampisin, 1 hastane kokenli menenjit
hastasina ise intratekal kolistin/intravendz rifampisin kombinasyon tedavileri verilmis.
Rifampisin dozu 10 mg/kg 12 saatte bir seklinde yiiksek dozda kullanilmis. Tiim hastalarda
tedavinin basarili bir sekilde kullanildigi, hasta sayilarmin az olmasina ragmen sonuglarin

tesvik edici oldugu vurgulanmig (108).

2.7 Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalari

Acinetobacter tiirleri bircok antibiyotige direng gosterme egilimindedir.
Antibiyotik kullanimi1 ile antibiyotik direnci arasinda oldukca yakin iliski oldugu
bilinmektedir. Hastanelerde genis spektrumlu antibiyotiklerin yaygin kullanimiyla direngli

suslarin seleksiyonuna bagl olarak hizla direng gelisebilmektedir. A. baumannii de gittikce
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artan bir diren¢ s6z konusu olup, hastanelerde 6nemli bir saglik problemi haline gelmistir

(109).

Direng mekanizmalar1 arasinda, B-laktamlara karsi enzim {iretimi, aminoglikozitlere
kars1 modifiye enzimleri, kinolonlara kars1 baglanma bélgelerinin yok edilmesi, birkag
cesit eflux mekanizmasi ve dis membran proteini degisiklikleri bildirilmistir. Bunlarin bir
kac1 veya hepsi bir araya gelerek 4.baumannii nin MDR ve PDR firsat¢1 bir patojen haline

gelmesine sebep olur (1).

Direnci belirleyen faktdrlerin genetik ¢esitliligini saglayan {i¢ tip hareketli genetik
eleman tanimlanmistir: Sinif 1 integronlar, transpozonlar ve insersiyon sekans (IS)
elemanlari. Hareketli genetik elemanlar, ayni1 veya farklt kromozom veya plazmidde;
kromozom veya plazmidin bir yerinden diger bir yerine hareket edebilen elemanlardir.
Transpozonlar ve 1S elemanlar1 bagimsiz bir birim olarak yer degistirebilirler. Integronlar,
yere Ozgiin lokalizasyonda, bir veya daha fazla direng¢ geni ve gen kasetlerindeki direng

genlerini yakalayabilen hareketli genetik elemanlardir (110).

2.7.1. B-laktam Antibiyotiklere Diren¢ Mekanizmalari

Beta-laktam ilaglar, kimyasal yapilarinda ortak bir beta-laktam halkasi tasiyan ve
hiicre duvar sentezini inhibe ederek antibakteriyel etki gosteren genis bir antibiyotik
grubunu olusturmaktadir. Bu grupta penisilinler, sefalosporinler, karbapenemler, bir
monobaktam olan aztreonam yer almaktadir (23). Beta-laktam antibiyotiklere karsi olugan
direng dort farkli mekanizma ile gelismektedir, bunlar; beta-laktamaz enzimleriyle
antibiyotigin pargalanmasi, beta-laktam antibiyotigin hiicre i¢ine girisinin engellenmesi,

PBP’lerde olusan degisiklikler ve eflilks pompasinin aktive olmasidir (111).
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A.baumannii nin B-laktam direnci, enzimatik ve non-enzimatik yollarla olmaktadir

(111).

p-laktamazlar (Enzimatik p-laktam Direnci): B-laktam direncinin en yaygin
mekanizmasidir. Genellikle tek bir direng mekanizmasi degil, bircok mekanizma birlikte
calisarak B-laktam direncine yol agar. A.baumannii intrensek bir simif-D oksasilinaz ve
indiiklenemeyen kromozomal bir AmpC sefalosporinaz igerir. Bu sefalosporinazlar biitiin
A.baumannii suslarinda mevcuttur ve glintimiizde Acinetobacter kaynakli sefalosporinazlar
(ADCs) olarak da adlandirilirlar. Bu enzimin asir1 salimimini diizenleyen ISAbal olarak
bilinen bir IS elementidir. ISAbal elementi A.baumannii’ye 6zgidir ve varhigi, artmis
AmpC gen ekspresyonu ve genis spektrumlu sefalosporinlere gozlenen direng ile yiiksek

oranda korelasyon gosterir (1, 112, 113).

A.baumannii’de  MBL’ler OXA-tip karbapenemazlardan daha az siklikta
goriilmesine ragmen, karbapenemlere karst hidrolitik aktiviteleri daha fazladir. Bugiine
kadar tanimlanan bes MBL grubundan sadece ii¢ii A.baumannii’de gozlenir. Bunlar, IMP,
VIM ve SIM tipleridir (1). A.baumannii’de birgok kazanilmis MBL geni sinif 1 integronlar
icinde yer alir ve integron tasiyan izolatlarda integronsuz olanlara gore daha fazla ilag

direnci goriilmektedir (114).

Non Enzimatik Mekanizmalar: Bunlar, dig membran proteinlerinde degisiklikler
(OMPs), eflux pompalar1 ve penisilin baglayan proteinlerin (PBPs) afinitesi ve

ekspresyonundaki degisikliklerdir (1, 53).

i) Porin degisiklikleri (permeabilite defektleri): Membran permeabilitesinde dig

membrandan madde transportunu saglayan porinler olarak gdrev alan OMP’lerin
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azalmasina sebep olacak sekilde degisimler olmasi ile direng artmaktadir. Giinlimiizde
CarO adiyla bilinen 29 kDa protein kaybinin imipenem ve meropenem direnci ile iliskili
oldugu gosterilmistir. CarO {izerinde imipenemin baglandigi 6zel bir bolge yoktur. Yani bu
porin, spesifik olmayan kanallar meydana getirir. A.baumannii’deki imipenem direnci

CarO porinlerinin kaybiyla olusur (1, 53).

i) Multidrug eflux sistemleri: Aktif eflux mekanizmalariyla ilaglarin
uzaklastirilmasi ¢oklu ilag direncinin olusumuna yardim eder. MDR A.baumannii genomu
cok sayida eflux pompasi kodlamaktadir. RND (resistance-nodulation-cell division) tipi
pompalar periplazmik i¢ ve dis membran boliimlerini igeren 3 kompanentli pompalardir.
A.baumannii’de iki sistem karakterize edilmistir. Bunlar, AdeABC ve AdelJK’dir (40,
115). Bu giine kadar en iyi tanimlanan RND tipindeki AdeABC pompasi, - laktamlari,
aminoglikozitleri, eritromisini, tetrasiklinleri, florokinolonlari ve trimetoprimi etkileyen

genis bir profile sahiptir (1).

iii) Penisilin baglayan proteinlerde (PBP) degisikliklerin olusmasi: Bu direng,
kromozomal mutasyonlar sonucu PBP’lerin antibiyotiklere afinitelerinin azalmasi veya

afinitesi diisiik yeni PBP’lerin sentezlenmesi seklinde goriilmektedir (116).

2.7.2. Polimiksinlere Diren¢ Mekanizmalar:

Gram-negatif bakteriler adaptasyon ve mutasyon mekanizmalart araciligiyla
kolistine direng gelistirmektedir. Mutasyon kalitsal, diislik diizeyli ve antibiyotigin stirekli
varligina bagliyken, adaptasyon bunun tam tersidir (92). A.baumannii’de polimiksinlere
kars1 giin gectikce artan diizeyde in vitro direng ve heteroresistans1 gosteren raporlar

olmasina ragmen, diren¢ mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Ancak bakterinin LPS

28



miktarinda, spesifik dis membran proteinlerinde, lipid iceriginde, hiicrenin Mg"* ve Ca*™"
igeriklerinde azalma gibi bakteri hiicresinin dig duvarinin biitiinliigiinii bozucu etkilerle

iligkilidir (1, 83, 117).

2.7.3. Tetrasiklin ve Glisilsiklinlere Diren¢ Mekanizmalari

Tetrasikline kars1 bakteriyel direng iki farkli mekanizma ile meydana gelmektedir
(118). Bu mekanizmalar; sitoplazmik zardaki proteinler ile ilacin enerjiye bagli olarak
hiicre disina pompalanmasi ve rRNA’daki mutasyonlar ile ribozomun sitozolik proteinlerle
korunmasidir. A. baumannii klinik izolatlarinda en sik rastlanan tetrasiklin direng genleri
tetA ve tetB’dir. Direng ¢ogunlukla tet determinantlarinin alinmasi ile ortaya ¢ikmaktadir
(118). Bakterilerde tetrasiklin direncinden sorumlu ribozomal korunma ve effluks
mekanizmaya kars1 direnc¢li olmasi tigesiklinin en 6nemli 6zelligidir. Yapilan ¢aligsmalarda
tetrasiklin diren¢ genlerini tasiyan bir¢cok bakterinin tigesikline duyarli oldugu
gosterilmistir (119). Tigesikline diren¢ mekanizmasi incelenmis ve direncin AdeABC

effluks pompasinin asir1 ekspresyonuna bagli olabilecegi bildirilmistir (120).

2.7.4 Aminoglikozidlere Diren¢ Mekanizmalari

Aminoglikozidlere kars1 direng Acinetobacter tiirlerinde ii¢ mekanizma ile
gerceklesir; Ribozomlarda olusan mutasyonlar sonucu ribozomal hedeflerde degisiklik
gelismesi, ilacin hiicre icine girisinin azalmasi ve/veya disar1 pompalanmasi ve
aminoglikozidleri modifiye eden enzimlerle, bu antibiyotiklerin amino ya da hidroksil
gruplarinin enzimatik olarak degistirilmesidir (1, 121). Aminoglikozidleri degistiren
asetilaz, adenilaz ve fosfotransferaz gibi baslica enzimler siklikla plazmid kontroliinde

sentezlenmekte ve transpozonlarla taginabilmektedir (7, 121).
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2.7.5 Rifamisinlere Diren¢ Mekanizmalari

Bir rifamisin olan rifampisine karsi en sik direng mekanizmasinin, RNA
polimerazin B-alt iinitesini kodlayan rpoB genindeki mutasyonlar oldugu bulunmustur.
Diger daha az siklikta goriilen diren¢ mekanizmasi ise effluks pompalarinin asiri

ekspresyonudur (120).

2.8 Acinetobacter’lerin tiplendirilmesinde kullanilan yontemler

Acinetobacter’ler nozokomiyal enfeksiyonlarin 6nemli sebeplerinden biri olmalari
ve siklikla cogul ilag direnci goéstermelerinden dolayi; epidemiyolojik caligsmalar ve
enfeksiyon kontroliinde tip ve subtiplerinin belirlenmesine giderek artan oranda ihtiyag

duyulmaktadir.

Tiplendirme yontemleri baslica; hastane ve toplum kaynakli enfeksiyonlarin
belirlenmesi, direngli suslarin tanimlanmasi ve yaygmliginin belirlenmesi, reaktivasyonun
reenfeksiyondan ayirt edilmesi, enfeksiyon etkenlerinin yayiliminin belirlenmesi,
kokenlerin identifikasyonu ve klonal benzerliklerin saptanmasi, antibiyotik direncinin
saptanmast ve izlemi, salgin arastirmalarinda epidemik suslarin kaynagi ile yayilim
yolunun belirlenmesi ve hastalardaki epidemiyolojik iliskilerin ortaya konulmasi gibi
amaglarla kullanilmaktadir. Fenotipik yoOntemlerle karsilastirildiginda, molekiiler
yontemlerin ayrim giici daha yliksektir ve birgok tiire uygulanabilme avantaji
saglamaktadir. Ozellikle son yillarda kullanimi artan parmak izi “fingerprint” analizleri
hastane bulagsma kaynaklarini belirlemede ciddi katki saglamaktadir (7, 122, 123). Bu
amacla kullanilan bir¢cok fenotipik ve genotipik (molekiiler) tiplendirme yontemi

gelistirilmistir (Tablo 2).
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Tablo 2: Epidemiyolojijk tiplendirme amaciyla kullanilan yontemler (7, 122-127).

FENOTIPIK YONTEMLER

Biyotipleme

Serotipleme

Bakteriyofaj ve bakteriyoson tiplendirmesi
Antibiyotik duyarlilik paterni

Protein temelli yontemler

o  Immunoblot parmakizi (fingerprinting)
o  Multilokus enzim elektroforezi (MLEE)
o  Hiicresel veya membran proteinlerin poliakrilamid jel elektroforezi

MOLEKULER YONTEMLER

2.

3.

Direkt genotipleme

Plazmid parmakizi (fingerprinting)

Genomik DNA restriksiyon fragment length polimorfizmi
Kromozomal DNA-RFLP

rDNA-RFLP (Ribotipleme)

Southern hibridizasyon

Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)

Mitokondrial DNA-RFLP

PCR temelli tiplendirme yontemleri
e Poymerase chain reaction-restriction fragment lenght polymorphism
(PCR-RFLP)

Amplified fragment length polymorphism (AFLP)

Enterobacterial repetitive intergenic consensus elements (Eric-PCR)
Single strand confirmation polymorphism (SSCP)

Repetitive extragenic palindromic element-PCR (Rep-PCR)
Arbitrarily primed PCR (AP-PCR)

Random amplified polimorphic DNA (RAPD)

DNA amplification fingerprinting (DAF)

Multylocus variable number tandem repeat (VNTR) analysis (MLVA)

Dizi analizine dayah tiplendirme yontemleri

Single-locus sequence typing (SLST)
Single-nucleotide polymorphism (SNPs)
Multilocus sequence typing (MLST)
High-density DNA array ve DNA chips
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2.8.1. Fenotipik yontemler

Biyotipleme: Biyotipleme sus tanimlama ve tiplendirmede kullanilan en eski
metotlardan biridir. Mikroorganizmanin metabolik ve fizyolojik karakterlerini esas alir. Bu
baglamda enerji metabolizmasi, karbonhidrat kullanimi ve farkli enzimatik aktiviteleri
Olcen test yontemleri kullanilir. Elde edilen bulgular mikroorganizmanin genel morfolojik
Ozellikleri ile birlikte siklikla otomatize edilmis bir niimerik degerlendirme sistemi
igerisinde sorgulanir. Acinetobacter’lerin tiir ayriminda glukozdan asit olusumu, jelatin
hidrolizi, karbon kaynagi olarak; levulinate, sitrakonate, L-fenilalanin, fenil asetat, 4-
hidroksi benzoat veya L-tartaratin kullanimi, degisik 1silarda tireme 6zelligi (37°C, 41°C,

44°C) gibi biyokimyasal 6zellikler kullanilmaktadir (124).

Serotipleme: Bir dizi antikor kullanilarak bakterilerin yiizeyindeki antijenlerin
tespit edilmesi yoluyla antijenik cesitliligin gosterilmesidir. Antiserumun elde edilme
giicligii ve farkli metodlar arasindaki standardizasyon problemleri nedeniyle degeri
diisiiktiir. Serotipin mikroorganizmanin degismez bir Ozelligini yansitmasi ydntemin

avantajidir (122, 123).

Bakteriyofaj ve Bakteriyosin Tiplendirmesi: Faj ve bakteriyosin tiplendirmesi
bir takim bakteriyofajlar ya da bakterisidal toksinlere (bakteriyosinler) maruz birakilan test
izolatlarinin litik paternlerini degerlendiren bir metoddur. Bu geleneksel tiplendirme
metodlar1 sinirlhi sayida tiir i¢in uygulanabilmektedir. Ciinkii mevcut bakteriyofajlar ve
toksinler bu tiirler i¢in yeterli ayrim giiclinii saglayabilecek sayida identifiye edilmistir.
Fajlarin iiretimi ve kesintisiz kalite kontrolii olduk¢a 6nemli olup, yogun tecriibe ve zaman
isteyen bir ugrastir. Ayrica tekrarlanabilirligi diisiik bir yontem olmas1 ve

standardizasyonundaki  problemler faj  tiplendirmesi metodunun  kullanimini
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smirlandirmaktadir  (123). Bakteriyosin tiplendirmesi; daha az zahmetlidir ve
serotiplendirme antibiyotiplendirme veya biyotiplendirmeyle birlikte epidemiyolojik

calismalarda kullanilabilmektedir (122).

Antibiyotik duyarhlik paterni: Bu tiplendirme yontemi; izolatlarin
benzerliklerine gore gruplandirmak ve direng gelisimini tespit etmek amaciyla
kullanilmaktadir. Solid besiyerinde ilag diflizyon yontemi ya da sivi ortamda ilag¢ diliisyon
yontemleri ile yapilabilen ve uygun ilaglarin se¢imi ile pek c¢ok tiire uygulanabilen bir
metoddur. Cogunlukla minimal inhibitér konsantrasyonu (MIK) ve disk difiizyon zon
degerleri kullanilmaktadir. Sonuglar genellikle duyarli, direngli ya da orta duyarl olarak
ifade edilir. Tiplendirme i¢in antibiyogram sonuglarinin diger yontemlerle ve
epidemiyolojik  verilerle birlikte degerlendirilmesi  gerekmektedir. Genetik ve
epidemiyolojik iliskisi olmayan bircok tiir ayn1 plasmidi alarak benzer duyarlilik paternine
sahip olabildiginden ve enfeksiyon sirasinda duyarlilikta degisiklik meydana

gelebildiginden epidemiyolojik ¢alismalardaki degeri sinirlidir (7, 122, 123, 128, 129).

Protein Bazhh Yontemler: Acinetobacter tirleri ile ilgili taksonomik ve
epidemiyolojik calismalarda hiicre duvari proteini ve tiim hiicre proteinlerinin herikisi
kullanilmistir (7). Hiicre duvari proteinlerinin sodyum dodezil sulfat poliakrilamid jel
elektroforezi ile yapilan analizinde iligkisiz suslarda farklikliklar gozlenirken, iliskili
suslarda benzer profiller bulunmus. Bu yontem endemik ataklar ve hastane salginlarinda
saptanan 6zgiil suslar1 takip etmede basarili bir sekilde kullanilmistir (7, 130). Ornek
hazirlama asamasinda hiicre duvar1 proteinlerine kiyasla basit olmasi1 nedeniyle; tiim hiicre

proteinlerinin elektroforetik analizi daha avantajli bulunmustur. Fakat diger fenotipik
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yontemler gibi, ortak kaynaktan gelen izolatlarin arasindaki farkliliklart yorumlarken

dikkatli olunmalidir (7, 123).

Elektroforetik Multilokiis Enzim Tipleme (MLEE): Ayni genin farkli alelleri
tarafindan kodlanan ve bu sekilde protein biiyiiklilk ve yiiklerinde tespit edilebilir
varyasyonlara neden olan bir dizi fonksiyonel enzimin elektroforetik varyantlarini
identifiye eder (131). Bu yontem hiicre i¢i enzimlerin elektroforetik hareket yetenegine
gore karakterize edilmesini esas alir ve organizmalari olusturduklar1 elektromorfo
tiplerine gore digerlerinden ayirir. 65 Acinetobacter izolatinda tanimlanan 13 enzimle
ilgili bir calismada; 14 farkli tip tanimlanmis, bir numarali tip ortak tiim hiicre protein
profillerini igeren 41 multiresistant izolatinda bulunmustur (132). Bu sonuglar suslarin
tanimlanmasinda MLEE’ nin yararh bir yontem olarak gelistirilme potansiyeli oldugunu

gostermektedir (7).

2.8.2. Molekiiler Yontemler

Molekiiler tiplendirme; DNA temelli tipleme metodlarin1 kullanarak ayni tiir
i¢indeki mikroorganizma suslari arasinda klonal iligkinin arastirilmasi, mikrobiyal parmak
izinin  belirlenmesi  esasina dayanir.  Patojenlerin  klonalitesinin  belirlenmesi,
mikroorganizmalarin kaynaginin tanimlanmasina, noninfeksiyéz suslarin infeksiyoz
suslardan ayirnmma ve reinfeksiyonun reaktivasyondan ayrilmasma yardimeci
olabilmektedir. Molekiiler yontemler fenotipik yontemlere gore; tiplendirme basarisi,
tekrarlanabilirlik ve ayirim giicli yoniinden daha iistiindiirler. Cesitli molekiiler yontemler
(tablo 2) gelistirilmis  olmasina karsin hastane enfeksiyon etkenleri olan

Acinetobacter’lerin epidemiyolojisinde; tiplendirme 6zelligi, tekrarlanabilirligi ve ayirim
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giiciiniin olduk¢a yiiksek olmasi nedeniyle bugiin i¢in altin standart olarak degerlendirilen

yontem pulsed-field jel elektroforezidir (133-135).

2.8.2.1 Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE)

Jel elektroforezi DNA molekiillerinin analizinde yararlanilan en basit yontemlerden
biridir. DNA’nin elektroforetik analizinin temelleri, DNA molekiiliiniin elektriksel bir
alanda, jel tlizerindeki gociiyle baslamistir. Jel elektroforezdeki bu gogiin hizi; molekiiliin
biiyiikliigi ve yapisina, jelde kullanilan maddenin konsantrasyonuna, iyonik kuvvete ve
uygulanan akimin sekli ve kuvvetine bagli olarak degismektedir. Standart yontemli DNA
elektroforezinde; 20kb’dan biiyilk DNA molekiilleri elektrik alaninda ayni hareketliligi
gosterdiginden DNA molekiilleri arasindaki farki gérmek neredeyse imkansiz gibiydi. Bu
biiyiik kesitleri ¢ozmeye yonelik ilk girisimler, diisiik yogunlukta agaroz jel ve diisiik
voltaj farkinin kullanimi idi. Bu ug¢ kosullar altinda bile biiyiik DNA molekiillerinin
birbirinden ayrilmasi olduk¢a zordu. 1984 yilinda David Schwartz yeni bir teknik onerdi.
Bu 6neriye gore; elektrik alaninin yoniinii periyodik olarak degistirmek (pulsed-field), ilk
elektrik alaninin ortadan kalkmasindan dolayr jel igindeki DNA molekiillerinin
gevsemesine ve yeni alanda uzayarak hizaya girmesine neden olacakti. Bu sekilde Pulsed-
field jel elektoforezinin temelleri atilmis ve daha sonralar1 gelistirilen farkli metodlar ile
1000 kb uzunlugundan daha biiylik DNA molekiillerinin ayristirilmasi miimkiin olmustur

(123, 125, 135-137).

PFGE; bakteri ve 0karyotik hiicrelerden yapisal biitiinliigii bozulmadan izole edilen
kromozomun, restriksiyon enzimleri ile kesim profilinin belirlenmesi esasina dayanir.
DNA izolasyonu ve restriksiyon enzimi (RE) ile kesim islemleri agaroz kaliplar1 iginde

yapilmakta, daha sonra i¢inde kesime ugratilmis DNA parcalar1 bulunan kaliplar,
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elektroforez uygulanacak agaroz icindeki uygun cukurlara yerlestirilerek belirli zaman
araliklariyla, birbirlerine farkli agida elektrik akimina tabi tutulmaktadir. Bu elektriksel
akimm zamani molekiiliin biiyiikliigiine bagl olarak degismektedir. PFGE’de belirli
araliklarla elektrik akiminin yonii degistirilerek; RE enzimle kesilmis kromozomal
DNA’dan olusan 10-800 kb arasinda uzunluga sahip parcalar, etkin bir sekilde goc
ettirilmekte ve bunun neticesinde yaklasik 5-20 kadar, farkli biiyiikliikte DNA bant profili
ortaya ¢ikmaktadir. PFGE, mikroorganizma genomunun mutasyonlara ugrayabilmesi
esasina dayali olarak gelistirilmistir. Nikleotid dizisindeki degisiklikler kromozomal
DNA’nin restriksiyon endoniikleazlarca olusturulmus bant profillerine yansimaktadir.
Elektroforez sonrasi jelin “ethidium bromid” ile boyamasi sonrast jeldeki DNA
fragmentleri ultraviyole isikta goriintiilenmekte ve elde edilen bant polimorfizmi gozle
veya bilgisayar programlari kullanilarak degerlendirilmektedir (122, 123, 138, 139). Bu

amagla ¢esitli elektroforetik teknikler tanimlanmustir (Tablo 3).

Tablo 3: Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) tipleri (1, 31, 32, 34).

Pulsed-Field Gel Electrophoresis Tipleri

= Rotating Gel Electrophoresis (RGE)

=  Programmable Autonomously Controlled Electrodes (PACE)

= Orthogonal-Field Alternation Gel Electrophoresis (OFAGE)

= Transverse Alternating Field Electrophoresis (TAFE)

= Pulsed Homogeneous Orthogonal Field Gel Electrophoresis (PHOGE)

*  Field inversion Gel Electrophoresis (FIGE)

= Counter-Clamped Homogeneous Electric Field Electrophoresis (CHEF)

Counter-Clamped Homogeneous Electric Field Electrophoresis (CHEF):
Bugiin itibariyle PFGE’nin en yaygin kullanilan tipidir. Sistem elektroforez tanki, elektrik

akimini diizenleyen kontrol modiilii, giic kaynagi ve bir pompadan olusmaktadir (Resim 1).
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Elektroforez tankinda altigen bi¢iminde yerlestirilen ¢ergeve etrafinda bulunan 24 elektrot
yardimiyla 120°’1ik ag1 ile sabit hizda elektrik akimi verilmekte ve diger sistemlerden farkl
olarak bantlar daha net ve degerlendirilebilir sekilde ayrismaktadir (Resim 2 ve Sekil 1).
Tankta jel orta kisma yerlestirilmektedir. Elektroforez esnasinda tank icerindeki tampon
stirekli bir sirkiilasyon dongiisiindedir. Tanktaki tampon bir hortum ile sogutucu modiile
gelir ve sogutulduktan sonra baska bir hortum ile tekrar tanka gonderilir. Elektroforez
esnasinda tampondaki bozulmalari ve jelde 1sinmaya bagli olusan degisiklikleri

engellemek i¢in 1s1 genellikle 4-15°C arasinda tutulmaya calisilir (133, 140).

Resim 1: PFGE, CHEF DR Il Sistemi

Resim 2: Elektroforez tank1 goriintiisii Sekil 1: CHEF calisma semasi
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Gilinimiizde birgok ticari restriksiyon enzimi (RE) bulunmaktadir. RE segerken
bakteriyel DNA’nin G(guanin) + C(sitozin) igerigi gbz oniinde bulundurulmasi gerekir.
Diisik G+C igerikli DNA’lar, tanima bolgesi G+C bakimindan zengin olan RE ile
muamele edildiginde yeteri kadar kesilememektedir. Genel olarak Gram pozitif bakteriler
icin Smal, Cspl, SgrA1 enzimleri, Gram negatifler i¢in Notl, Sfil, Spel veya Xbal enzimleri
tercih edilmektedir. Acinetobacter’ler i¢in Smal ve Apal enzimleri tercih edilmektedir (24,

140).

Yiiksek ayristirma giici ve tekrarlanabilirliginden dolayr PFGE pek ¢ok
nozokomiyal ve toplumda gozlenen patojenin tiplendirilmesi i¢in glinlimiizde tercih edilen
yontemdir. Ustiin adaptasyon kolaylig1 nedenleriyle birgok hastane kdkenli patojenin ve
bazi toplum kokenli patojenlerin tiplendirilmesinde “altin standart” olarak kabul
edilmektedir. Stafilokoklar, salmonella, enterokoklar, Enterobacteriaceae ailesi liyeleri,
Acinetobacter tiirleri, P. aeruginosa ve diger gram negatif ¢omaklar PFGE ile basariyla

tiplendirilmektedir (25, 122, 133).

PFGE Sonuclarinin Yorumlanmasi: PFGE tiplendirme sonuglarindan anlamli
sonuglarin elde edilebilmesi i¢in DNA bant profillerinin analizini dikkatli yapmak
gerekmektedir. PFGE izolatlar1 birbirleriyle ayn1i ve epidemiyolojik olarak iliskisiz
suslardan tamamen farkli olan bir salgmm susunu temsil eder. Ilk yapilmasi gereken
PFGE’deki ortak band profillerinin belirlenmesidir (122). Salgin susunun profili diger
izolatlarin bantlarinin say1 ve boyutlari ile karsilastirilir. Bir salgin1 temsil eden susun diger
salgin suslarindan farkinin olmamasi ve salgin dis1 bir sus ile benzerliginin bulunmamasi
gerekmektedir. Ancak salgin sirasinda DNA’da olusacak nokta mutasyonlar, yada

DNA’nin insersiyon ve delesyonlari, restriksiyon profillerini degistirebilir. Restriksiyon
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profillerinin dogru yorumlama kriterlerinin olusturulmasi, bir susun salgin susuyla olan

iliskisinin ortaya ¢ikarilmasinda énemlidir. (25, 122).

PFGE yontemiyle elde edilen bant profillerinin analizinde manuel veya bilgisayar

programlari ile yapilan degerlendirmeler kullanilmaktadir (133, 134, 139).

Manuel Yontemlerle PFGE Sonuglarimin Yorumlanmasi: Manuel analizde; en
yaygin kullanilan degerlendirme kriterleri Tenover ve ark. (134) tarafindan Onerilen
sistemdir. Bu kriterlere gore; salginlarda ilk izole edilen sus indeks olgu veya salgin susu
olarak adlandirilir. PFGE islemi sonrasi her sus i¢in olusan bant profillerinin say1 ve
molekiil agirliklart salgin susu ile karsilastirilarak salgin ile iligkisi belirlenir. Tenover
kriterlerinin giivenli kullanilabilmesi igin bir susa ait DNA profillerinde 10’dan fazla bant
profilinin olmasi1 gerckmektedir. Daha az sayida bant tespit edildiginde Kriterlerin

giivenirliligi ve ayirt etmedeki yeterliligi bilinmemektedir (25, 134).

Aym lzolatlar: izolatlarn DNA paterninde bulunan bant sayis1 ve molekiil
agirliklar1 aynidir. Bu bakterilerin genetik olarak ayni ve epidemiyolojik olarak iligkili
olduklar1 kabul edilir. Epidemiyolojik verilerle desteklenen tek bant farkliligi gdsteren

izolatlarin da klonal olarak iliskili olduklari kabul edilir (122, 134).

Yakin Tligkili izolatlar: indeks olgu ile aralarinda iki-ii¢ bant farkliligi bulunan
izolatlar igin kullanilir. Izolat indeks olgu ile yakm iliskili olarak kabul edilir ve
epidemiyolojik olarak salgmin bir parcasi olduklar1 kabul edilir. Bant degisikliklerinin
nokta mutasyonu, insersiyon veya delesyonla gergeklestigi diisiiniilmektedir (122, 123,

134).
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Muhtemel Iliskili izolatlar: Indeks olgu ile aralarinda dort-alti bant farklilig
bulunan izolatlar i¢in kullanilir. Bu tarz degisikliklerin insersiyon, delesyon, restriksiyon
bolgelerinin kazanimi veya kaybi sonucu ortaya ciktigi belirlenmistir. Izolatlarda bu
mutasyonlarin ger¢eklesme siiresi alt1 aydan daha uzun bir siire alir. Bu izolat indeks olgu
ile muhtemel iliskili olarak degerlendirilir. Bu izolatlar indeks olgu ile aymi genetik
kokenden gelebilir, ancak genetik olarak yakin iligkili olmadiklarindan epidemiyolojik

olarak iliskili olma ihtimalleri daha disiiktiir (122, 123, 134).

Mliskisiz izolatlar: indeks olgu ile aralarinda yedi veya daha fazla bant farklilig:
bulunan izolatlar i¢in kullanilir. Bu degisim izolatlarin DNA’sinda bir¢ok genetik olayin

ard1 sira gerceklesmesi sonucu olusur. Epidemiyolojik olarak indeks olgu ile iliskisiz

olduklar1 kabul edilir (122, 123, 134).

Bilgisayar Programlar1 Yardim Ile PFGE Sonuclarimn Yorumlanmast:
Molekiiler epidemiyolojik ¢aligmalarda incelenen izolat sayisi arttik¢a bant profillerinin
degerlendirilmesi ve yorumlanmasi i¢in bilgisayar analizine ihtiya¢ duyulmaktadir. Farkli
bolgelerdeki laboratuvarlarda farkli zamanlarda elde edilmis ¢ok sayidaki profilin
sonuglarmin karsilagtirilmasi i¢in, bilgisayar programlari ile yapilan kiime veya patern
analizleri en yaygin olarak kullanilan analitik yontemlerdir. Bu amagla Gel Compar ve
BioNumerics (Applied Maths, Belgium) gibi gesitli yazilim programlar1 kullanilir. Izolatlar
ikili gruplar halinde karsilastirildiktan sonra benzerlikleri temel alinarak gruplandirilir ve

“dendogram” ad1 verilen agaca benzer bir yapi ile iligski durumlar belirlenir (26, 133, 139).

Izolatlar arasi iliskilerin degerlendirilmesi icin DNA fragment biiyiikliikleri
karsilastiran belirli bir benzerlik katsayisi secilir. Bu amagla en sik kullanilan analiz

yontemi “Dice” benzerlik katsayisidir (139). Benzerlik katsayisinin hesaplanmasinda bant

40



ve profil toleransi, %1-1.5 olarak alinir ve %80’in {lizerinde benzerlik gosteren suglar ayni
kiimeye ait olarak degerlendirilir. Dice benzerlik katsayisina gore, > %85 benzerlik orant,
iic veya daha fazla bant farkliligina denk gelir ve yakin iliskili olarak kabul edilir. Iliskisiz

suslar arasindaki benzerlik orani ise %50 nin altindadir (133, 134).

Sonuclarin Rapor Edilmesi: indeks olgu ile aralarinda bant farki olmayan suslar
tip A, yakin ve muhtemel iligkili izolatlar tip A1, A2, A3..., iliskisiz izolatlar ise tip B, C,

D... olarak ifade edilir ve rapor edilir (25, 134).

2.8.3 Molekiiler Tiplendirmede Kullanilan Diger Yontemler

2.8.3.1 PCR temelli tiplendirme yontemleri

PCR temelli tiplendirme yontemlerinde bir veya iki primer kullanilarak kromozom
tizerindeki belirli bolgelerin ¢cogaltilmasi yapilmaktadir. Ayni giin i¢inde sonug verebilen,
kisa siireli salginlarda basarili bir sekilde kullanilabilen ekonomik ydntemlerdir. Uzun
zaman peryodunda izole edilen suslarin tiplendirilmesinde; bu yontemlerin stabilitesi ve
etkinligi hakkinda smirli bilgiler mevcuttur. Bu yontemlerin etkinligini arttirmak icin
RFLP asamas1 eklenmistir. Genotiplendirmede kullanilan baslica PCR temelli yontemler:

PCR-RFLP, AFLP, Eric-PCR, SSCP, Rep-PCR, AP-PCR, RAPD ve DAF’ tir (27, 139).

“Amplified fragment length polymorphism” (AFLP): Bu yontem total genomik
DNAnin genellikle iki restriksiyon enzimi ile kesimi sonucu olusan DNA parcalarinin bir
grubunun selektif amplifikasyonu esasmna dayanir. Amplifikasyon yapilan DNA
parcalarinin goriintiilenmesi i¢in jel elektroforezleri (agaroz veya poliakrilamid) veya
floresan veren boyalarla isaretli primerlerin kullanilmasiyla olusan iirlinlerin kapiller

elektroforezi ile floresan okumasi yapilarak, floresan 1s1ma pikleri ile DNA parc¢alarinin
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bliytikligl degerlendirilir. DNA viriisleri, biitlin bakteriler ve 6karyotik hiicreler i¢gin ortak
bir protokol kullanilmasi 6nemli bir avantajidir. Hedef organizmanin baz diziliminin
bilinmesine gerek yoktur. A. baumannii’nin tiplendirilmesinde kullanilabilen

yontemlerdendir (27, 139).

“Repetitive extragenic palindromic element-PCR” (Rep-PCR): Repetitive-PCR
metodu bakteriyel genomda dagilmis olarak bulunan tekrarlayan DNA dizilerinin
kopyalarinin, PCR ile gosterimine dayalidir. Bu tekrarlayan elementleri hedef alan
primerlerin kullanildigi amplifikasyon sonucunda degisik uzunluklarda DNA fragmentleri
olugur. Olusan bu fragmentlerin ayrimi; agaroz jel veya kapiller elektroforez gibi ¢esitli
yontemlerle gergeklestirilir. Bu fragmentlerin polimorfizmi spesifik DNA fingerprinting
(parmak izi) olarak degerlendirilir. Suslar arasinda tekrar elementlerinin sayist ve
lokalizasyon farki, molekiiler tiplendirme icin gerekli olan tipe 06zgii bant profilini

olusturmaktadir (139, 141).

AP-PCR, RAPD ve DAF tiplendirme yontemleri: Bu tiplendirme yontemlerinde
hedefe bagli kalinmadan, rastgele secilmis, kisa primerler kullanilarak, agaroz jel
elektroforezinde farkli bant profilleri olusturabilecek, degisik uzunluklarda DNA
amplifikasyon triinleri elde edilmektedir. Amplifikasyonda kullanilan rastgele primer
herhangi bir spesifik bakteriyel DNA dizisini amplifiye etmek icin hedeflemez. Primerin
rastgele baglanmalari, amplifikasyon sirasinda kullanilan diisiik annealing 1s1s1 ile saglanir
ve bunun sonucu olarak ¢ok sayida rastgele kromozomal bolgelere eksik hibridizasyon ile
DNA sentezi gerceklestirilir. Eger primerlerin ikisi de komplementer zincirler {izerinde
DNA fragmentinin sentezini saglamak icin birbirlerine yeteri kadar yakin baglanirsa

amplifikasyon devam eder. Ayni tiir i¢inde farkli suglarda primerlerin baglanma yerlerinin
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sayis1 ve birbirlerine uzakliklar1 farkli oldugu i¢in, jel elektroforezinde, amplifiye edilen
parcalarin say1 ve biiyiikligii de farkli olmaktadir. Suslar arasinda primerlerin baglanma
yerlerinde bir mutasyon gerceklesirse bant polimorfizmi ortaya ¢ikmaktadir. Ydntem
nozokomiyal patojenler icin oteki tipleme metotlarinin ¢ogundan ¢ok daha hizli olsa da
heniiz standardizasyonu saglanamamustir. Siki kontrol edildiginde, o6zellikle farkl
primerlerle ¢oklu amplifikasyonlar yapildiginda AP-PZR yiiksek diizeyde bir ayrisma

saglayabilir (27, 123, 139).

2.8.3.2 Dizi analizine dayah tiplendirme yontemleri

“Multilocus sequence typing” (MLST): Geleneksel multilokus enzim
elektroforezinin genom bazli versiyonudur. Housekeeping genlerin internal parcalarinin
DNA dizisindeki allelleri identifiye etmeye dayali bir yontemdir. MLST basta Gram-
pozitif koklar olmak {izere bir¢cok bakterinin tiplendirilmesinde giderek daha fazla
kullanilir hale gelmistir. Bu ydntemle viriilan veya antibiyotiklere direngli klonlarin
tiplendirilmesi yapilabilmektedir. Kiiltlir yapilmasina gereksinim duyulmamasi, sonuglarin
oldukca net olmasi; bu sonuglarin elektronik ortama kolayca aktarilabilmesi ve

saklanabilmesi, standardizasyonunun kolay olmasi yontemin avantajlarindandir (139, 142).

“High-density DNA array” ve “DNA chips”: DNA microarray; bir¢ok degisikligi
aynt anda gozlemeye olanak veren hibridizasyon temelli bir yontemdir. Binlerce
oligontikleotid bir diizen i¢inde kat1 bir matriksin yiizeyine baglanarak; yiiksek yogunlukta
microarray veya DNA chip’leri olusturmaktadir. Floresans veren maddelerle isaretli
niikleotidler kullanilarak PCR ile c¢ogaltilan hedef DNA Ornekleri, silikon iizerine
baglanmis olan problariyla hibridizasyona tabi tutulmaktadir. DNA chip ve DNA array

teknolojisinin gelismesiyle mikroorganizmalarin varliginin gosterilmesi, tanimlanmasi ve
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tiplendirilmesi yaninda antibiyotiklere direng profillerinin belirlenmesi ve viriilans
faktorleri es zamanli olarak arastirilabilecek duruma gelecektir. Sistemin maliyeti yiiksek
oldugundan simdilik smnirli sayida mikroorganizma (mikobakteriler, Helicobacter pylori,

mantarlar gibi) i¢in uygulanmis ve giivenilir sonuglar vermistir (139).

44



3.GEREC VE YONTEM

3.1 Hastalar ve A.baumanii izolatlar

Calismamiza, Yiiziincii Y1l Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi; Anesteziyoloji ve
Reanimasyon Yogunbakim Unitesi (AYBU), Gogiis Hastaliklar1 Yogunbakim Unitesi
(GHYBU) ve Pediatri Yogun Bakim Unitesi (PYBU)’nde Ocak 2010- Ekim 2011 tarihleri
ve AYBU’de Temmuz-Kasim 2012 tarihleri arasinda takip edilen nozokomiyal
Acinetobacter tiirlerine bagli Ventilator iliskili Pnémoni (VIP) ve Primer Kan Dolagimi
Enfeksiyonu (PKDE) tanisi alan hastalar ve bu hastalardan Merkez Bakteriyoloji
Laboratuvari’na gonderilen derin trekeal aspirat (DTA) ve kan kiiltiir 6rneklerinden tireyen
cogul ilag direnci olan A.baumanii izolatlar1 kabul edildi. 23 Ekim 2011 tarihinde ilimizde
gerceklesen depremden dolayr hastanemiz hasar goérmiis ve calismamiz durdurulmustu.
Haziran 2012 tarihinde yeni yapilan hastanemize (Dursun Odabas Tip Merkezi) tasindiktan
sonra AYBU’de yatan, VIP ve PKDE tanisi alan hastalar ve A. baumannii izolatlar:
calismaya dahil edildi. Hastalarin bilgileri retrospektif olarak hasta dosyalari, Enfeksiyon
Kontrol Ekibi (EKE), hastane ve yogun bakim kayit sisteminden elde edildi Kiiltiir
materyellerinde Acinetobacter spp. iireyen biitiin hastalar, hastanemiz Enfeksiyon Kontrol
Komitesi tarafindan degerlendirilerek Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezi [Centers for
Disease Control and Prevention (CDC)] kriterlerine gore hastane enfeksiyonu (HE) olup
olmadiklarina karar verildi (143). Hastalarin yatislar1 siiresince ilk enfeksiyon atag:
degerlendirmeye alindi. Bir hastanin ayni donemde farkli kiiltiir numunelerinde iireyen
birden fazla bakteri oldugu durumlarda c¢alismaya sadece bir numenede iireyen A.
baumannii izolatlart alindi. Kolonizasyon veya kontaminasyon olarak degerlendirilen

kiltlir sonuglar1 ¢alismaya alinmadi.
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3.2 Epidemiyolojik iliski Ve Risk Faktorlerine Ait Bilgilerin Toplanmasi

Yiiziincii Y1l Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde yatarak tedavi goren
hastalar EKK tarafindan, Enfeksiyon Kontrol Hekimi (EKH) gozetiminde; aktif siirveyans
yontemi ile izlenmektedir. Giinliik siirveyans, hastalar YBU’den taburcu edilene veya
eksitus olana kadar devam etmektedir ve hasta bilgileri siirveyans takip formuna
kaydedilmektedir. Siirveyans takip formunda hastanin: Adi-soyadi, yasi, cinsiyeti, yatis
tarihi, yattig1r bolim, klinik tani, altta yatan hastaliklar, risk faktorleri, gecirdigi
operasyonlar, yapilan girisimler, aldig1 hastane enfeksiyonlar1 tanilari, kullanilan

antibiyotikler, iireyen etkenler ve antibiyotiklere duyarliliklari yer almaktadir.

Hastalarmn demografik ozellikleri, hangi iinitede tedavi gordiigii (AYBU,
GHYBU veya PYBU) hastane ve yogun bakim yatis - ¢ikis tarihleri, yatis tanilar1 ve altta
yatan hastaliklar1 (DM, KOAH, vb.), enfeksiyon i¢in risk faktorleri (mekanik ventilasyon,
enteral ve parenteral beslenme, santral vendz kateter varligi, nazogastrik tiip, toraks tiipii,
trakeotomi varligi, malignite, steroid kullanimi, immunsupresyon durumu, cerrahi girisim
varligi vb.), Acinetobacter tiirii tireme zamani ve yeri, almakta olduklar1 antibiyotik
tedavileri ve hastalardan alinan kan kiiltiirli, varsa kateter kiiltiirii veya DTA &rneklerinin

sonuclar standart forma kaydedildi.

3.3 Bakterilerin Tammmlanmasi ve Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Merkez Bakteriyoloji Laboratuvari’na gelen klinik 6rnekler %5 koyun kanli agar
ve Eozin Metilen Blue agar (EMB) kiiltiir ortamlarina ekilerek 18-48 saat 37 °C’de etiivde
inkiibe edildi. Kan kiiltiirleri ise BACTEC 9120 BD (Becton Dickinson, ABD) otomatize

kan kiiltiirii sistemi ile calisildi. Ureme gosteren drnekler kan kiiltiirii siselerinden uygun
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kat1 besiyerine ekilerek yine 18-48 saat 37 °C’de etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
%5 koyun kanl: agar ve EMB agarda saf koloni halinde iireyen bakteriler konvansiyonel
yontemlerle identifiye edildi. Aerob, non-fermenter (glukoz ve laktozu fermente etmeyen)
iireme ozelligi gosteren ve Gram boyamasinda Gram-negatif koko-basil veya diplokok
morfolojisinde saptanan, TSI besiyerinde dipte ve yatikta alkali reaksiyon veren, Simons
sitrat besiyerinde lireyerek besiyerinin rengini maviye doniistiiren, hareket besiyerinde
hareketsiz olarak tespit edilen, Indol testi negatif bakterilerin Acinetobacter spp.
olabilecegi disiiniildi. Daha sonra Phoneix 100 BD (Becton Dickinson, ABD)
identifikasyon sistemi ile suslarin otomatize tip tayini yapildi. A.baumannii olarak

tiplendirilen suslarin antibiyotik direnci disk diflizyon ve E-test yontemleri ile ¢alisildi.

3.3.1 Disk Difiizyon Yontemi

Suslarin  antibiyotik duyarliliklarr MHA (Oxoid, Ingiltere) ve standart
antibiyotik diskleri (Oxoid, Ingiltere) kullanilarak CLSI M02-A11’e gore Kirby-Bauer disk
diftizyon yontemiyle yapildi ve inkiibasyonu takiben elde edilen sonuglar CLSI M100-
S23’e gore yorumlandi (144, 145). Test i¢in dort mm kalinliginda dokiilmiis Muller Hinton
Agar (MHA) besiyeri kullanildi. Kanli agarda iireyen saf A.baumannii suslari steril serum
fizyolojik igerisinde; yogunlugu tiirbidometrik yontemle 0,5 McFarland olacak sekilde
(Oxoid turbidometer, Ingiltere) siispanse edildi ve steril ekiivyon yardim ile agar yiizeyine
ekim yapildi. Antibiyotik diskleri dispenser (Oxoid, Ingiltere) ile birbirlerine uzakliklar:
standart 25-30 mm olacak sekilde yerlestirildikten sonra petriler 37 °C’de 18-24 saat
inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda her antibiyotik icin inhibisyon zon ¢ap
milimetrik olarak ol¢iilerek; test sonuglari, CLSI’1n 6nerdigi sinirlara gére duyarl (S), orta

duyarl: (1) ve direngli (R) olarak degerlendirildi (145). Kalite kontrol olarak P. aeruginosa
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ATCC 27853 susu kullanildi. Disk difiizyon yontemiyle A.baumannii’de kullanilan diskler

ve zon ¢aplari tablo 4’te 6zetlenmistir (145).

Tablo 4: Disk diflizyon yontemiyle A.baumannii’de kullanilan diskler ve zon ¢aplari (mm).

Antibiyotik Duyarli (S) mm | Orta duyarli (I) mm | Direngli (R) mm
Ampisilin/sulbaktam (SAM, 10/10ug) =15 12-14 <11
Piperasilin/tazobaktam (TZP, 100/10pg) >21 18-20 <17
Tikarsilin/klavulanik asit (TCL, 75 pg/10 pg) >20 15-19 <14
Seftazidim (CAZ, 30pg) >18 15-17 <14
Sefepim (FEP, 30pg) >18 15-17 <14
Sefotaksim (CTX, 30pg) >23 15-22 <14
Seftriakson (CRO, 30pg) >21 14-20 <13
Imipenem (IPM, 10ug) >16 14-15 <13
Meropenem (MEM, 10pg) >16 14-15 <13
Gentamisin (CN, 10ug) >15 13-14 <12
Amikasin (AK, 30ug) >17 15-16 <14
Siprofloksasin (CIP, Sug) >21 16-20 <15
Levofloksasin (LEV, 5ug) >17 14-16 <13
Trimetoprim/siilfametoksazol >16 11-15 <10
(SXT, 1.25/23.75ug)

3.3.2 E-Test Yontemi

Disk difiizyon yontemi ile ¢ogul direngli olarak degerlendirilen A. baumannii
suslarinin imipenem, kolistin ve tigesikline duyarliliklarinin Minumum Inhibisyon
Konsantrasyonu (MIK) diizeyinde saptanmasi i¢in E-test yontemi kullanildi. Calismaya
aliman MDR A. baumannii kokeninin her biri ile steril serum fizyolojik igerisinde 0.5 Mc
Farland bulaniklikta siispansiyon hazirlandi. Bu siispansiyondan steril ekiivyon ile MHA
besiyeri iceren 15 cm capindaki plak yiizeyine yaygin ekim yapildi. Plaklar kuruduktan

sonra imipenem, kolistin ve tigesiklin stripleri (Etest-bioMeriux, ABD) yerlestirildi.
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Plaklar 37 °C de, 18-24 saat inkiibe edildikten sonra E-test striplerinin inhibisyon elipsleri

ile kesistigi noktalardaki MIK degerleri okunarak kaydedildi (Resim 2).

Resim 3: 4. baumanniinin imipenem, kolistin ve tigesikline duyarliliginin E-test

yontemiyle gdsterilmesi.

Imipenem ve kolistin icin elde edilen MIK degerleri CLSI’nin onerileri
dogrultusunda degerlendirildi. Buna gére E-test striplerinin MIiK degeri imipenem igin;
>16 pg/ml ise direncli, 8 pg/ml ise orta derecede duyarli ve <4 pg/ml ise duyarl kabul
edildi. Kolistin i¢in MIK degerleri ise; >4 pg/ml oldugunda direngli, <2 pg/ml oldugunda
duyarli olarak degerlendirildi (145). Tigesiklin i¢in CLSI standartlar1 olmadigindan Food
and Drug Administration’in (FDA) Enterobacteriaceae’lerde onerdigi (<2 mg/L duyarli, 4
mg/L orta duyarli ve >8 mg/L direngli) kriterlere gore degerlendirildi (146). Cogul ilag
direngli A. baumannii izolatlar1 molekiiler ¢alisgmada kullanilmak {izere boncuklu tiipler
(Cryoinstant, Deltalab, Ispanya) igerisine alarak ¢aligma baslanincaya kadar -80 °C’de

buzdolabinda (Sanyo, Japon) saklandi.
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3.4. Suslar Arasindaki Klonal liskinin Arastirilmasi

3.4.1 Acinetobacter baumannii’nin PFGE Uygulamasi

Calismanin molekiiler tiplendirme asamasi; Tiirkiye Halk Sagligit Kurumu,
Molekiiler Mikrobiyoloji Arastirma ve Uygulama Laboratuari’nda gergeklestirildi. PFGE
uygulamasinda Seifert ve ark. (135) standardize ettikleri protokol esas alinarak Prof. Dr.
Riza DURMAZ go6zetiminde asagida kisaca 6zetlenen protokol ile molekiiler tiplendirme

yapild.

3.4.2 izolatlarin hazirlanmasi

Biyokimyasal ve/veya molekiiler yontemlerle tiir diizeyinde tanimlamasi yapilmis
ve -80°C°de saklanan A. baumannii izolatlari, kanl triptikaz soy agar besiyerine tek koloni
ekimi yapildi. Bir gecelik inkiibasyondan sonra kiiltiiriin saflig1 kontrol edildi. Saf kiiltiir
halinde olmayan kiiltiirler tek koloniden tekrar uygun besiyerine, tek koloni ekimine uygun
olacak sekilde pasaj yapildi ve bir gece daha inkiibasyona birakildi. Saf kiiltiir halinde

iireyen koloniler ¢calismaya alindi.

Saf kiiltiir halinde tlireyen koloniler disposible 6ze ile toplandi ve 4 ml hiicre

stispansiyon tamponu (HST; 100 mMTris, 100 mM EDTA, pH 8) i¢inde siispanse edildi.

Bakteri yogunlugu, spektrofotometre (UV/Vis. Spectrophotometer, Boeco,
Germany) yardimiyla 590 nm'de 1 absorbans (yaklasik McFarland 4 bulanikligi) olacak
sekilde ayarlandi. Bakteri siispansiyonu 55 °C’de 10 dakika bekletildi. Hazirlanan
siispansiyon, kisa siire i¢inde (yaklasik 5 dakika) agaroza gomiilecek ise oda 1sisinda, daha

gecikecek ise kirik buz iginde bekletildi.
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3.4.3 izolatlarin agaroza gomiilmesi

HST igerisinde %1'lik SeaKem Goldagaroz (Gibco BRL Paisley, UK) hazirlandi.

0.1 g SeaKem Goldagaroz, 100 ml'lik balona konuldu.

Uzerine 10 ml HST eklendi ve yavasca karistirilarak agarin erimesi sagland.

Balonun agzina aliiminyum folyo kapatilarak mikrodalga firinda 10 saniye
tutuldu, cikarilarak hafifce karistirildi. Tekrar 2-3 saniye mikrodalga firininda
tutuldu. Agaroz iyice ¢oziiliinceye kadar kisa siireli mikrodalgada tutma islemi
tekrarlandi. Icinde hava kabarcigi ve partikiil kalmayincaya kadar eritilip
karistirildi

e Agaroz iyice ¢oziildiikten sonra, balon daha dnce sicakligi 50°C’ye getirilmis

calkalamal1 su banyosuna konuldu.

Steril ependorf tiiplere, 100 pl dagitildi ve 50°C'deki kuru 1s1 blogunda

bekletildi.

Her sus icin bir agoroz kalibi (10 mm x 5 mm x 1.5 mm, BioRad Laboratories)
isaretlenip, kaliplarin alt kismi otoklav band: ile sikica kapatildi. Kaliplardaki her bélme

i¢in suslarin numaralar: cama yazar kalemi ile yazildi ve kalip buz kabina oturtuldu.

HST i¢inde hazirlanmis bakteri siispansiyonundan 100 pl alinarak iizerine Sul
proteinaz K (Fermentas, Litvanya),(20 mg/ml stok soliisyondan) eklendi. 50 °C'de tutulan
ve igerisinde 100 ul SeaKeam Goldagaroz bulunan tiipe eklendi. Uzerine TE tamponu (10
mMTris, 1mM EDTA, pHS8.0) i¢inde hazirlanmis %]1°lik sodyum dodesil siilfat
(SDS),(Sigma, Almanya) eklendi. Birka¢ defa pipetaj yapilarak hiicrelerin agaroz iginde

homojen dagilmasi saglandi. Bekletilmeden, hiicre-agaroz-SDS karisimindan 100 pl hava
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kabarcig1 olmayacak sekilde agaroz kalibina dagitildi. Kaliplar, agaroz katilagincaya kadar
oda 1sisinda 5 dakika ve buzdolabinda (+4°C'de) 5 dakika olmak iizere 10 dakika

bekletildi.

3.4.4 Agaroz icindeki hiicrelerin parcalanmasi

15 ml’lik steril kapakli tiiplere, 5 ml hiicre lizis soliisyonu (HLS; 50mMTris, 50
mMEDTA (pH 8), %1 sarkozil) ve 25ul proteinaz K (20 mg/ml stok soliisyondan)
konuldu. Agaroz kalibinin arkasindaki otoklav bandi yavasca sokiildii ve +4°C'de
katilasmis seffaf kaliplar, zedelenmeden lizis soliisyonu bulunan tiiplere konuldu. Tiipler
calkalamali su banyosuna hafif yatik pozisyonda yerlestirildi ve 55 °C’de 2 saat

calkalamal1 su banyosunda bekletildi.

3.4.5 Hiicre lizisinden sonra agaroz kaliplarinin yikanmasi

Lizis agamasindan sonra agaroz kalibinin katilasmasi i¢in tiipler buz icerisinde en
az 15 dakika ekletildi. HLS dikkatli bir sekilde pipet yardimiyla aspire edildi. Bu asamada
agaroz kaliplarinin par¢alanmamasina 6zen gosterildi. Daha sonra agaroz kaliplar1 10 ml
ultra saf su (Reagent Grade Type 1) ile iki defa ve 10ml TE tamponuyla {i¢ kez yikandi.
Her bir yikama islemi ¢alkalamali su banyosunda 55 °C'de, 15 dakika yapildi. Yikama
islemleri sonrasinda agaroz kaliplarinin seffaflastigi goriildii. Boylece i¢inde saflagtirilmig

DNA bulunan agaroz, restriksiyon enzimi (RE) ile kesime hazir hale getirilmis oldu.

3.4.6 Agaroz kaliplari icindeki DNA’nin RE ile kesilmesi

Bu asamada A. baumannii i¢in etkinligi daha oOnce arastirilmig olan Apal

restriksiyon enzimi (10 U/ul) (Fast Digest Fermentas, Litvanya) kullanildi.
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DNA iceren agaroz kalibi bir lam iizerine alinarak bir bistiirii yardimiyla %
oraninda kesildi. Parcalardan biri, 100 ul 1x Apal tamponu igine konularak 37°C'de 10
dakika bekletildi. (Diger pargalar sonraki calismalarda kullanilmak {izere TE tamponu

icinde +4 derecede saklandi). Daha sonra siv1 aspire edildi.

Her agaroz kalibi i¢in asagidaki karigim hazirlandi.

10 ul 10x Apal tamponu

2.5 ul Apal enzimi
87.5ul  Ultra saf su

100 ul ~ Toplam hacim

Hazirlanan karigimin igerisine, enzimin tamponu ile yikanmis agaroz kalib1 konuldu
ve calkalamali su banyosunda 37 °C'de 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda tiipler

buzdolabinda 15 dakika bekletildi. Bdylece kaliplar elektroforez i¢in hazir hale getirildi.

3.4.7 Elektroforez jelinin hazirlanmasi ve kaliplarin jele yiiklenmesi

100 ml 0.5xTBE (44.5mM Trismabase, 44.5mM Borik asit, 1 mM EDTA, pH 8.4)

icinde % 1 'lik SeaKem Gold agaroz hazirlandu.

1 g SeaKem Gold agaroz 200 ml'lik balona konuldu. Uzerine 100 ml 0.5xTBE
eklendi ve yavasca karistirilarak agarin dagilmasi saglandi. Balonun agzina aliminyum
folyo kapatilarak mikrodalga firinda 60 saniye tutuldu, cikarilarak hafif¢e karistirildi,
tekrar 15 saniye mikrodalga firininda tutuldu. Agaroz iyice ¢oziildiikten sonra, balon 50
°C'lik calkalamali su banyosuna konuldu. Agaroz dokiilecek kaset hazirlandi, sizdirmamasi
icin etrafi bantlandi1 ve daha sonra su terazisi ile tamamen diizgiin oldugu kontrol edilmis

bir zemine konuldu.
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RE ile kesilmis olan agaroz kaliplarinin her biri, 15 disli taragin dislerinin ug
kismina, yuvarlak u¢lu 6ze yardimiyla, taragin uc c¢izgisine tam paralel olacak sekilde
yerlestirildi. Taragin iki kenar ve ortasindaki dislerine (1., 8. ve 15.) kontrol susuna ait
kaliplar yerlestirildi. Kurutma kagidi ile agaroz kaliplarinin etrafindaki sivinin fazlasi
alindi. Maksimum bes dakika oda isisinda bekletildikten sonra, 6rnek konulan kisim
DNA’nin yiiriiyecegi yone gelmek kaydiyla, tarak agaroz dokiilecek kaset igine dik

gelecek sekilde yerlestirildi.

Su banyosundan ¢ikarilmis ve sicakligi yaklasik 45-50°C olan agaroz dikkatli bir
sekilde, hava kabarcig1 olusturulmadan kaset igine yavasga dokiildii. Oda 1sisinda 20-30
dakika katilasmaya birakildiktan sonra tarak dikkatli bir sekilde cikarildi. Daha sonra,
agaroz Kasetinin gergeveleri ¢ikarilip, tabla lizerindeki agaroz, igerisinde 2000 mililitre

0.5x TBE tamponu bulunan PFGE tankina dikkatlice yerlestirildi.
3.4.8. Elektroforez

CHEF-DR Il sistemi (Bio-Rad Laboratories, Nazareth, Belgium) kullanildi.
Uygulanan elektoforez kosullari: Baslangi¢ vurus siiresi 5sn, bitis vurus siiresi 20sn, vurus

acis1 120°, akim 6 V/ecm?, sicaklik 14 °C, siire 19 saat olarak uygulandi.

3.4.9. Sonuc¢larin Gozlenmesi ve Analizi

Eletkroforezden sonra jel, 5 ul/ml etidyum bromiir (Sigma, Almanya) iceren 400 ml
ultra saf su icine alindi, 30 dakika boyanmasi i¢in bekletildi. Daha sonra jel 400 ml ultra

saf su igerisinde 5-10 dakika bekletilerek DNA’ya baglanmamis boya uzaklagtirildi.
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Boyanan jel, Gel Logic 2200 imaging system (ayrim giicii 1708x1280 pixel, Kodak
Company, NY, USA) kullanilarak DNA bant goriintiilerinin fotografi ¢ekildi, resimler

TIFF formatinda kayit edildi.

Gel Compar II yazilim sistemi (version 3.0, Applied Maths, Belgika) kullanilarak
bant profilleri analiz edildi. Oncelikle her resimde bulunan ii¢ adet standart (1., 8. ve 15.
kuyucuklarda yiiriitiilen) yardimi ile resimler aras1 normalizasyon yapildi. “Unweighted
pair group method with mathematical averaging (UPGMA)” kullanilarak PFGE
profillerinin, dendrogrami olusturuldu ve kiimelesme analizi yapildi. Bantlara bagli "Dice"
benzerlik katsayisina gore suslar arasindaki iliski belirlendi. Benzerlik katsayisinin
hesaplanmasinda bant ve profil toleransi, %1-1.5 olarak alindi. Bant profilleri %80
benzerlik gosteren izolatlar ayn1 kiime i¢inde degerlendirildi ve biiyiik harfle isimlendirildi.
Ayni kiime icerisindeki subtipler ise rakamlar ile gosterildi. Buna gore; %90-100 uyum
gosteren suslar ayni, %80-90 aras1 uyum gosterenler yakin iligkili, %70-80 arasi uyum

gosterenler muhtemel iliskili olarak degerlendirildi. %70’in altinda uyum ise iliskisiz

olarak kabul edildi.

Tenover ve ark(134).tarafindan gelistirilmis olan kriterler kullanilarak izolatlar

ayni, yakin iliskili, muhtemel iligkili ve iliskisiz olarak degerlendirildi.

3.5 istatistiksel Analizler

Uzerinde durulan &zelliklerden siirekli degiskenler igin tanimlayici istatistikler;
ortalama, standart sapma, minimum ve maksimum degerler olarak ifade edilirken,
kategorik degiskenler i¢in say1r ve yiizde olarak ifade edildi. Hesaplamalar i¢in SPSS

(ver:13) istatistik paket programi kullanildu.
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4. BULGULAR

4.1. Epidemiyolojik Iliski ve Risk Faktorlerine Ait Bilgiler

Yiiziincii Y1l Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’'nde AYBU, GHYBU ve
PYBU’de yatan A. baumannii nedenli Ventilator Iliskili Pnémoni (VIP) ve Primer Kan
Dolasim1 Enfeksiyonu (PKDE) tanis1 dogrulanmis, hastane kayitlarina ulasilabilen 72 hasta
ve 72 A. baumannii izolati calismaya alindi. 3 izolatin PFGE ile tiplendirmesi

yapilamadigindan ¢alismaya 69 hasta ve izolat ile devam edildi.

Calismaya dahil edilen 69 hastanin 35(%50,7)’1 erkek ve 34(%49,3)’tu kadindi.
Hastalarin yaslar1 1-86 arasinda degismekte idi (ortalama yas 54). Acinetobacter’ler

siklikla 61-80 yas araligindaki hastalardan izole edildi (Tablo 5).

Tablo 5: Hastalarin yas grubuna gore dagilimi.

Yas arahgi 0-20 yas 21-40 yas 41-60 yas 61-80 yas 81 yas ve iistii
Say1 9 8 16 31 5
Yiizde 13 11,6 23,2 449 7,2

Acinetobacter izolatlarinin 41 (%59,4) tanesi AYBU, 24 (%34,8) tanesi GHYBU
ve 4 (%5,8) tanesi PYBU’de izole edildi. Orneklerin 45(%65,2)’i derin trakeal aspirat ve
24(%34,8)’1i kan kiiltiiriinden izole edildi. Bu izolatlardan 29 (%42) tanesi 2010, 28

(%40,6 ) tanesi 2011 ve 12 (%17,4) tanesi 2012 yilina aitti (Tablo 6).

Tablo 6: Yillara ve YBU’lere gore izolat sayilar1 ve oranlari.

Yil 2010 2011 2012

YBU | AYBU | GHYBU |PYBU | AYBU | GHYBU | PYBU | AYBU | GHYBU | PYBU
Say1 | 18 10 1 11 14 3 12 0 0
Oran | 26 14,4 1,4 16 20 43 17,3

Hastalarm 63 (%91) tanesi VIP, 6 (%9) tanesi ise PKDE tanis1 almist1. Hastalarin
hastaneye yatis nedenleri arasinda; akciger ve toraks hastaliklar1 (%58) ilk sirada, daha
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sonra travmalar (%20,3) ve SSS hastaliklar1 (%18,8) gelmekte idi. Tiim hastalara YBU
yatis1 boyunca en az iki invaziv girisim uygulanmisti. Uriner Kateterizasyon (%100),
mekanik ventilasyon (%94,2) ve periferik vendz kateterizasyon (%91,3) en sik uygulanan

invaziv girisimlerdi (Tablo 7).

Tablo 7: Calismaya dahil edilen hastalarin genel 6zellikleri.

Hastaneye Bagvuru N edenleri’ Say1 (%)
e  SSS hastaliklar 13 (18,8)
e  Akciger ve toraks hastaliklari

=  Pnémoni 16 (23,2)
= Malignite 5(7,2)
= KOAH 19 (27,5)
e Travmalar
= AITK 6(8,7)
= ADTK 5(7.2)
= Kiint travma 3(43)
e Kardiyovaskiiler sistem hastaliklar 11 (15,9)
e Gastrointestinal sistem hastaliklart 8 (11,6)
e Hematolojik ve onkolojik hastaliklar 3(4.3)
e Endokrinolojik sistem hastaliklar 7 (10)

Acinetobacter enfeksiyonu icin risk faktorleri

Reentiibasyon 15 (21,8)
Nazogastrik sonda 60 (87)

Uriner kateter 69 (100)
Mekanik ventilasyon 65 (94,2)
Trakeotomi 29 (42)

Diabetes mellitus 22 (31,9)
Kronik bobrek yetmezligi 4 (5,8)

Periferik venoz kateter 63 (91,3)
Santral venoz kateter 56 (81,2)
Immiinsiipresyon 31 (44,9)
Enteral beslenme 61 (88,4)
TPN ile beslenme 44 (63,8)
Cerrahi girigim 11 (15,9)
Malignite 10 (14,4)

“Hastalarda birden fazla basvuru nedenlerinden dolay1 toplam say1 69°dan fazladur.

Hastalarin 41 (%59,4)’ inin son {i¢ ay i¢inde hastaneye yatis 6ykiisii ve 53 (%76,8)’
{iniin birden fazla antibiyotik kullanma o6ykiisii vardi. YBU’ye yatan hastalarin 65

(%94,2)’ine invaziv mekanik ventilasyon uygulanmisti. Mekanik ventilasyon giinii kiiltiir
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Oncesi ortalama 17 giin (st. sapma 12,9 ) ve kiiltiir sonrasi ortalama 14 giin (st. sapma 12)
idi. Hastalarda YBU’ye vyatislarmin ortalama 17. giiniinde A. baumannii’ye bagh
enfeksiyon gelisti. 65 (%94,2) hasta YBU’de Kkiiltiir alindiginda birden fazla grup
antibiyotik kullanmakta idi. Siprofloksasin (%47,8), piperasilin-tazobaktam (%40,6) ve
karbapenemler (%37,6) en ¢ok kullanilan antibiyotiklerdi. Hastalar ortalama 33.4 giin

YBU’de yatmust1. 16 (%23,2) hasta taburcu edilmis, 53 (% 76,8) hasta kaybedilmisti.

4.2 A. baumannii Izolatlarinin Antibiyotik Duyarliik Sonuglar

Disk difiizyon ve E-test ile yapilan duyarliklik testlerinde; tiim suslar i¢in en etkili
antimikrobiyal ajan %98,6 duyarlilik oran ile kolistin olarak tespit edildi. Ikinci sirada ise
en etkili antimikrobiyal ajan tigesiklin (%97) idi. Suslarin tamamu piperasilin/tazobaktam,

seftriakson, sefotaksim, meropenem ve imipeneme direngli bulundu (Tablo 8).

Tablo 8: A. baumannii izolatlarinin antibiyotiklere kars1 diren¢ durumu.

Disk Difiizyon Testi E-test

Antibiyotik Direnc (n:69) Yiizde (%) Direnc (n:69) Yiizde (%)
Ampisilin/sulbaktam 66 95,7

Piperasilin/tazobaktam 69 100

Tikarsilin/klavulanik asit 64 92,8

Seftazidim 66 95,7

Sefepim 66 95,7

Sefotaksim 69 100

Seftriakson 69 100

Levofloksasin 48 69,6

Meropenem 69 100

Gentamisin 64 92,8

Amikasin 59 85,5

Siprofloksasin 66 95,7

Trimetoprim/siilfametoksazol 52 75,4

Imipenem 69 100 69 100
Kolistin 1 1,4
Tigesiklin 2 2,9

Test edilen suslardan ii¢ veya daha fazla grup antibiyotige (MDR) direngli sus

say1st 60 (%87), kolistin ve tigesiklin hari¢ (XDR) diger antibiyotiklere direngli 8 (%11,6)

ve calisilan tiim antibiyotiklere (PDR) direncli 1 (%1,4) sus bulundu.
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4.3. Molekiiler Tiplendirme

A. baumannii izolatlarinin antibiyogram tiplendirilmesi yapildiktan sonra genotipik
tiplendirilmesi amaciyla yapilan PFGE c¢alismasinda A. baumannii DNA’lar1 Apal
restriksiyon enzimiyle kesildikten sonra ¢esitli bant paternlerinin goriildiigli PFGE jel

goriintiileri ortaya ¢ikt1 (Resim 4, 5, 6, 7, 8, 9).

PFGE bant profillerininin sergilendigi A. baumannii suslarinin jel goriintiilerinden
bir sonraki asamada dendogram analizi yapildi. Gel-Compare-II kullanilarak yapilan bant
profil analizinden sonra PFGE profil dendogramlart olusturularak Dice benzerlik
katsayisina gore suslar arasindaki iliskiler belirlendi. Bu istatiksel analizde %90-100 uyum
gosteren suslar ayni; %80-90 arast uyum gosterenler yakin iliskili; %70-80 arasi uyum
gosterenler muhtemel iliskili olarak degerlendirildi. %70’in altinda uyum ise iliskisiz

olarak kabul edildi.

PFGE ile tiplendirilmesi yapilan 72 susun {i¢ tanesinden diizgiin bant goriintiileri
almamadi. ki kez aymi protokol ile calisilmasina ragmen sonu¢ alinamadi. PFGE
yontemiyle 69 A. baumannii susunun 62(%89,9)’sinin kiime iginde oldugu saptandi. Bu
suslar 16 kiime i¢inde yar almakta 1di. Suslarin 7(%10,1)’s1 6zgiil PFGE profili gosterdi.
Kiimelesmede sus araligi 2-9 arasinda degismekte idi. Tiplendirmeye alinan suslar arasinda
23 pulsotip saptandi. Hasta ve A.baumannii suslar1 ayni numara ile adlandirilarak kiimelere

gore yorumlar1 yapildi (Hasta no;1 : sus no;1).

4.4 Kiime icinde Yer Alan Suslarin Epidemiyolojik Iliskileri

Birinci kiime (Patern 1): iki sus icermektedir (29 ve 35). ik sus 06.02.2011

tarihinde AYBU’de izole edildi, ikinci sus dort ay sonra ayn1 iinitede izole edildi.
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Ikinci kiime (Patern 3): Iki sus icermektedir (53 ve 57). ilk sus 07.10.2012

tarihinde AYBU’de izole edildi, ikinci sus bir ay sonra ayni iinitede izole edildi.

Uciincii kiime (Patern 5): Dort sus icermektedir (18, 63,15 ve 19). Bu kiimedeki
ilk sus (19) 25.01.2010 tarihinde AYBU’de izole edildi. 18 ve 15 no’lu suslar bir ve dokuz
ay sonra ayni iinitede izole edildi. 63 no’lu hasta Ocak 2010 da AYBU’de hematolojik
malignite tanisiyla yatmis, daha sonra Dahiliye servisine yatirilmis. Subat 2010 da
kardiyak arrest gelisen hasta entiibe edilerek GHYBU’ye alinmis. 10.03.2010 tarihinde

VIP gelisen hastanin kan kiiltiiriinde 63 no’lu sus izole edildi.

Dérdiincii kiime (Patern 6): Iki sus icermektedir (30 ve 42). Aym zamanda
liciincii kiime ile yakin iliskilidir. Her iki sus Agustos 2010 tarihinde GHYBU’de ayn

donemde yatmis, VIP tanis1 alan iki ayr1 hastadan izole edildi.

Besinci kiime (Patern 7): Iki sus icermektedir (14 ve 61). 61 no’lu hasta
10.01.2010 tarihinde beyin kanamasi nedeniyle Noroloji servisine yatirilmis, bes giin sonra
solunum arresti gelisen hasta entiibe edilip AYBU’ye almmmis. Aym giinlerde 14 no’lu
hasta arac dis1 trafik kazasi nedeniyle AYBU’ye yatirilmis. 25 giin sonra her iki hastadan

gonderilen kan kiiltiirlerinde yakin iligkili olan suslar izole edildi.

Altincr kiime (Patern 9): En fazla sus i¢eren kiime olup dokuz sus icermektedir
(47, 64, 23,24,16,17,4,5ve 11). 4, 5 ve 11 no’lu izolatlar ayn1 sus olarak degerlendirildi.
Ik sus 06.02.2011 tarihinde GHYBU’de izole edilmis, diger iki sus iki ay sonra ayni
tinitede izole edilmisti. 16 ve 17 no’lu suslar ayn1 suslar olup Haziran ve Agustos 2011
tarihlerinde AYBU’de izole edilmisti. 23 ve 24 no’lu suslar ayn1 suslar olup ilk sus

Haziran 2010 tarihinde GHYBU’de, ikinci sus yedi ay sonra aym iinitede izole edildi. 47
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ve 64 nolu izolatlar yakin iliskili olup, aralik 2010 ve subat 2011 tarihlerinde PYBU’de

izole edildi.

Bu kiimedeki izolatlar kendi icerisinde yakin iliskili olup ilk sus (23) 11.06.2010
tarihinde GHYBU’de izole edilmis, bu sus tiim yogunbakim iinitelerini dolasarak 14 ay
sonra 30.08.2011 tarihinde AYBU’de izole edilmisti. Bu klondaki suslar iic YBU’de de

izole edildiler.

Yedinci kiime (Patern 10): Iki sus icermektedir (37 ve 39). Aym zamanda altinci
kiime ile yakm iliskilidir. Ik sus 19.02.2011 tarihinde GHYBU’de izole edilirken ikinci

sus ii¢ ay sonra AYBU’de izole edildi.

Sekizinci kiime (Patern 11): Sekiz sus igermektedir (65, 67, 3, 25, 27, 31, 32 ve
36). Bu kiimedeki 25, 27 ve 31 no’lu izolatlar ayni1 sus olarak degerlendirildi. ilk sus (31)
27.06.2010 tarihinde AYBU’de izole edildikten sonra ikinci sus alt1 ay sonra ayni iinitede
izole edildi. Ugiincii sus ilk izolattan sekiz ay sonra 14.02.2011 tarihinde GHYBU’de izole
edildi. Bu kiimedeki klon en son 11 ay sonra GHYBU’de 24.05.2011 tatarihinde izole

edildi.

Dokuzuncu kiime (Patern 12): Dort sus icermektedir (41, 44, 20, 21). 1k sus
27.10.2010 tarihinde AYBU’de izole edildi. Daha sonra subat 2011°de PYBU’de goriilen

sus (41), son olarak (21) 20.04.2011 tarihinde AYBU"de izole edildi.

Onuncu kiime (Patern 14): Iki sus icermektedir (26, 28). Ilk sus(28) 15.03.2010

tarihinde AYBU de izole edildi. ikinci sus (26) bes ay sonra ayni iinitede izole edildi.
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On birinci kiime (Patern 16): Ug sus icermektedir (54, 58, 52). ilk sus (58)
01.07.2012 tarihinde AYBU’de izole edildi. Ikinci sus (54) 58 no’lu hasta ile aym
donemde yatan VIP tanis1 almis hastanin kan kiiltiiriinden izole edildi. Ugiincii sus (52) bir

ay sonra ayni liniteden izole edildi.

On ikinci kiime (Patern 17): Alt1 sus igermektedir (55, 56, 59, 48, 49, 60). Ayn1
zamanda on birinci kiime ile muhtemel iliskilidir. ilk sus (60) hastanemiz eski binasinda
AYBU’de 15.01.2010 tarihinde izole edildi. ikinci sus (59) yeni binada AYBU’de
10.07.2012 tarihinde izole edildi. Diger suslar (55, 56, 48, 49) sonraki dort aylik donem
icinde yeni binadaki AYBU’de izole edildiler. Bu klon AYBU’de (eski ve yeni bina) 34 ay

stire ile varligin siirdiirdii.

On iiciincii kiime (Patern 18): Alt sus igermektedir (8, 12, 1, 9, 66, 51).
Kiimedeki suslardan ilk ikisi (1, 9) 2010 Aralik ayinda KOAH akut alevlenmesi nedeniyle
GHYBU’de yatan iki ayr1 hastanin dta kiiltiirlerinden izole edildi. Daha sonda Subat
2011°de PYBU’de gériilen sus (66), Mayis 2011 de tekrar GHYBU’de aym giin kiiltiirleri
alman VIP tamli iki ayri hastanin (8, 12) kan ve dta Kkiiltiirlerinden izole edildi. Bu
klondaki son sus (51) 13.09.2011 tarihinde AYBU’de izole edildi. Bu klondaki suslar ii¢

YBU’de de izole edildiler.

On dérdiincii kiime (Patern 19): iki sus icermektedir (34, 50). Ilk sus 03.12.2010
tarihinde GHYBU’de izole edildi. Ikinci sus 17.10.2012 tarihinde hastanemiz yeni

binadaki AYBU’de izole edildi.

On besinci kiime (Patern 20): Alt1 sus icermektedir (62, 69, 10, 13, 40, 6). Ilk sus

12.05.2010 tarihinde AYBU’de izole edildi. ikinci sus dort ay sonra ayni iinitede izole
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edildi. Uciincii sus 07.10.2010 tarihinde GHYBU’de izole edildi.10 ve 13 no’lu suslar
2011 nisan ayinda ayn1 dénemde yatmis iki ayr1 VIP hastasimin kan ve dta kiiltiirlerinden

izole edildi.

On altinci kiime (Patern 21): Iki sus icermektedir (2,7). Bu kilmedeki suslar nisan
2011 tarihinde aym1 donemde yatan ve VIP tanisi alan iki ayr1 hastanin kan ve dta

kiilturlerinden izole edildiler.
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Resim 4. PFGE 1.grup; 1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12 No’lu suslara ait PFGE goriintiileri. M: Marker;
kontrol susu.
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Resim 5: PFGE 2.grup; 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, No’lu suslara ait PFGE gorintiileri.
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Resim 7: PFGE 4.grup; 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47 No’lu suslara ait PFGE goriintiileri. X
izolat iki kez ¢aligilmasina ragmen jel goriintiisii iyi alinamadi.
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izolatlari iki kez ¢alisilmasina ragmen jel goriintiileri iyi alinamadi.
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Sekil 2: A. baumannii izolatlarinin PFGE dendogram goriintiisii
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Kiiltiir Ainma Tarihi
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05.06.2011
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22.04.2010
23.03.2010
10.03.2010
25.10.2010
25.01.2010
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PFGE patern
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5. TARTISMA

Artmis morbidite ve mortalitenin yan1 sira, uzamis hastanede kalis siiresi, giderek
artan diren¢ oranlar1 ve yiiksek tedavi maliyetleri ile iliskili Acinetobacter enfeksiyonlari,
hastane de yatan hastalarin sagligini tehdit eden 6nemli bir sorundur (17, 69). Bu sorun ile
miicadelede, konaga ait etmenlerin, etkene ait yasam dongiisiinin ve etkenin
epidemiyolojik  Ozelliklerinin, etken-hasta-ortam iliskilerinin, bakterinin  tedavi
seceneklerine karsit gosterdigi direncin mekanizmasinin ve yayiliminin belirlenmesi ana

unsurlarin basinda gelmektedir.

Yogun bakim imkanlarinin artmas: ve buna paralel olarak YBU’lerde daha agir
hastalarin takip edilmesi, hastalarin konak savunmasinin bozulmasi, mekanik ventilasyon,
trakeotomi, entiibasyon, damar i¢i kateterizasyon ve iiriner kateter gibi invaziv girisimlerin
daha sik olmasi, ¢oklu antibiyotiklere maruz kalma ve direngli mikroorganizmalarla
kolonizasyon gibi nedenler hastane kokenli enfeksiyonlarin YBU’de artmasindaki baslica

risk faktorleridir (23).

Acinetobacter yakin bir zamana kadar enfeksiyona nispeten kolonizasyon yapma
kapasitesi daha yiiksek olan, diisiik viriilansh bir mikroorganizma olarak bilinmekteydi.
Fakat giiniimiizde A. baumannii basta olmak {izere Acinetobacter tiirlerinin enfeksiyon
olusturma yeteneklerinin yiiksek oldugu ve bu etkenlere bagli hastane kokenli

enfeksiyonlarin tiim diinyada hizla artig gosterdigi bilinmektedir (147, 148).

Yapilan bir ¢aligmada hastanede kazanilmis enfeksiyonlarin gerek uzamis yatis
suresi, gerekse de artmis maliyet agisindan anlamli risk teskil ettigi belirlenmistir.

Hastanede kazanilmis enfeksiyonlar; uzamis yatis suresi, antibiyotik tedavisinin maliyeti,
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antibiyotik diizey takibi ve organ toksisitesinin monitorizasyonu i¢in yapilan biyokimyasal
parametrelerin takibi, enfeksiyon nedeniyle yapilan ek goriintiilleme ve cerrahi girisimler
nedeniyle artmis maliyetle iliskili olabilecegi, hastanede kazanilmis enfeksiyonlarin
Onlenmesinin hasta maliyetlerini diisiirmede faydali olabilecegi; bu enfeksiyonlarin 6nemli
bir kisminin yogun bakim ekibinin egitimi ve enfeksiyon kontrol programlarinin etkin

olarak calistirilmasiyla engellenebilecegi bildirilmistir (149).

Hastane enfeksiyonlarinin antibiyotik tedavi maliyeti, HE’ye bagli ek maliyetin en
onemli parcasidir (150). Antibiyotik tedavisinin gercek maliyetini hesaplamak igin
intraven6z uygulamalar, serum antibiyotik diizeyinin tespiti, hasta ig¢in ayrica harcanan
emek, hematolojik ve biyokimyasal bulgularin incelenmesi ve antibiyotik yan etkileri
olarak diigiiniilmelidir. Uygunsuz antibiyotik kullanimina bagl: tedavinin yetersiz kalmasi

maliyeti arttirmaktadir (151).

Ulkemizde; Inan ve ark. (19) yaptiklari bir calismada 2004 yilinda YBU’de
Acinetobacter enfeksiyonlarinin goriilme oranlarint %5,8 gibi diisiik bir oranda tespit
ederken, bu oran 2010 yilinda %76,6 gibi yiiksek bir oranda goriilmeye baslanmis ve her
iic enfeksiyon etkeni patojeninden ikisini olusturdugunu tespit etmisler. Hastanemizde de
benzer sekilde 2009-2010 yillar1 arasinda yapilan bir ¢alismada HE’ na neden olan
mikroorganizmalar arasinda A. baumannii %23.2 orani ile ilk sirada yer almakta idi (16).
Bugiin itibariyle lilkemizde bir¢cok hastanede A. baumanni nedenli hastane enfeksiyonlari
ozellikle YBU’lerde ilk sirada yerini  korumaktadir (17-22). Yogun bakim
enfeksiyonlarinin sikligindaki artis, bu enfeksiyonlarin ciddiyeti ve ilag direnci tedavide

zorluklara neden olmaktadir. Cogul ilag direngli mikroorganizmalarin ortaya ¢ikisi ile yeni
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tedavi arayislar giindeme gelmistir. MDR ve uygun olmayan tedavi yani sira altta yatan

hastaliklarin ciddiyeti de mortalitede rol oynayan énemli bir faktordiir (56).

Acinetobacter tiirlerinin neden oldugu hastane enfeksiyonlarinda risk faktorlerine
yonelik yapilan daha 6nceki c¢alismalarda birgok olasi risk faktorleri tanimlanmistir (55-
63). Falagas ve ark. (63) yaptiklar1 bir metaanalizde; 20 vaka-kontrolli calisma

degerlendirilmis olup c¢ogul ilag direngli A. baumannii’ nin, kolonizasyonu
/enfeksiyonuna en sik neden olan faktoriin 20 ¢alismanin 11° inde onceki antibiyotik

kullanimi oldugunu tespit etmislerdir. Bu ¢alismalarda en sik iigiincii kusak sefalosporin
(4/11 galismada) ve karbapenemlerin (4/11 ¢alismada) risk faktorii oldugu, bu antibiyotik
gruplarint takiben sirasi ile florokinolon, aminoglikozit ve metronidazolin diger risk

faktorlerini olusturdugu belirtilmistir.

Ulkemizde, Inénii Universitesi'nde yapilan bir tez caligmasinda (152) tek
degiskenli regresyon analizi sonuglarina gore, hastane kokenli Acinetobacter enfeksiyonu
gelisimini etkileyen risk faktorleri; yas, pulmoner hastalik, serebrovaskiiler hastalik, tiriner
kateter, mekanik ventilatér uygulanmasi, trakeotomi, SVK, enteral beslenme, karbapenem
kullanim, 3. kusak sefalosporin kullanilmamasi, CRP diizeyi ve yiiksek APACHE I skoru
olarak tespit edilmis. Cok degiskenli regresyon analizi sonrasinda ise; yas, mekanik
ventilatér uygulamasi,  trakeotomi uygulamasi, karbapenem kullanim: ve sefalosporin
kullanilmamasi hastane kokenli Acinetobacter enfeksiyonu gelisimi igin bagimsiz risk

faktorii olarak tespit edilmistir.

Hacettepe Universitesinde yapilan bir tez c¢alismasinda (153) ise; enteral
beslenmenin, YBU’ de yatan hastalar igin, hem antibiyotik direncinden bagimsiz, hem de

cogul antibiyotik direngli Acinetobacter suslarinda kolonizasyonu/infeksiyonu igin
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bagimsiz risk faktorii oldugu tespit edilmis ve enteral beslenmenin Acinetobacter iireme
riskini 9 kat arttirdigi, ¢ogul antibiyotik direngli Acinetobacter lireme riskini ise 8,5 kat

arttirdigini tespit etmislerdir.

Yaptigimiz ¢alismada Sonuglar literatiir ile karsilastirildiginda; HE tanisi alan
hastalarin tamamina, yatis1 boyunca en az iki invaziv girisim uygulanmisti. Uriner
kateterizasyon (%100), mekanik ventilasyon uygulamasi (%94,2), enteral beslenme
(%88,4) nazogastrik sonda uygulamasi (%87), santral vendz Kateterizasyon (%81,2),
trakeotomi (%42) , reentlibasyon (%21,8), immiinsiipresif tedavi uygulanmasi (%44,9) ve
cerrahi girisim (%15,9) olast risk faktorlerindendi. Hastalarin 48 (%69,6)’ inde
Acinetobacter enfeksiyonlar1 igin risk faktorlerinden olabilecek bir ve/veya birden fazla
altta yatan hastalik bulunmakta idi. Bu hastalardan; 22 tanesi diyabet, 19°u kronik
obstruktif akciger hastaligi, 10’u malignite ve 4 tanesi kronik bobrek yetmezligi tanisi
almisti. Bulgular literatiir ile uyumlu olmasma ragmen; mekanik ventilasyon oraninin
yiiksek olmasi (%94,2); izolatlar arasinda solunum yolu 6rneklerinin ¢ogunlugu (%65,2)

olusturmasindan kaynaklanmakta idi.

A. baumannii enfeksiyonlarinin morbidite ve mortalite artiglarina etkisi ile ilgili
tartismalar hala devam etmektedir. Bir kisim aragtirmacilar A. baumannii enfeksiyonlarinin
mortalite ile iliskili oldugunu destekleyen bulgulara ulagsmalarina ragmen, bazilar1 ise bu
sonucun sadece A. baumannii enfeksiyonu veya kazanimina bagli olmadigini, kritik
hastalarin birgcok faktorden etkilendigini ve Slimlerin bu sebeplerden dolay1 arttigini

disiinmektedirler.

Falagas ve ark.(154) A. baumannii ile ilgili eslestirilmis kohort ve vaka-kontrol

caligmalarinin sistematik bir incelemesinin yapildigi ¢alismalarinda, enfeksiyona atfedilen
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mortalitenin %7,8 ile %23 arasinda degistigi goriilmiistiir. Yogun bakimda goriilen A.
baumannii enfeksiyonlari i¢in bu oran %10 ile %43 arasinda degismektedir. Blot ve ark.
(155) ise yaptiklar1 retrospektif eslestirilmis kohort c¢alismasinda A. baumannii
bakteriyemisinin mortalite artisna yol agmadigini gdstermislerdir. YBU’ de yatan A.
baumannii bakteriyemili 45 ve kontrol grubu 90 hasta calismaya alinmis, atfedilebilir
mortalite; olgularin kaba olim hizi ile kontrollerin kaba o6liim hiz1 ¢ikarilarak
belirlenmistir. Bakteriyemi olan hastalarin belirgin olarak daha fazla hemodinamik
instabilite, uzun siire yogun bakimda kalma durumu ve kontrollere gore ventilator
bagimlilig1 daha yiiksek bulunmus. Vakalar ve kontroller i¢in hastanede 6liim oranlarini,
strasiyla% 42.2 ve % 34.4 olarak tespit etmisler ve bdylece atfedilebilir mortalitenin % 7.8
oldugunu bulmuslardir. Bu oranin istatistiksel olarak anlamli olmadigin1 kabul etmislerdir.
Bu sonug, uygun antibiyotik tedavisinin kullanim oraninin yiiksek olmasina ve tedavinin

erken evrede baglanmasina baglanmistir.

Yaptigimiz calismada; hastalarin ¢ogu bir aydan fazla olmak {izere uzun siire
(ortalama 33,4 giin) YBU’de yatmis, 16 (%23,2) hasta taburcu edilmis ve 53 (% 76,8)
hasta kaybedilmisti. Bu oran literatiir ile uyumlu ve hatta yiiksek olarak bulundu. Bunun
nedeni A. baumanni izolatlarinin MDR olmasi, yatan hastalarimizin ciddi yatis tanilar1 ve
ilaveten ¢ogunda invaziv girisim ve infeksiyon acgisindan risk olusturacak ilave
hastaliklarin bulunmasi olabilir. Ayrica Acinetobacter enfeksiyonu olan hastalarda hastane
mortalitesinin % 76,8 oldugu tespit edilmistir. Diger bir deyisle calismamiz kontrollii bir
calisgma olmamasma ragmen; Acinetobacter enfeksiyonlarinin yatig siireleri yaninda,

mortalite oranlarini da arttirdigini desteklemektedir.
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Abbo ve ark. (156) yaptiklar1 retrospektif eslenik kohort ¢alismasinda vaka ve
kontrol grubu arasinda yapilan ¢oklu degiskenli analizde MDR A. baumannii ediniminin
mortalitede ve mekanik ventilasyon ihtiyacinda artis ile sonug¢lanan bir iliskinin oldugunu
tespit etmislerdir. Blot ve ark. (155) ise mekanik ventilasyon ihtiyacinin 22 (15-30) giin ve
yogun bakimda kalis siiresinin 25 (16-34) giin oldugunu ve bu siirenin kontrol grubuna
gbre 5 giin uzadigini saptamiglardir. Calismamizda; YBU’ye yatan hastalarin 65 (%94,2)’
ine invaziv mekanik ventilasyon uygulanmis ve hastalar ortalama 33,4 giin (6-81) YBU’de
yatmistt. Sonuglar literatlir ile uyumlu idi. Ayrica kontrol grubu olmadigindan
A.baumannii enfeksiyonun mekanik ventilasyon ihtiyacina katkisi ve ortalama yogun

bakim yatis siiresine art1 katkis1 degerlendirilemedi.

A. baumannii’ nin HE etkenleri siralamasinda bugiin i¢in ilk sirada yer almasi
sorundur, ancak daha da 6nemli sorun ¢ogul ilag direngli suslarin izolasyon sikliginin
artmasi ve tedavide kullanilacak ajanlarin oldukga kisitli olmasidir. Yillar i¢inde artan
oranlarda gorillen antibiyotik direnci, Acinetobacter enfeksiyonlarinda tedavi
segeneklerinin sinirli olmasmin en &nemli nedenidir. Ulkemizde ve yurt diginda son
yillarda izole edilen Acinetobacter’ lerin duyarlilik profilleri incelendiginde, izolatlarin

cogunda ¢ogul ilag direncinin yaygin oldugu goriilmektedir (8-13).

Acinetobacter’lerde direng gelisimi agisindan bir¢ok olasi risk faktoriiniin oldugu
iddia edilmistir. MDR gelisimi agisindan; ¢oklu travma ile hastaneye basvuru, mekanik
ventilasyon uygulanmasi, kan ve kan lriinii transflizyonu, alinan antibiyotik sayis1 ve
onceki antibiyotik tedavisi, genis spektrumlu antibiyotiklerin uygunsuz kullanimu,
hospitalizasyonun 6zellikle yogun bakim {initesinde yapilmasi, immiinsupresif tedavi, altta

yatan hastaliklarin ciddiyeti, enfeksiyon Oncesi septik sok ve daha once gecirilmis

73



karbapenem direngli A. baumannii enfeksiyonunun risk faktorleri olabilecegi ifade
edilmistir (56, 157, 158). Kim ve ark. (159) da benzer sekilde sefalosporin ve karbapenem
kullaniminin karbapenem direngli Acinetobacter enfeksiyonlarinda risk faktorii oldugunu

tespit etmiglerdir.

Yaptigimiz ¢alismada; hastalarin 41 (%59,4)’inin son ii¢ ay icinde hastaneye yatig
oykiisii ve YBU yatis oncesi 53 (%76,8)’iiniin birden fazla antibiyotik kullanma 6ykiisii
vardl. 65 (%94,2) hasta YBU’de Kkiiltir alindiginda birden fazla grup antibiyotik
kullanmakta idi. Siprofloksasin (%47,8) piperasilin-tazobaktam (%40,6) ve karbapenemler
(%37,6) en cok kullanilan antibiyotiklerdi. Bulgularimiz daha 6nce yapilmis ¢alismalar ile
uyumlu idi. Hastalarin son ii¢ ay i¢inde hastaneye yatis 6ykiisiiniin bulunmasi, yatis dncesi
antibiyotik kullaniminin yiiksek olmasi ve siprofloksasin, piperasilin-tazobaktam ve
karbapenem kullanimimin mevcut veriler ile MDR A. baumanii enfeksiyonlarinin

gelisiminde risk faktorleri olabilecegi diisiiniildii.

Gazi ve ark. (160) YBU ve yogun bakim dis1 iinitelerden izole edilen 402 A.
baumannii susunun antibiyotiklere direncini disk difiizyon yontemi ile belirlemisler. Izole
edilen suslarin % 20.9’u amikasine, % 29.9’u netilmisine, % 36.3’{i meropeneme, % 40.5°1
imipeneme, % 57.2’si siprofloksasine, % 66.4’i piperasilin/tazobaktama, % 69.4’0
seftazidime, % 69.7’si ampisilin/sulbaktama, % 71.1°1 gentamisine, % 82.6’s1 seftriaksona
ve % 84.6> sin1 aztreonama direncli olarak bulmuslardir. YBU’den ve diger servislerden
izole edilen suslardaki diren¢ oranlar1 karsilastirildiginda netilmisin ve amikasin digindaki
diger antibiyotiklere diren¢ oranlarinin yogun bakim iinitelerinde daha yiiksek oldugunu
tespit etmislerdir. Benzer bir ¢alismada Yavuz ve ark. (161) 2003-2004 yillart arasinda

hastanelerinde izole ettikleri 114 A. baumannii susunun antibiyotiklere direncini disk
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difiizyon yontemi ile belirlemisler. Bu suslarin imipenem direnci % 17, amikasin direnci
% 61, sefepim direnci %66, piperasilin/tazobaktam direnci %72, siprofloksasin direnci %
75, gentamisin direnci %81, ampisilin/sulbaktam ve seftazidim direnci %82,
trimetoprim/sulfametoksazol direncini %84 ve seftriakson direncini %88 olarak
bulunmustur. Evren ve ark. (9) 2011-2012 yillar1 arasinda hastane enfeksiyonu etkeni olan
ve ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen 50 ¢oklu ilaca direng¢li A.baumannii susu lizerinde
yaptiklar1 ¢alismada sivi mikrodilusyon yontemiyle 46 (%92) izolat imipeneme, 48 (%96)
izolat meropeneme direncli bulunmustur. Imipeneme direncli olan suslarm tamami
meropeneme de direnclidir. Iki izolat (%4) meropeneme direncli iken imipeneme orta

duyarhiliktadir.

Dede ve ark.(162) ise retrospektif bir ¢alismada 2010 Ocak-2011 Aralik tarihleri
arasinda, yogun bakim iinitesinde yatan hastalara ait cesitli klinik 6rneklerden izole edilen
172 A.baumannii susunun antibiyotik duyarliliklarini incelemis. Antibiyotik diren¢ oranlari
strastyla; amikasin i¢in %64, gentamisin i¢in %67, levoflaksasin i¢in %73, siprofloksasin
icin %76, sefoperazon sulbaktam igin %79, piperasilin tazobaktam i¢in %84, meropenem
ve imipenem igin ise %92 olarak bulunmustur. Ulkemizde yapilan diger bir ¢alismada;
Agustos 2007 - Haziran 2010 tarihleri arasinda, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Dahili ve
Néroloji YBU’lerinde izole edilen 100 A.baumanii susunda; meropenem, imipenem, ,
piperasilin-tazobaktam, ampisilin-sulbaktam direnci sirasiyla; % 96, %84, %97, %84,

olarak tespit edilmistir (163).

Hastanemizde yapilan bir ¢alismada 1997-2000 yillar1 arasi, dort yillik donemde
izole edilen A. baumannii izolatlarinin direng gelisiminin takip edilmesi amaglanmis.

Calismada 1997 ve 2000 yillari igin direng oranlar1 sirasiyla; Amikasin i¢in %39 ve %61,
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gentamisin i¢in %57 ve %72, imipenem i¢in %4 ve %17, siprofloksasin i¢in %35 ve %50,
tetrasiklin i¢in %52 ve %83, trimetoprim/ sulfametaksozol i¢in %57 ve %83, seftriakson
icin %65 ve %100 olarak tespit edilmistir (164). Yine hastanemizde yapilan baska bir
calismada; Ocak 2009-Mart 2010 tarihleri arasinda YBU” leri ve servislerden izole edilen
26 A. baumannii izolatinin duyarlilik profili; amikasin i¢in %19.2, gentamisin i¢in %15.3,
imipenem i¢in %27, siprofloksasin i¢in % 7.7, sefoperazon/sulbaktam igin 9%30.8,
tetrasiklin i¢in %84.6, trimetoprim/sulfametaksozol i¢in %38.5 olarak tespit edilmisti.

Piperasilin-tazobaktam ve seftazidime ise tiim suslar direngli idi (16).

Bu calismada 69 A. baumannii izolatinin disk difiizyon yontemi ile yapilan
duyarlilik testinde; ampisilin/sulbaktam’a % 95,7, tikarsilin/klavulanik asit’e %92,8,
seftazidim’e %95,7, sefepim’e 9%95,7, levofloksasin’e %69,6, gentamisin’e %928,
amikasin’e %385,5, siprofloksasin’e %95,7, ve trimetoprim/siilfametoksazol’e %75,4
oraninda direng tespit edildi. Tiim suslar disk diflizyon ile imipenem, meropenem,
sefotaksim, seftriakson ve piperasilin/tazobaktam’a direngli olarak bulundu. 1997 yilllari
hastanemiz verileri ile karsilagtirildiginda tiim antibiyotik gruplarinda diren¢ oranlarinin
arttig1 goriilmektedir. Caligsmada izole edilen suslarin diren¢ oranlar1 iilkemiz verilerine
gore yiiksek olarak tespit edildi. Bunun nedeninin; ¢alismaya baslamadan Once tiim
suslarin MDR A. baumanni olanlardan segilmesi, calismaya sadece YBU’lerde izole edilen
suslarin dahil edilmesi, suslarin ¢ogunlugunun yatis Oncesi ve yatis esnasinda yogun

antibiyotik kullanan hastalardan izole edilmesinin olabilecegi diisiiniildii.

Acinetobacter tirlerinin mevcut kullanilan antibiyotiklere karsi direngte artis;
tedavi seceneklerini olduk¢a kisitlamakta ve Kklinisyenlerin alternatif antibiyotiklere

yonelmesine neden olmaktadir. Ulkemizden ve diinyadan veriler 1s131nda ¢ogul direncli
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bakterilerde alternatif tedavi segeneklerinin kisith oldugu goriilmektedir. Bugiin
Acinetobacter enfeksiyonlarinin tedavisinde tercih edilen ilaglarin basinda kolistin ve

tigesiklin gelmektedir.

Eski bir ilag olan Kolistin, Gram-negatif bakterilerin dis membranlarindaki anyonik
lipopolisakkarid molekiiller ile elektrostatik iliskiye girmek suretiyle hiicre membranini
bozarak etkisini gosterir. Birgok Gram-negatif mikroorganizmaya karsi hizli bakterisidal
etkinlikleri vardir. Ciddi yan etkisinden dolay1 seksenli yillarda kullanimi kisitlanmis olan
bu ilag, sadece kolistine duyarli suslarin ortaya ¢ikmasi ile tekrar giindeme gelmistir (20).
Nefrotoksisite, norotoksisite ve noromuskiiler blokaja neden olduklar1 bilinmektedir.

Ancak yeni calismalar, yan etkilerin korkulandan daha az oldugunu ortaya ¢ikarmastir.

Koomanachai ve ark. (165) cogul direngli A. baumannii’ nin neden oldugu
enfeksiyonlarda kolistin kullanan hastalarda mortalite oraninin % 46.2, kullanmayan hasta
grubunda ise %80 oldugunu gostermislerdir. Garcia-Penuela ve ark. (166) 2004 yilinda 74,
2005 yilinda 30 Acinetobacter baumannii susuyla yaptiklari ¢alismada kolistin direng
oranin sirastyla %1,4, %3,3 bulmuslardir. Ulkemizde Mansur ve ark. (167) 2008 yilinda
yaptiklart ¢alismada kolistin direncini % 9, Evren ve ark. (9) %4 olarak tespit etmislerdir.
Ozdemir ve ark.(168) ile Dede ve ark. (162) c¢alismalarinda kolistine direng

saptamamiglardir.

Bu calismada kolistin direnci E-test yontemi ile; %1,4 olarak tespit edildi.
Calismamizda direng orani iilkemiz ve yurtdis1 verileri ile uyumlu olarak tespit edildi.
Ulkemizde yapilan farkli calismalarda kolistin duyarligi  %70-%100 arasinda

degismektedir (9, 95, 96). Bu direng farkinin uzun aralikta olmasinin sebebi, otomatize

77



sistemler ve disk difiizyon, E-test ve buyyon mikrodiliisyon gibi farkli yontemlerin

kullanilmasindan kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Bir glisilsiklin derivesi olan tigesiklin, ¢cogul direngli A. baumannii kokenlerine
etkili bir antibiyotiktir. Yapisal olarak tetrasiklinlere benzerlik gostemesine Kkarsin
tigesiklin; tetrasikline karsi bakterilerin gelistirdigi diren¢ mekanizmalarindan daha az
etkilenir. Tigesiklin ayrica bakteri ribozomlarinda tetrasiklin baglanmasini engelleyen
proteininin neden oldugu degisikliklerden etkilenmemekte ve ribozomlara baglanmasini
stirdiirebilmektedir (169). Diinyada ve tilkemizde tigesikline direngli A. baumannii suslari
son yillarda bildirilmeye baslanmistir. ileride daha yiiksek diren¢ oranlarinin gelismesi

muhtemel gibi goziikmektedir.

Karageorgopoulos ve ark. (101) Toplam 2384 Acinetobacter (1906 A. baumannii)
izolatinin tigesikline duyarliliklarinin incelendigi 22 ayr1 calismayr kapsayan bir
aragtirmada, izolatlarin en az % 90’mnin tigesikline duyarli olduklarini bildirmislerdir.
Calismada 6zellikle tigesiklin direnci i¢in broth mikrodiliisyon ile yapilan ¢aligmalar tercih
edilmistir. Ulkemizde Ozdemir ve ark. (168) caligmalarinda tigesiklin duyarliligin1 %99
olarak saptamiglardir. Mansur ve ark. (167) ile Dede ve ark. (162) ¢alismalarinda izole
edilen tim suslari tigesiklin duyarli bulmuslardir. Zer ve ark. (170) ise E test stripleri
kullanilarak tigesikline test edilen suslarda % 6.45 direngli ve %12.9 orta derecede duyarh
olarak saptamiglardir. Kuscu ve ark. (171) da benzer sekilde E-test kullanilarak g¢ogul
direngli izolatlarda; tigesiklin igin %5 direng ve %16 orta derecede duyarli tespit

etmislerdir.
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Bu calismada tigesiklin direnci E-test yontemi ile %2,9 olarak tespit edildi.
Tigesiklin diren¢ oranlar1 iilkemiz verileri ile uyumlu olarak bulundu. Tigesiklin

hastanemizde kolistin ile uygun tanilarda, kombinasyon tedavilerinde kullanilabilir.

Direngli ve orta duyarli suslarin orani iilkemizde yapilan ¢alismalarda farklilik
gostermektedir. Mansur ve ark. (172) yaptiklar1 bir ¢alismada Turgut Ozal Tip
Merkezi’nde 2008 yilinda yatan hastalara ait 30 (5’i MDR ve 25’1 XDR) Acinetobacter
susunu calismaya almislar. Acinetobacter izolatlar1 konvansiyonel yontemler ile
tamimlanmus, antibiyotik duyarlilik testleri CLSI standartlarma gore yapilmstir. Izolatlarin
timii karbapenem direngli olarak degerlendirilmistir. Tigesiklin duyarliligi icin disk
difiizyon, E test ve buyyon mikrodiliisyon yontemleri kullanilmistir. MDR ve XDR
izolatlarinin tiimii buyyon mikrodiliisyon testi ile tigesikline duyarli bulunmustur. Buyyon
mikrodiliisyon calisilan 30 susun MIK degerleri 0.03-0.5 pg/ml degerleri arasinda olup,
MIK50 degeri 0.12 pg/ml, MIK90 degeri 0.25 pg/ml olarak saptanmustir. Tigesiklin disk
diftizyon testinde >16mm duyarli ve <12mm direngli inhibisyon zon ¢aplar1 kullanilarak
25 sus (% 83) duyarli bulunmustur. E test ¢alisilan 30 susun MIK degerleri 1-8 pg/ml
arasinda saptanmustir. E test ile elde edilen MIK degerleri gercek MIK degerlerinden 8-64
kat fazla olup, calisilan Acinetobacter suslarmnin %30 (9/30)’u hatali olarak direngli
bulunmustur (2 pg/ml MIK kirilma noktasina gére). Calismada disk difiizyon yontemi ve E
test ile tigesikline direngli bulunan Acinetobacter suslari i¢in direnci dogrulamada buyyon

mikrodillisyon yonteminin kullanilmasi tavsiye edilmistir.

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda epidemik potansiyeli olan A.baumannii
izolatlariin ¢abuk ve dogru saptanmasi kontrol 6nlemlerinin alinmasi agisindan son derece

onemlidir. Bu suslarin  kolonize olabilmeleri, hastane ortaminda yasayabilmeleri,
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antibiyotiklere direncli olmalar1 yayilmalarima katkida bulunan faktorlerdir. Epidemik
A.baumannii izolatlar1 sporadik olanlardan ¢ok daha direnglidir ve herhangi bir ¢oklu ilaca
direngli A.baumannii susunun nozokomiyal salgin yapma potansiyeli vardir. Ayrica bu

suslar ¢cogunlukla ortak bir klondan koken alirlar (173).

Direncin ortaya cikmasinda hatali antibiyotik kullanimlar1 kadar, laboratuvar
yontemlerindeki yetersizlikler de 6nemli rol oynamaktadir. Direncin belirlenmesinde geg
kalinmast veya dogru olarak ortaya konulamamasi durumunda, diren¢li suslara bagh
infeksiyonlarin tedavisi ve kontrolii sorun haline gelmektedir. Sorunlarin iizerinden
gelinmesinde direncin mekanizmasi ve yayilma yollarinin belirlenmesinin biiyiik 6nemi
vardir. Bu noktada molekiiler yontemlerin biiyiik katkilart olmaktadir (174). Hangi yontem
kullanilirsa kullanilsin mutlaka klasik epidemiyolojik veriler dikkate alinmalidir. PFGE
genotipik yontemler icinde ayristirma giicii ve tekrarlanabilirligi yiiksek oldugu icin
giiniimiizde pek ¢ok etyolojik ajan icin altin standart olarak kabul edilen molekiiler

yontemdir (24).

Direncli klonlarin yayilmasinin 6nlenmesinde geleneksel infeksiyon kontrol
onlemlerine ilave olarak molekiiler tiplendirme yontemlerinin uygulamaya girmesinin
blyiik katkilar1 olmustur. Tayvan’da yapilan bir ¢alismada; Hastanedeki MRSA
enfeksiyonlarinin kaynagi ve kontrol onlemlerinin etkinligini denetlemek amaciyla saglik
personeli ve hastalardan almman kiiltiirlerde {retilen MRSA suslarinin  PFGE ile
tiplendirmesi yapilmis, iki predominant genotip saptanmistir. Daha sonra tastyicilar topikal
nasal mupirosin ile tedavi edilerek nozokomiyal MRSA infeksiyonlarinda kaydadeger bir
azalma gozlenmistir (175). Bir KBB servisinde yatan hastalarda on giin i¢inde ortaya ¢ikan

ve yedi kisiyi etkileyen penisiline direngli Streptococcus pneumoniae salgini, PFGE
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yontemiyle dogrulanmis. Standart kaynak izolasyonunun yaninda tasiyicilara; topikal nasal
mupirosin ve oral rifampisin kullanim1 sonrasi direngli suslarin yayilmasi kontrol altina

alinabilmistir. Boylece suslarin hastane igerinde yayilmasi engellenmistir (176).

A.baumannii salginlarinin kaynagmin hizli ve dogru tespiti, enfeksiyonun tedavisi
ve salginin kontrolii a¢isindan onemlidir. Bu amagcla yapilan ¢alismalarda diger molekiiler

teknikler PFGE ile kiyaslanmustir.

Seifert ve ark. (177) dokuz farkli hastane salginindan elde edilen, epidemiyolojik
olarak iyice tanimlanmig 103 A.baumannii izolat1 ve 21 salgmla iliskisiz susu PFGE
kullanarak tiplendirmislerdir. Salginlar iki aydan 12 aya kadar slirmiis ve tamami yogun
bakim {iinitelerinde gerceklesmis. PFGE yonteminde; salgin suslari ile sekiz farkli patern ve
bes muhtemel iligkili patern olugsmus. Sonuglar plazmid analizi, antibiyotik duyarlilik
profilleri ve biyotiplendirme gibi geleneksel yontemler ile karsilastirilmis. Buna gore,
plazmid analizi ile alt1 farkli patern ve iki iligkili patern olusmus. Antibiyotik
duyarhiliklarima goére bes farkli grup olusurken biyotiplendirme ile dort farkli gruba
ayrilmiglardir. Bu caligmaya gore antibiyotik duyarlilik ve biyotiplendirme paternleri,
epidemiyolojik arastirmalarda tarama yontemi olarak uygun olmakla beraber, sonuglarin
tamamlayict baska tekniklerle desteklenmesinin gerekli oldugu sonucuna varilmistir.
Plazmid analizi A.baumannii salgilarinin incelenmesinde faydali bir yontem olarak
bulunmus ve maliyet-etkin oldugundan ilk asamada kullanilmasi tavsiye edilmistir. PFGE
ise bu dort yontem arasinda izolatlarin birbiri ile iliskisini géstermede en iistiin yontem
olmustur. Bagka bir ¢alismada; Seifert ark. (178) 73 A. calcoaceticus - A. baumannii
kompleks izolatin1 ribotiplendirme ve PFGE ile karsilastirmali olarak analiz etmisler ve

PFGE’yi ribotiplendirmeden daha ayirt edici bulmuglardir.
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Ayan ark. (179) yaptiklar1 bir galismada; Ocak 2000- Agustos 2001 tarihleri
arasinda hastanelerinde 50 hastadan izole edilen, 14’ii pediatri, 20°si ortopedi, 18’1 yogun
bakim servislerinden olmak {izere toplam 52 A.baumannii susunu ¢alismaya dahil
etmigler. A.baumannii enfeksiyonlar1 antibiyogram profilleri, PCR temelli parmakizi
analizi ve PFGE yontemleri ile incelenmis. Ayrica, tarama amagcli, 97 ¢evresel 6rnek ve 57
calisanlardan ornekler toplanmis. Calismada 38 A. baumannii tiplendirilmis ve 12 farkli
antibiyogram profili elde edilmis. AP-PCR ile sekiz tip ve bes subtip olusmus. PFGE ile
dokuz farkli patern olusmus. Antibiyogram tiplendirme ve PFGE arasindaki uyum %59
iken, AP-PCR ve PFGE arast uyum % 87 olarak bulunmus. PFGE sonuglar1 klinik ve
epidemiyolojik bilgi ile en iyi uyumu gostermistir. Bu caligmaya goére antibiyogram
tiplendirme kolay ancak ayrim giicli zayif bulunmustur. Salginlar sirasindaki suslardaki
epidemiyolojik iligki, AP-PCR ile %77 bulunurken PFGE ile %91 bulunmustur. PFGE’nin
ayirim giiciinlin yiiksek olmasi, klinik ve epidemiyolojik veriler ile uyumlu olmasindan
dolay1 bizde ¢alismamizdaA. baumannii izolatlarini tiplendirmek i¢in bu molekiiler metodu

kullandik.

Karbepenem direngli A. baumannii suglarin klonal yayilimla biitiin diinyada
hastanelere hakim olmaya basladiklar1 ¢esitli ¢alismalarda gosterilmistir (11, 12).
Acinetobacter suslarinin hastane ici, hastaneler arasi, bolgesel, ulusal ve uluslararasi
hareketlerinin takibi bilyiik 6nem tasimaktadir. Ozellikle direngli suslarla yapilan
siirveyans ¢aligmalar1 mevcut kontrol 6nlemlerinin degerlendirilmesine, yeni ve daha etkin

kontrol sistemlerinin gelistirilmesine olanak verecektir.

Wang ve ark. (180) 1999-2005 yillar: arasinda 11 hastaneden izole ettikleri 221

imipenem direngli Acinetobacter izolatini PFGE ile tiplendikleri ¢alismalarinda; iki veya
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daha fazla subtipten olusan 15 patern tamimlamislar. Calisma peryodu esnasinda dort
sehirde on hastanede klonal yayilimin oldugunu saptamislardir. Bu izolatlardan 74 tanesi
enfeksiyon etkeni iken 28 tanesi kolonizasyon nedeni olarak bulunmustur. Ancak klonal

yayilim olan hastaneler arasindaki, hasta transferlerine rastlanmamastir.

Inonii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi’'nde yapilan bir tez ¢alismasinda
(181): imipenem direngli 34 izolat PFGE analizi ile yapilan incelemede on bes patern ve
iki kiimeden olustugunu, klonun hastanedeki varligini yaklasik dokuz ay siirdiirdiigiinii ve
on serviste klonal yayilimm mevcut oldugunu tespit etmislerdir. Yayilim ve bulasin;
servisler arasi1 hasta transferi, ortak hastane personeli, ortak kullanilan ventilator
cihazlarindan kaynaklanmis olabilecegini ifade etmislerdir. Cetin ve ark. (182) tarafindan
yapilan benzer bir ¢alismada genotip analizi yapilan 66 A. baumannii izolatinda 36 PFGE
paterni, on iki kiime olusturmaktadir. Epidemiyolojik iliski oranim %80,3 olarak
bulmuslardir.  Arastirmacilar nemlendiriciler, monitorler, hasta bakicilarin elleri gibi

cevresel kaynaklarin salginlara sebep olabilecegini ifade etmislerdir.

Bu ¢alismada A. baumannii izolatlarinin PFGE ile tiplendirilmesi yapildi. PFGE
yontemiyle 69 A. baumannii susunun 62 (%89,9)’ sinin kiime iginde oldugu saptandi. Bu
suslar 16 kiime i¢inde yer almakta idi. Suslarin 7(%10,1)’s1 6zgiil PFGE profili gosterdi.
Kiimelesmede sus araligi 2-9 arasinda degismekte idi. Tiplendirmeye alinan suslar arasinda
23 pulsotip saptandi. Calismada elde edilen kiimelerden bes tanesinde (3, 7, 8, 14 ve 15.
kiime) GHYBU ve AYBU’niin her ikisinden izole edilen suslar bulunmakta idi. Ayrica 9.
kiime ise PYBU ve AYBU’den izole edilen suslar1 icermekte idi. 6. ve 13. kiimelerde ise

her ii¢ YBU’den suslar bulunmakta idi. Yillar iginde benzer genotipteki, cogul ilag direnci
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olan A. baumannii’nin farkli Unitelerdeki hastalardan izole edilmesi bu bakterinin

hastanemiz YBU’lerinde endemik duruma gegtiginin gostergesidir.

PFGE tiplendirmesinin sonucunda hastanemizdeki Acinetobacter spp. suslarinin
yaklasik on tanesinden dokuzu gibi olduke¢a yiiksek bir kisminin klonal yonden iliskili
olduklar1 saptandi. Hastanemizde yogun bakimlar arasinda hasta transferleri sik
yapilmaktadir. Ayrica servis-YBU-servis arasinda da hasta transferleri cok sik olmaktadir.
Bu da hastanemizde A.baumannii klonlarinin yayilmasini arttirmaktadir. izolatlar
arasindaki klonal yakinlhigin bir gostergesi olan kiimelesme orani %89,9 olarak bulundu.
Bu kiimelesme orani, izolatlar arasindaki klonal yakinligin oldukga yiiksek oldugunun,
diger bir deyisle hastalar arasinda c¢apraz bulas oramnin yiiksekliginin 6nemli bir
gostergesidir. Bu da elimizdeki epidemiyolojik verilerle karsilagtirildiginda tiniteler arasi

yogun bir bulasin s6z konusu oldugunu gdstermektedir.

Salginlar sirasinda 6nemli bilgiler saglamasi ve salgin yapan mikroorganizmanin
rezervuarinin  saptanmasi amacityla cevresel oOrnekleme mutlaka yapilmalidir.
Calismamizda ii¢ yillik siire i¢cinde hastanemizde donemsel bir artis olmadigindan dolayz,
salgin olarak diisiiniilen bir durum olugsmadigindan ¢evre taramasi yapilmamis ve herhangi
bir rezervuar kaynak tanimlanmamistir. Yayilim ve bulasin nedenleri; A.baumanni ile hasta
veya kolonize hastalar arasinda capraz bulas, servisler arasi hasta transferleri, hastane
personeli, hastanede ortak kullanilan malzemeler (sedye, ¢arsaf, yatak basi, vb.) ve ortak

kullanilan ventilator cihazlarindan kaynaklanmais olabilir.

Bazi kiimelerde sus sayis1 dokuz gibi yiiksek rakamlara ulasmaktadir. Bu durum
capraz bulas derecesinin buyikliginia ciddi bigimde ortaya koymaktadir. Bu kiime iginde

yer alan suslar yaklasik 14 ay hastanemizde varlhigini sirdiirmistir. Diger bir kiimenin
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hastanemizde kals siiresi 34 aya kadar uzamistir. Bu veriler A. baumannii gibi énemli
nozokomiyal patojenin hastanede kolayca yayilabildigini ve uygun korunma ve kontrol
onemlerinin  alinmamasi  halinde  yillarca  hastane ortaminda  kalabilecegini

vurgulamaktadir.

A. baumannii hastane ortaminda uzun siire canli kalabilir. Kuru ortamlara olduk¢a
dayanikli ve hastadan hastaya kolaylikla bulasabilmesi nedeniyle son yillarda YBU’de
giderek artan oranda HE’ye neden olmaktadir (4). Kuru ortamda 21-30 giin canli
kalabilmektedir. Farkli 1s1 ve pH derecelerinde yasayabilmesi de dayanikli olmasinin diger
nedenlerini olusturmaktadir. Wendt ve ark. (183) yaptiklar1 bir ¢alismada, Acinetobacter
izolatlarinin kuru ortamlarda varligin1 dort aydan daha uzun siire bile koruyabildiklerini
gostermigler. Wang ve ark. (180) ise bir klonun alt1 yil boyunca hastane g¢evresinde
varhigin siirdiirmiis oldugunu tespit etmislerdir. Catalano ve ark. (184) bu etkenin canli
kalabilmesi i¢in yatak kenarlar1 gibi kuru zeminlerin yeterli ortamlar olabilecegini ifade

etmislerdir.

Bu calismada on ikinci kiimeyi olusturan klon hastanemiz eski binasinda ilk
izolasyondan sonra yaklagik 30 ay sonra yeni binamizda enfeksiyon etkeni olarak tespit
edilmisti. Bu klon cansiz ortamda (depremden sonra hastane malzemeleri eski binada
kalmist1) yaklasik alti ay yasamini siirdiirmiis olabilir. Diger bir sekilde ise kolonize

esyalardan veya hastane personelinden yeni binaya tasinmis olabilir.

Yogun bakim {initelerinde antibiyotiklerin kullanimin1 diizenleyerek bakterilerdeki
antibiyotik direncinin en aza inecegi bildirilmektedir (185). Gruson ve ark. (186) yaptiklari
calismada, YBU’de antibiyotik kullanimini azaltarak ventilator ile iliskili pndmoni ve

direngli mikroorganizmalari azalttiklarin1 bildirmislerdir. Bu diizenlemeleri yapmak icin
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antimikrobiyal ilaglarin kullanimini hedef alan bir¢cok Oneriler vardir; antimikrobiyallerin
kombinasyonlar halinde ve ilaglarin sirayla kullanim1 6rnek olarak verilebilir. Kullanilacak
ilaglarin siras1, YBU’deki mikrobiyolojik floraya bagl olarak saptanabilir. Antibiyotiklerin
sirayla kullanim1 var olan antimikrobiyal direng problemini azaltmayacaktir, ancak yeni

gelisebilecek direngleri 6nleyecektir (187).

Antibiyotiklere ¢ogul direngli bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde yasanan giigliikler, hastane kaynakli enfeksiyonlarin gelisimini azaltan
enfeksiyon kontrol programlarinin uygulanmasini zorunlu hale getirmistir (17, 188).
Acinetobacter kokenlerinin YBU’de neden oldugu hastane kaynakli her ii¢ enfeksiyondan
ikisi enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin titizlikle uygulanmasi halinde Onlenebilmektedir.
(189, 190). Epidemiyolojik surveyans calismalari, enfeksiyon kontrol programlarinin
ayrilmaz bir pargasini olusturur. Salgmmin kaynagmim bulunmasi direngli A. baumannii
kokenlerinin neden oldugu epideminin sonlandirilmasi agisindan biiyiik dnem tagimaktadir.
Gilinlimiiz molekiiler tiplendirme yontemleri igerisinde, ayrim giicii ve tekrarlanabilirligi
yiksek olan PFGE’nin epidemiyolojik surveyans c¢aligmalarinda kullanilmasi
Acinetobacter salgmlarinin ve salgina neden olan kaynagimn tespitine izin vererek, uygun
enfeksiyon kontrol oOnlemlerinin gelistirilmesini saglayabilmekte ve gelecekte bu

programlarin ayrilmaz bir pargasi olabilecegi diistintilmektedir.

Sonug olarak A. baumannii enfeksiyonlari bugiin itibariyle diger iilkelerde oldugu
gibi lilkemizde ve hastanemizde 6nemli bir sorun haline gelmistir. Bu sorun yogun bakim
tinitelerinde daha da 6nem kazanmistir. Mikroorganizma hastanemizde endemik bir
patojen haline gelmis, kolistin ve tigesiklin disinda kullanilabilecek antibiyoterapi

neredeyse kalmamistir. Mikroorganizmalar arasindaki klonal iligskiyi ortaya cikarmayi
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hedefleyen molekiiler tipleme yontemleri, 6zellikle tedavideki zorluklar nedeniyle kontrol
edilmesinde 6zel gabalar gerektiren direngli bakterilere bagl infeksiyonlarin kontroliinde,
onemli yararlar saglamaktadirlar. Molekiiler tipleme yoOntemini uygulayan hastaneler,
direngli bakterilere bagli infeksiyonlari 6nemli oranlarda azaltmislardir. PFGE yaygin
olarak kullanilan molekiiler metotlardandir. Ancak, hangi tipleme yontemi kullanilirsa
kullanilsin, mutlaka klasik epidemiyolojik bulgularla beraber degerlendirilmesi

gerekmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Hastane etkeni olarak izole edilen A. baumannii suslar1 arasinda yiiksek
antibiyotik direnci oldugu ve bu direncin yillar i¢inde Onemli artislar gosterdigi
gorilmektedir. Kolistin ve tigesiklin yiiksek derecede duyarli bulunmuslardir. Bu
antibiyotiklerin yaygin kullanilmasi sonucu, diren¢ gelisim oranlarinin da zamanla artacagi
Ongoriilmektedir.

2. Hastanemizde izole edilen A. baumannii suslar1 arasinda MDR, XDR, PDR
oranlarinin dikkate deger bir artis gosterdigi goriilmektedir.

3. Hastalar arasinda capraz bulas ve iiniteler arasi izolatlarin dolasiminin
olduke¢a yiiksek oldugu, hastanedeki klonun canli veya cansiz ortamda uzun periyotlarda
kalabildigi, genel hasta Oliim oranlarinin diger c¢alismalardan daha yiiksek oldugu
saptanmistir.

4. Bu tiir molekiiler temelli ¢alismalarin prospektif ¢alismalarla desteklenmesi
ve daha fazla yapilmasina ihtiya¢ vardir. Bu sayede daha ucuz, kolay ve hizli molekiiler
temelli yontemlerin rutinde kullanilmasina imkan saglanilabilir.

5. A. baumannii’nin antibiyotiklere olan direncin yavaglatilmasi i¢in dogru
taninin ~ konulmasi, kolonizasyon/enfeksiyon —ayirimmin iyi  yapilmasi, uygun
antibiyoterapinin uygun doz ve siirede kullanilmasi, direngli olan ilaglarin kullanimina ara
verilmesi saglanmalidir.

6. Salginin zamaninda fark edebilmesi i¢in diizenli ve siirekli silirveyans
caligmalar1 yapilmalidir. Unitede izolatlarin belirgin artis1 saptanirsa, salgm oldugu
diistiniilmeli, ¢cevre ve personel taramasi yapilmali ve bulasin kaynagi belirlenmedir. PFGE

gibi bir molekiiler yontemle salginin epidemiyolojisi aydinlatilmalidir.
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1. Yogun bakim {initeleri basta olmak iizere tiim servislerde ¢apraz bulasin
engellenmesi, Uniteler arast hasta transferlerinin smirlandirilmasi, hastalar arasinda
kullanilan ortak malzemelerin miimkiin oldugunca azaltilmas1 saglanmalidir.

8. YBU’ lere yatis kriteri tasimayan hastalar bu iinitelere alinmamali ve
yatirilan hastalar en kisa zamanda taburcu edilmelidir. Iyilesip servislere ¢ikarilacak
hastalar yeni servislerinde siirveyans Kkiiltiirleri sonuglanana kadar temas izolasyonuna
alinmal1 ve servisteki diger hastalara bulas engellenmelidir.

9. VIP tanisi alan hastalarin mekanik ventilatrden en kisa siirede ayrilmasi
saglanmali ve miimkiin oldugunca reentiibasyondan kaginilmalidir. invaziv islemlerin
kullanim endikasyonlarinin belirlenmesi, miimkiin oldugunca sinirlandirilmasi ve gereksiz
islemlerden sakinilmasi saglanmalidir.

10.  Diizenli araliklara personel egitimi yapilmali, hasta bakiminda rol alan tiim
saglik personelinin el yikama, eldiven kullanimi gibi enfeksiyon kontrol protokollerine
uymast ve temas izolasyon Onlemlerine yoOnelik farkindalik bilincinin arttirilmasi
saglanmalidir.

11. A baumannii enfeksiyonlarinin gelecekte tiim klinikler i¢in ciddi problem
olabilecegi diistiniilmektedir. Sadece EHU onay1 gereken antibiyotiklerin degil tiim
antibiyotiklerin kullanilmasinin kontrol altina alinmasi gerekmektedir.

12.  Her hastanede antibiyotik kullanimi kontrol alt komitesi kurulmalidir.

Boylece gereksiz ilag kullaniminin ve direng gelisiminin Oniine gegilebilir.
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