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OZET

Hastane enfeksiyonlarindan izole edilen A.baumannii suslarinin
AFLP ve PFGE yontemi ile molekller karakterizasyonu

A. baumannii’'nin hastane infeksiyonlarinda Onemi giderek artmaktadir.
Ozellikle yogun bakm unitelerinde sikliklaizole edilmektedir. Hastane infeksiyonlarinin
Onlenmesinde hijyen, personel egitimi, akilca antibiyotik kullammi ve surveyans
Onemlidir. Tum hastane infeksiyonlarinda oldugu gibi A. baumannii’nin neden oldugu
infeksiyonlarda da infeksiyonun epidemiyolojik oOzelliklerini  degerlendirmek ve
infeksiyon ile iliskili izolatlarin klonal 6zelliklerini ortaya koymak icin genotipik
yontemler kullamimaktadir. Bu yontemlerden PFGE, A baumannii salginlarinin
surveyansinda, salgin izolatlarimin klonal ilikisinin ve kaynaginin tespit edilmesinde
‘@t standart’ °  olarak kabul edilen bir yontemdir. Ancak sonilyarda AFLP nin
surveyans calismalarinda PFGE yonteminin alternatifi olabilecegi, yontemin, PFGE' ye
gore maliyet, geri donis slresi ve ayirim gucl yoninden avantglart oldugu ileri
surdlmistdr. Bu calismada hastane infeksiyonlarinin  siirveyansinda AFLP nin
kullanilabilirliginin - belirlenmesi  amaglanmig, test mikroorganizmast olarak A.
baumannii kontrol yontem olarak da PFGE segilmistir. Calismada test susu olarak C. U.
Tip Fakiiltes Balcali Hastanes Merkez Laboratuarina ¢esitli servislerden gonderilen
kKlinlk materyalden izole edilen Karbapeneme direncli 49 A. baumannii
izolatikullanilmigtir. Test suslarn  arasindaki ~ klona iliski AFLP ve PFGE ile
arastinlmistir. PFGE yontemi ile % 100 uyumlu bulunan ve A kimesi igerisinde alt
kimelere dagilan 18 susun 11’ inin AFLP ile de % 100 ikkili benzer at kimelere
dagildiklar:, bu kime igeriside yer alan 14 susun da her iki yontem ile bagimsiz tek
uyeli kiimeler icerisine dagildiklart gorildi. Boylece iki testin aym suslart % 100
uyumlu ve iliskisiz tek dyeli kiimelere dagitabilme yetenekleri dikkate alindiginda
AFLP nin PFGE kasisinda 6zgull iginin % 78.1 (25/32) oldugu goruldi. Ancak her iki
yontemin ayirim guicleri arasinda anlamli bir fark tespit edilemedi.

Anahtar Kelimeler: Acinetobacter baumannii, Amflified Fragment Length
Polymorphis, Pulsed Field Gel Electrophoresis.



ABSTRACT

Molecular characterization of A. baumannii strainsisolated from
nosocomial infections by AFL P and PFGE methods

Importance of A. baumannii is rasing among nosocomial infections. It is isolated
so often especially from intensive care units. Surveillance programmes, rational
antibiotic usage, education of personnel and hygiene is very important to prevent
nosocomial infections. Like in most of nosocomial infections, it is very important to
evaluate the epidemiological properties and to elucidate the clonnal relations between
A. baumannii isolates. Among theese methods the PFGE is accepted as golden standart
in terms of surveillance of outbreaks with especialy A.bauannii associated infections
and in determining the source and clonnal relations of those strains. But in recent years
it is suggested that AFLP could be an aternative to PFGE in terms of advantages of
cost, feedback time and discriminitary power. In this study, the investigation of
availability of AFLP method was the goa and A. baumannii was selected as test
organism while PFGE was the control method. 49 A. baumannii isolates which are
identified as carbapenem resistant and sent to Cukurova university faculty of medicine
Balcali Hospital Central laboratory from various wards were included as testing
isolates. The clonnal relations between isolates were determined both with PFGE and
AFLP methods to investigate the discrimination power of methods. The 11 of 18 strains
which are distributed into subclusters in group A with 100% compatibility were found
to be in 100% related subclustersin AFLP too and furthermore 14 strains which werein
this cluster were found to distribute in independent single-membered clusters by two of
the methods. Thus when considering the ability of two methods to distribute same
strains into 100% identical and unrelated single membered clusters the specifity of
AFLP was found to be 78.1%(25/32). However there was no significant difference
between discriminitary power of two methods.

Keywords: Acinetobacter baumannii, AFLP, Pulsed Field Gel Electrophoresis
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1.GIRIS

Toprak kokenli bir bakteri olup tibbi 6nemi uzun yillar anlasilmams olan
asinetobakterler ginimiizde hastane florasinin 6nemli bir bileseni haline gelmistir. Son
15 yilda A.baumannii ve A.lwofi gibi baz: tirler, hastanelerde 0zellikle yogun bakim
unitelerinde, ventilasyon bagimli hastalarda, cerrahi yara enfeksiyonlarinda yuksek
mortalite ile seyreden Hastane Infeksiyonlari yani “ Sghk Hizmeti ile iliskili
Infeksiyonlar (SHil)” ile neredeyse birlikte anmaya baslamistir. Bu bakteriler ciddi
infeksiyonlarda rezerv olarak kullanilan antibiyotiklerin ¢ogu ile hastane ortaminda yer
ylzey ve tibbi cihaz dezenfeksiyonunda kullarnilan kimyasallara kars: kisa stirede direng
gelistirmeleri  bu  mikroorganizmalarin  hastane ortamindan  eradikasyonunu
gliclestirmektedir™®’.  Tibbi uygulamalar esnasinda duyarli hastaya bulasan
asinetobakterler hastane uygulamalarina bagli gortlen dlumlerin en dnemli sebebi
haline gelmistir. Tum Hastane Infeksiyonlaninda oldugu gibi  asinetobakter
infeksiyonlarimin tedavi ve kontrolinde yeni antibiyotiklerin gelistirilmesi kadar yeni ve
etkin kontrol stratgjilerinin gelistirilmesi de 6nemlidir. Yeni antibiyotik gelistirmenin
zamana bagli, yuksek maliyetli ve selektif toksisite 6zelliklerinin iyi programlanmasi
gibi zorluklarimn yan sira, bu antibiyotiklere kars1 da  kisa slirede direng gelisecegi
korkusudur. Bu baglamda hasta ve personel egitimi, kisitli veya akilci antibiyotik
kullammu ve giclU stirveyans dayali kontrol programlarimn énemi artmaktadir. Egitim
ve akilc antibiyotik kullamminda faydalanilacak verilerin, hizli sonuglarin tretilebildigi
guvenilir bir mikrobiyoloji laboratuvarindan elde edilmis molekiler dizeyde, yiksek
ayirim gucune sahip sonuglar Ureten strveyans calismalarindan elde edilmis olmasi
kontrol calismalarinin basarisini artiracaktir.>**°Bu nedenle tim diinyada 6ncelikli
strateji  molekiler epidemiyolojik yontemlerle bu suslarin izlenmesi Uzerine
kurulmaktadir. Yeni ve duyarli yontemlerle tek nokta mutasyon tespitine bile olanak
veren molekiler calismalar sayesinde, suslarin klonal diizeyde tammlanmalari, bulas
suslarinin sporadik suslardan ayirt edilmes saglanacak ve hedef dogru tespit edilerek
kaynak yok edilecektir®®. Bu baglamda A. baumanii izolatlarimn klonal iliskilerinin
tespit icin Randomly Amplified Polimorfik DNA (RAPD), Polimeraz zincir reaksiyonu-
Restricted fragment length polymorphism (PCR-RFLP), Multilokus sekans analizi



(MLSA), Multilokus enzim elektroforezi(MLEE) ve Pulsed Field Jel Elektroforezi
(PFGE) gibi yontemler kullanilmis, bu yontemlerin hi¢ birisinin  tek basina istenen
ayrm giictine sahip olmadig: goriilmistir.*>® Bu yontemlerden en az ikisinin birlikte
kullamlmas: ile ayinm guclnin artirillabilecegi bildirilmistir. Son yillarda bu
yontemlere aternatif olarak genomun agik uclu kesen spesifik restriksiyon enzimleri ile
kesimi ve agik uclar1 tamyan adaptorlerle baslayan primerlerin kullamldigi nikleik asit
amplifikasyonu bazli AFLP testinin, MLSA ve total genom dizi analizi kadar yiksek
ayirim guiciine sahip oldugu yapilan ¢calismalarda gosterilmistir.

Bu calismada, Hastane infeksiyonlarimn ginimiizdeki 6nemi, asinetobakterlerin
Hastane Infeksiyonlarindaki yeri ve siirveyansda kullamlan klonal diizeyde sonug Ureten
PFGE ve AFLP testlerinin ayirim guclerine dayal: kullanilabilirlikleri irdelenecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hastane infeksiyonlari

Hastane infeksiyonlari dinya genelinde, modern saglik hizmetlerinin
uygulandigi hastanelerde, hizmet kalitesini olumsuz yonde etkileyen en 6nemli tibbi
problemlerden birisidir. ilerleyen teknolojik gelismeler sonucunda kompleks tar ve
tedavi yontemleri kullanilarak bir taraftan hastalarin omri uzatilirken, diger taraftan da
Hastane infeksiyonlar: sebebi ile 6nemli oranda 6nlenebilir hasta kayiplart ve maddi
kayiplar yasanmaktadir.®** ABD’ de, hastane infeksiyonlar 6liim sebepleri arasinda 4.
sirada yer amakta olup, her yil iki milyon kiside hastane infeksiyonu goruldigi ve
bunlardan 103.000' inin hayai kaybettigi bildirilmektedir.3*? Bu rakam bu ulkede bir
yil igerisinde AIDS, meme kanserleri ve trafik kazalarinda 6lenlerin toplam sayisina
denktir. Bir baska ifade ile bu Ulkede hastaneye yatirilarak izlenen hastalar arasnda
infeksiyon riskinin en az 1/3' 0 Onlenebilir olmak Gizere % 5-8 oldgunu gostermektedir.
Bu hastalarin saglik kuruluslarina ek maliyetinin 2003 yilinda 4.5 Milyar Dolar oldugu
bildirilmistir.'? ingiltere’ de ise her yf 100.000 hastane infeksiyonu sekillendigi ve bu
hastalarin en az 5.000" inin kaybedildii bildirilerek, hastane infeksiyonlarinin saglik
kurumlarina getirdigi ek maliyetin yaklasik olarak 1.6 milyar euro kadar oldugu
belirtilmistir’®. Ek mali yiikiin Uriner sistem infeksiyonlarinda 4, pnémonilerde 33.5
gune kadar uzayan ek yatis siresi, yogun bakim Unitesinde uzamis yatis, hematolojik,
biyokimyasal, mikrobiyolojik ve radyolojik ek testler, ek ve daha genis spektrumlu
antibiyotik kombinasyonlarinin kullamimasi, ek diger ilaclar, ek cerrahi islemler ve
katater uygulamalar ve ek calisma saatinden kaynaklanmaktachr'’. Cesitli tilkelerden
bildirilen raporlarda da hastane infeksiyonlarimin kigimsenemeyecek morbidite ve
mortalite oranlarina ulastigi, artan yogunlukta hasta guvenligini tehdit ettigi, hastanede
kalis stresini artirdigi ve dolayl olarak is yuki ve maliyette artislara neden oldugu
bildirilmistir**’. Arastirmalarda %20-40'1 6nlenebilir olan hastane infeksiyonlarinin
alinacak ciddi tedbirler ile gelecekte sfira indirgenmesinin mimkin olacag: ileri

sUrtl mustart24,
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Hastane infeksiyonlar cesitli sebeplerle tam veya tedavi amak igin saglik
kurumlarina basvuran hastalar arasinda ¢cok daha eski donemlerden beri gortlmekle
beraber, ilk olarak 19 yy sonlarina dogru Onemi fark edilmistir. Bu dénemde
Boston’ dan Oliver Wendel Holmesve Vienna dan Ignaz Philip Semmelweis puaperal
sepsisin bulasici tabiatta oldugunu fark etmislerdir. Semmelweis gebe kadinlar arasinda
% 8.3 olan hastane kokenli puapera sepsis dltumlerini, klorlu su ile ellerin yikanmasinm
saglayarak %2.3 e digirmustir®. Ayni yillarda Joseph Lister’ in postoperatif yara
infeksiyonlarinda bakterilerin énemini gosterip, karboksilik asidi bu infeksiyonlarin
tedavis ve oOnlenmesinde basari ile kullanmasi, hastane infeksiyonu konseptinin
yerlesmesine ve kontrole yonelik yeni fikirlerin dogmasina sebep olmustur. Gunimiize
kadar hastane infeksiyonlarindan korunmada bircok gorUs ortaya atilmstir. Pasteur
1862' de mikroorganizmalan bazi hastaliklara neden oldugunu ispatlamis ve etyolojik
ajanlarin infeksiyon olusturdugu fikrini tamamen benimsetmistir. Florence Nightingale
1863’ de hastanedeki hijyensartlarinin postoperatif komplikasyonlarla dogrudan iliski
oldugunu tespit etmis ve hastane infeksiyonlarim onlemek icin yaptig1 e yikama ve
hasta izolasyonu calismalar ile yasathigi donemde hastane enfeksiyonuna bagl
olumlerin azaltiimasina buyik katkilar saglamistir®. Penisilinin 1940’ 1 yillarda
bulunarak hekimlerin kullammina sunulmasi, infeksiyon hastaliklarin  6nlenmesi
konusunda son derece onemli mesafelerin kat edilmesine yol agarken, yarattigi asir
guvenle yanlis kullamm sonucu direncli suslarin ortaya cikisina sebep olmus ve
hastaneler bu giinkii anladigimiz manada kendine 6zgui yeni patojenlerle tarusmstir®®®.
Bu baglamda 1950’ |i yllarda pandemi haline donisen ve yiksek morbidite ve mortalite
ile seyreden Saphylococcus aureus hastane infeksiyonlari, infeksiyon kontrol
programlarinin yeniden ve daha ciddi olarak degerlendirilmesine sebep olmustur. Artik
hastane kokenli infeksiyon etkenleri hastamin yaminda getirdigi suslarla degil hastanede
yaratilan ¢oklu ilag direngli suslarla yeni bir boyut kazanmustir. Dr. Brendan Moore
(1959) ingiltere’ de kontrol prgramlarimn kurumsallastiriimas: yoniinde ilk achmlar:

atmis ve “ kontrol hemgireleri” tamminin yaraticisi olmustur®.



2.1.2. Tanim

Hastane infeksiyonlart ilk kez 1988 yilinda Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) tarafindan tammlanmis ve daha sonraki yillarda ek maddelerle
yenilenmistir. Hastaneye basvuru esnasinda inkibasyon periyodunda olmayan ve
hastanin hastaneye yattigr siire icinde ortaya ¢ikan herhangi bir infeksiyon, hastane
infeksiyonu olarak kabul edilir. Hastane infeksiyonlari, genellikle hasta hastaneye
yattiktan 48— 72 saat sonra gelsir. Hastamin taburcu olduktan sonra 10 gin iginde
gelisen infeksiyon da hastane infeksiyonu olarak degerlendirilir. Ancak Leyonella ve
sucicegi gibi inkibasyon siresi uzun hastaliklarda bu zaman siiress ayrnica
degerlendirilir®®%.

Y enidoganda nozokomiyal infeksiyon kriterleri karmasiktir ve hastanede kalis
suresiyle iligkilidir. Annede hastaneye yatis sirasinda infeksiyon yoksa, ama 48-72 saat
sonra dogan bebek infekte ise bu infeksiyon nozokomiyal kabul edilir. Transplasental
yoldan gecen infeksiyonlar bu baglamda incelenmez. Cerrahi girisim sonrast 30 gin
icinde ortaya cikan cerrahi alan enfeksiyonlan ve bir yil icinde ortaya ¢ikan protez
enfeksiyonlar: da hastane infeksiyonu kapsaminda degerlendirilir®®?,

Saglik Hizmetleri ile iligkili infeksiyon tammu ise hastanelerle birlikte cerrahi
merkez, dializ merkezi gibi kurumsal merkezlerde; bakimevi veya evde, ayaktan ya da
yatarak hastane ortamu disinda da verilen saglik hizmetleri sonucu ortaya cikan
infeksiyonlar1 da icine alan yeni bir tammlama olarak kullanilmaya baslanmistir. Bu
tamm degisiminin arkasinda hastane infeksiyonunun hastaneden degil hastanelerdeki
hatali uygulamalardan kaynaklanmis olmasi ve bu hatalarin azatilmasi veya yok
edilmes halinde aslinda hastane infeksiyonu denen bir probleminde kalmayacag:
dusUnces yani “ 0" infeksiyon hedefi yatmaktad. Saglik hizmeti verilirken inkibasyon
periyodunda veya aktif olmayan ancak daha sonra verilen hizmetle iliskili olarak ortaya
cikan infeksiyonlar saglik hizmeti ileiliskili infeksiyon olarak kabul edilmektedir.

SHII taburcu olan hastalar, hasta refakatcileri veya ziyaretciler yoluyla toplumda
da yayllarak ciddi hastaliklara yol acabilirler. Ayrnca saglik calisanlarinda gelisen
mesleki infeksiyon hastaliklari da saglik hizmeti ile iligkili infeksiyonlar olarak

degerlendirilmelidir.



2.1.3. Epidemiyoloji

SHII' lan sikhigi dinya genelinde, Ulke, bolge, hasta gruplanimin ozellikleri,
hastaneleri uyguladiklar: islemlerin kompleksligi, cerrahi islem sayisi, antibiyotik
kullamm politikalar1 ve genel ve yogun bakim yatak sayilari gibi parametrelere bagl
olarak farkliliklar gostermek lizere %3-17 arasinda degismektedir®2®. Bu oran yogun
bakim Uniteleri ve yanik Unitelerinde artarak %20-40' lara gkmaktachr. SHII oram
gelismis Ulkelerde %5-10 arasinda degisirken, gelismekte olan Ulkelerde bu oran %10-
40’ lara ckmaktadir. SHII” lamin gelisimi agisindan risk faktorleri arasinda konagin
Ozellikleri, cevresel faktorler ve saglik persondi ile iliskili  Ozelliklerde
belirleyicidir®##, Konagin yasi, immin sistem hastaliklar yada immunsupresif ilag
kullammu, prematurite ve disuk dogum agirligi, santral kateter, Uriner kateter,
entibasyon gibi invaziv ara¢ kullanmmi, yanik yada derin travma oykusu riski arttiran
faktorler arasinda sayilir*®?°. Ameliyathane sartlar1, hastanede yapim-onarim calismalar
ve saglik personelinin € hijyeni kurallarina uyum oram, ameliyat ve invaziv girisimler
sirasinda olusan komplikasyonlar gibi hastane ile iliskili risk faktorleri de infeksiyon
oraninin degismesinde 6nemlidir. Bu faktorlerin yam sira etyolojik ganlarin 6zellikleri
buyuk bir 6neme sahiptir. SHII etkenleri genellikle hastanelerde yogun olarak kullanlan
antibiyotikler ile yer ve ylzey dezenfektan ve antiseptiklerine kars1 direng kazanms
mikroorganizmalardir. Bu mikroorganizmalarin insidansi da kullamlan antibiyotik
politikal arina gore zaman igerisinde degisimler gosterir.

Uriner kateterle iliskili Uriner sistem infeksiyonlar: (UKi-USI), cerrahi alan
infeksiyonu (CAi), ventilatorle iliskili pinomoni (VIP) ve santral ventz kataterle iligkili
kan dolasimi infeksiyonlar (SVKI-KDI) en sik karsilasilan SHII olup, bu infeksiyonlara
neden olan mikroorganizmalarin oranlar: ise dénemsel farkliliklar gosterir®’?2°,

Ventilatorle iliskili plnomonilerin %60-90' indan; P.aeruginosa, A. baumannii,
ve Enterobacteriaceae ailesi Uyes gram negatif basiller, %10-30' undan deé.aureus ve
Koagulaz negatif stafilokoklar (KNS) gibi Gram pozitif koklar etken patojenler olarak
izole edilirler.>3' National Nosocomial infections Surveillance (NNIS) komitesinin
1986-2003' de yapis1 arastirmada YBU goriilen piinomonilerde gram negatif basillerin
insidansimin  arttigini tespit  etmistir’.  Gram negatif bakteri  kokenli SHIl’ da
karbapenemlere kars1 gelisen direng nedeniyle tedavi zorluklar: yasanmaya baslamstir.

ABD merkezli bir calismada ventilator bagimli pnomoni etkenlerinden P.aeruginosa



izolatlarinda karbapenemlere diren¢ oranlan %26.4, A.baumannii izolatlarinda ise
%36.8' olarak tespit edilmitir®®. En biyik kaygi A.baumannii gibi ventilatorle iligkili
punomoni etkeni 6nemli gram negatif patojenler arasinda polimiksinleri de iceren tim
antibiyotiklere direncli klonlarin artmasicir>3*33,

SHII' dan kan dolsmi infeksiyonlarin (SVKI-KDI) etyolojisinden yaklasik
olarak %34 oraninda koagllaz negatif stafilokoklar sorumlu bulunurken, yaklasik
olarak %09.9' undarSaureus, %16 sdan da enterokok turleri izole edilmektedir. Gram
negatif comaklardan klebsiella tirleri, E. coli, enterobakter tirleri ve P. aeruginosa
olgularin ancak %30 kadarinda etken olarak goriiliir®* ABD’ de Hastane kokenli K.
pneumoniae klinik izolatlarinin % 27.1' i 3.kgak sefalosporinlere direngliyken %10.8" i
de karbapenem’ lere kap direncli bulunmustur.  Avrupa Ulkelerinde bu oranlar
ABD’ den bildirilen direng oranlandan daha yiiksektir®®.

Uriner sistem SHii genellikle kataterle bagimlidir ve en sik Karsilasilan etkenler
gram negatif comaklardir. Kateterizasyonun ikinci gininden sonra, bakteritri riskinin
gunluk olarak %5-10 oraminda arttigr tahmin edilmektedir. E.coli en sik izole edilen
gram negatif basil olup, bunu sirasiyla P.aeruginosa, klebsiella ve enterobakter tirleri
ve A. baumannii izlemektedir. Dinya genelinde 6zellikle bakteriler araanda CTX-M
tipi GSBL'lerin yaygin olmasina ragmen ABD’ de, SHV-tipi ve TEM tipi GSBL'lerin
hastane kokenli organizmalar arasinda baskin oldugu gosterilmistir'#*33°,

Diger taraftan Saglik Hizmeti ile iliskili Cerrahi yara yeri infeksiyonlarinda,
ameliyatin lokalizasyonuna gore degismekle beraber hala en sik karsilasilan patojenlerin
Saureus, koagilaz-negatif stafilokoklar oldugu, ancak intra-abdomina cerrahiyi
takiben infeksiyonlarda Gram-negatif basiller ve enterokoklarin daha sik izole edildigi
bilinmektedir. Transplantasyon sonrasi CAI' m yaklasik tcte birinden ise enterokoklar
sorumludur.®

National Healthcare Safety Network (NHSN), 2006-2007 yillarinda yapilan ¢ok
merkezli calismalarin sonuclarina dayanarak, hastane infeksiyonlarina neden olan
antibiyotik direncli en yaygin 10 mikroorganizmanin; koagilaz negatif stafilokoklar
(%15), S aureus (%15), enterokoklar (%12), Candida tarleri (%11), E. coli (%10), P.
aeruginosa (%8), K. pneumoniae (%6), enterobakter turleri (%5), A. baumannii (%3),
ve K. oxytoca (%2) oldugunu duyurmustur. . Bu mikroorganizmalarin %16 sdan

cogunda CID gosterilmistir. CID oram; methicillin-resistant S. aureus (MRSA)



suslarinda %8 , vancomycin-resistant Enterococcus faecium,(VRE) suslarinda %4,
carbapenem-resistant P.aeruginosa suslarinda %2, extended-spectrum cephal osporin-
resistant K.pneumoniae suslarinda %1, extended-spectrum cephal osporin-resistant
E.coli suslarinda %0.5 ve carbapenem resistant A. baumannii, K. pneumoniae, K.
oxytoca, ve E.Coli suslarinda da %0.5 olarak tespit edilmistir™.

Latin Amerika, Asya, Afrika ve Kosova, Litvanya, Makedonya, Tirkiye ve
Y unanistan’'in da dahil oldugu Avrupa Ulkelerinde 2003-2008 yillart arasinda toplam
173 YBU’ niin verilerinin dgerlendirildigi INICC (international Nasocomial Infection
Control Consortium) raporu verileri ile NHSN’ nin 2006 -2007 ylar1 arasindaki ikinci
raporuna ait verilerin karsilastirlmasin da iki donem arasinda kateter iliskili kan
dolasimi enfeksiyonu hizlarimin yaklasik U¢ kat, kateter iligkili Uriner sistem
enfeksiyonu hizlarimin yaklasik iki kat ve VIP hizlanmn ise yaklasik dort kat arttig:
gosterilmistir. Yine bu calismalarin sonuglarina gore direng oranlarinda; Saureus ta
metisilin direncinin %56.8 den %84.1" eK. pneumonia€’ de seftazidim veya seftriakson
direncinin %27.1den %76.1' e, A. baumannii’ de imipenem direncinin %29.2" den
%46.3' e ve nihayetP. aeruginosa suslarinda piperasilin direncinin %20.2° den %78.0° e
ciktigi, gelismis Ulkelerle gelismemis veya gelismekte olan Ulkeler arasinda direng
oranlarinda ciddi farklar oldugu dikkati cekmistir®.

2.1.4. SHII"'in Kontrolii

SHil’'1 6nlemek icin yapilan calismalarin en 6nemli ayagim infeksiyonun kaynak
ve bulas yollarim belirleyen hastane infeksiyonlarn surveyanst olusturur.  Bir
merkezdeki hastane enfeksiyon oram saglik hizmetlerindeki kalite ve guvenilirligin
Onemli bir gostergesidir. Bu orant izlemek icin siirveyans calismalarinin gelistirilmesi,
infeksiyon kontrol calismalarimin  etkinliginin - degerlendirilmesi ve 6ncelikleri
tanumlamada ilk ve dnemli bir acimdir. Strveyans, hastaliklara ait verilerin dizenli
olarak toplanmasi, bu verilerin analiz edilerek degerlendirilmesi ve ilgili birimlere
dagitiimas: islemlerinin tamamudir. Iyi isleyen bir hastane infeksiyonu sirveyans
sistemi hastane infeksiyonlarimin dagilimint ve sikligim gosterebilmeli, dinyadaki
egilimleri izleyebilmeli ve dnleyici calismalarin etkinligini degerlendirebilmelidir

Hastane infeksiyonlart sirveyans programinin amaglari; hastane ici veya

hastaneler arasi karsilastirma yapabilmek amaciyla hastane infeksiyonlari insidans,



prevalans ve dagilimim izlemek, salginlarin erken tammlanmasini saglamak, salginin
kaynagim gostermek, hastanedeki tim personelin antimikrobiyal diren¢ hakkinda
farkindaligim gelistirmek, yeni ve yogunlastirilmigs ©6nlem programlar: ihtiyacim
tammlamak, bu programlarin etkisini degerlendirmek ve ileri epidemiyolojik ¢alismalar
icin risk faktorlerini analiz etmektir. Tum bu calismalarda, Mikrobiyoloji
laboratuvarimin  roli oldukga buyuktir. Fenotipik ve genotipik epidemiyolojik
tiplendirme calismalart ile hastalarnin yatis siresinin uzamasina ve ek tedavi
masraflarinin artmasina neden olan bu infeksiyonlarin 6nlenmesine, hasta, hastane
personeli ve Ulke ekonomisine biiyik katkilar saglayacaktir.

Amerika Birlesik Devletlerinde hastane infeksiyonlari surveyanst 1960 i
yillardan beri infeksiyon kontrol tintin temel bilesenidir.® 1970’ li yllarda kurulan ulusal
hastane infeksiyonlar: sirveyans sistemi (NNIS) ile Ulke genelinde 300° den fazla
hastaneden veri toplanmas: ve her kurumun kendini benzer hastanelerle kiyaslamasi
sonucunda. kateter iliskili kan dolasimi infeksiyonu, kateter iligkili Uriner sistem
infeksiyonu, CAI gibi sik gorilen hastane infeksiyonlarinda %30-40' a varan azalmalar
saglanmigtir. Center for Disease Control-Study on the Efficacy of Nosocomial
Infections Control (CDC-SENIC), hastane siirveyansi, 250 yataga bir kontrol hemsiresi
hastane epidemiyoloji ve geri bildirim komponentlerine uyuldugu takdirde toplam
infeksiyon oraninda %32 azalma oldugunu bildirmistir.> Avrupa lkelerindeki ulusal
strveyans sistemleri de benzer azalmaar bildirmistir. Ancak 6Ozellikle son on yilda
yapilan caligmalar, etkinligi bilimsel olarak kanitlanmig 6nlemlerin es zamanli olarak
(bundle approach=butlnlesik, paket dnlemler) uygulamaya konulmasi ile ¢cogu hastane
infeksiyonunun ve 6zelliklede invasiv araglarlailiskili hastane infeksiyonlarimn (Uriner
kateter, endotrakeal tlp, santral kateter uygulamalarn esnasinda olusan komplikasyonlar)
ciddi oranlarda azaldig: gozlenmistir®®*?*. 2006 yilinda ABD Saglik Hizmetlerinin
lyilestirilmes Enstitiisii (Institute for Healthcare Improvement) 100.000 Yasam
Kampanyas Midahalelerine, santral kateter VAP ve SVKI-KDI infeksiyonlarinin paket
onlemlerle azaltilmasini eklemislerdir®.

Damar ici kateter infeksiyonlar icin olusturulan 6nlem paketlerinin uygulamaya
konuldugu tek merkezli ve cok merkezli calismalarin sonucunda, €l hijyeni, santral
kateter takarken maksimum bariyer onlemlerine uyum, klorheksidinle cilt antisepsis

saglanmasi, femoral kateter kullanmmindan kaginilmasi ve gunlik bakim, gereksiz



kateterlerin hemen cekilmesinden olusan paketin uygulanmast  ile SVKI-KDE
hizlarinda %66 oraminda kalici bir azalma saglanmistir™.

Ulkemizde tim kamu ve 6zel yatakli tedavi kurumlari, SHil’in siirveyansim
yapmak ve bildirimde bulunmakla yikimlidir. SHil tamst CDC' nin 2008 yhinda
guncellenen standart tarm kriterlerine gore konulmakta ve siirveyans verileri, standart
formlarla web tabanli Ulusa Hastane Enfeksiyonlari Sirveyans Agi (UHESA)
Uzerinden toplanmaktadir. Sonug olarak surveyans calismalarinda artik hedef sadece
hastaneler aras: kiyaslama yaparak SHIi’in hizlarim azaltmak degil, “ €ir tolerans’ ve
“ sfir SHii” hedefini yakalamakir**424,

2.2. Asinetobakterler

Asinetobakterler (A.baumannii), oksidaz negatif, nonfermentatif gram-negatif
kokobasiller olup dogada toz ve toprakta, organic  atiklarin Gzerinde saprofit olarak
yasayan mikroorganizmalardir. A calcoaceticus su, toprak ve sebzelerde; Acinetobacter
genomik tdr 3 su, toprak, sebze ve insan derisinde; A johnsonii su, toprak, insan deris
ve gaitasinda; A. Iwoffii ve A radioresistens insan derisinde, Acinetobacter genomik tir
11 su, toprak, sebze ve insan gastrointestinal sistem florasinda gosterilirken, A.baumanii
cevresel 6rneklerde nadiren de insan derisinden izole edilir®>*. Uzun yillar tibbi
yonden ihmal edilebilir mikroorganizmalar olarak kabul edilirlerken ilk olarak A.lwofi
turleri hastanelerde hem cevresel oOrneklerden, hem tibbi enstrumanlardan hem de
hastaya ait klinik materyallerden giderek artan sklikda izole edilmeye baslamistir.
Ancak diustk prevalanglari sebebi ile klinik dnemleri cok iyi anlasilamarms olmakla
beraber 199011 yillarin baglarindan itibaren hastanelerde immin suprese hastalarda
gorilen hastane infeksiyonlarinda daha sik rapor edilmeye baslanmalari ve A. lwofi
izolatlar: ile daha ylUksek oranda tedavi basarisizliklarina sebep olan A baumanii
izolatlarinin yer degistirmesi tiire olan ilgiyi iyice artirmistir.* %% Giiniimiizde tim
dunyada, ciddi tibbi uygulamalarin yapildigi bitiin buylk hastanelerde, beta laktam
grubu antibiyotikler, aminoglikozidler ve kinolonlarin yam sira kisa siirede son secenek
antibiyotikler olan karbepenem grubuna karsida direng gelismis ve A.baumannii suslar

major saglik problemi haline gelmistir™.
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2.2.1. A.baumannii

A.baumannii tipik bir cevresel organizma olarak gorinmemektedir. A.
baumannii’ ye normal florada da nadiren, %0.5-1 gibi diisilk oranda rastlanmaktacir™*2.
Hastanede yatan hastalarda ise kolonizasyon oramt saglikli bireylere gore oldukca
yiiksektir®,

2.2.2. Tarihce:

Hollanda 1 bir mikrobiyolog olan Beijerinck, 20. ylzyilin baslarinda, kalsiyum
asetatla zenginlestirilmis bir besiyerinde topraktan izole ettigi bir organizmay:
tammlamis ve “ Micrococcus calco-aceticus’ ismini vermistir. Daha sonraki yillarda
benzer organizmalar tammlanmis ve en az 15 farkl: cins ve tir (Diplococcus mucosus,
Micrococcus calcoaceticus, Alcaligenes haemolysans, Mima polymorpha , Moraxella
Iwoffi ,Herellea vaginicola, Bacterium anitratum, Moraxella Iwoffi var. glucidolytica,
Neisseria winogradskyi, Achromobacter anitratus ve Achromobacter mucosus) ismi
verilmistir.®> 1954 yilinda Brisou ve Prevot benzer morfolojik ozellik gosteren bu
bakterileri, Achromobacter cinsi icerisindeki hareketli mikroorganizmalardan
ayirmislar  ve yunanca hareketsiz anlamina gelen Akinetos sdzclginden esimlenerek
Acinetobacter adim Onermislerdir. Ancak bu cins ismi 1968 lere kadar geni capta
benimsenmemistir. Baumann ve ark 1968 de yapklart morfolojik ve biyokimyasal
calismalar sonucu, tek bir cinse ait bu farkl: tirleri Acinetobacter olarak yayinlamis
ancak fenotipik ozelliklerine dayali daha ileri bir siniflandirma mimkin olamamustir.
Bu calismalar 1971 de Moraxella ve iliskili bakterilerin taksonomisi altkomites
tarafindan bu bakterilerin Acinetobacter cinsi olarak kabul edilmesiyle sonuglanmustir.
“ Bergey’ s Manual of Systematic Bacteriology” 1974 basknda Acinetobacter cins

veicerisinde tek tiir olarak daA. calcoaceticus yayinlanmugstir™>“.

2.2.3. Taksonomi:

Acinetobacter cins A. calcoaceticus adli tek tir ile Neisseriaceae ailes icinde
incelenmektedir. Taksonomik calismalar sonucu Acinetobacter cins gunimuzde
Gammaprotobacteria takiminda, Moraxellacea ailes icinde Moraxella, Psychrobacter
veilgili diger cindlerle birlikte yer almaktadir®® (Tablo 1). Bu cinsin uzun ve karmasik
tarihinde en buytk bulus 1986’ da Bouvet ve Grimont taraindan basariimis ve DNA-
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DNA hibridizasyon calismalarina gére 12 genomik tiire aynlmistir™.Giinimiize kadar
yapilan DNA benzerlik calismalart sonucunda en az 32 genomik tur belirlenmistir.
Bunlarin 17" sine  onaylanng  tir  isimleri  verilirken, digerleri  hentz
isimlendirilememistir*>* (Tablo 2).

Tablo 1. Asinetobakterlerin simflandiriimast

Alem: Bacteria
Sube: Proteobacteria
Sinif: Gamma

Proteobacteria

Takim: Pseudomonadal es
Familya: Moraxellaceae
Cins; Acinetobacter

Asinetobakter tirlerinden A.calcoaceticus, A. baumannii, Acinetobacter genomic
tir 3 ve Acinetobacter genomic tir 13 TU c¢ok yakin iliskili dort tirdir ve fenotipik
ozellikleriyle birbirinden ayrilmasi guctir.Bu nedenle A. calcoaceticus — A. baumannii
complex olarak isimlendirilir. A. calcoaceticus hari¢ ,bu gruptaki mikroorganizmalar
hem toplum kaynakli hem de nozokomiyal enfeksiyonlarin ¢gogundan sorumludur. A
calcoaceticus ise cevresd turdir ve ciddi Kklinik hastaliklarda izole edilmemistir. Bu
komplese ismini veren cevresel tir oldugundan A. calcoaceticus —A. baumannii

complex ismi yaniltici ol abilmektedir'>*.
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Tablo 2. Acinetobacter spp.

icin cesitli arastirmacilara gore genomik tur ve sustipleri

Tar Adt Genomik Tar Referan sus Referans*
A .calcoaceticus ATCC 23055T 12
A.baumannii ATCC 19606T 1,2
A .haemolyticus ATCC 17906T 1,2
A.juni ATCC 17908T 1,2
A.johnsonii ATCC 17909T 1,2
A lwoffii 8,9 ACTC 15309T 12
A.radioresistens 12 IAM 13186T 1,23
A.ursingii LMG 19575T 4
A.schidleri LMG 19576T 4
A .parvus LMG 21765T 5
A .bouvetii DSM 14964T 6
A.baylyi DSM 14961T 6
A .towneri DSM 14962T 6
A .tendoi DSM 14970T 6
A .grimanti DSM 14968T 6
A tjenbergiae DSM 14971T 6
A.gerneri DSM 14967T 6
A.venetianus ATCC 31012 7
3 ATCC 19004 1,2
6 ATCC 17979 1,2
10 ATCC 17924 1,2
11 ATCC 11171 1,2
13BJ,14TU ATCC 17905 2,8
14BJ CCUG 14816 8
15BJ SEIP 23.78 8
16 ATCC 17988 8
17 SEIP Ac87.314 8
13TU ATCC 17903 2
15TU 151a 2
1ve 3 arasinda 10095 9
13 TU benzeri 10090 9

*1, Bouvet ve Grimont 1986; 2, Tjernberg ve Ursing 1989; 3, Nishimura ve ark. 1988; 4, Nemec ve ark.
2001; 5, Nemec ve ark.. 2003; 6, Carrve ark. 2003; 7, Vaneechoutte ve ark. 1999; 8, Bouvet ve Jeanjean

1989; 9, Gerner-Smidt veTjernberg 1993.
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2.24.Morfoloji

Asinetobakterler 1-1.5um x 1.5-2.5 um boyutlarinda gram negatif, kokobasil
seklinde gorulen hareketsiz bakterilerdir( Sekil 1). Secici olmayan kati besiyerinde
yavas Ureme fazinda genellikle kokoid formundadirlar.  Siklikla ciftler halinde
bulunmalart ile Neisseria turlerine benzemektedir. Pozitif kan kultlr tUpinden
hazirlanan preparatlarda silik olarak gram pozitif olarak da goriilebil mektedir>#65°6>7

Sekil 1. Asinetobakterlerin Gram boyama gor tintst

2.2.5. Uremevefizyolojik ozellikleri

Asinetobakterler zorunlu aerobik, nonfermentatif mikroorganizmalardir. Klinik
Mikrobiyoloji laboratuarlarinda rutin olarak kullanilan kanli agar, triptik soy agar ve
macconkey besiyerinde kolaylikla Urerler. Ancak miks florali drneklerden izolasyonu
icin Leeds Acinetobacter besiyeri veya Herelleae agar (Difco, ABD) gibi segici
besiyerlerin kullamimast Gnerilmistir. Asinetobakterlerin gevresel rneklerde ve deri
kolonizasyonunu gostermek amaciyla alinan deri slrinti ornekleri gibi  klinik
materyalden uretilmesi icin, pH' sdusUk, asetat veya diger uygun karbon kaynaklar
velveya nitrat ile zenginlestirilmis, stvi mineralli besiyerinin kullamlmas: ve besiyeri
kuvvetlice sallayarak inokulasyonun yapilmast ve ekili besiyerlerinin 30°C de
inkiibasyonu uygun olur. Ureme 1silart degiskendir. Genellikle 20 ile 35 derece
arasindadhr. Klinik olarak énemli tirlerin optimum Ureme 1sis1 37°C’ dir. Daha yiiksek
sicakliklarda da tireyebilirl ert>46:555657,

Kat1 besiyerinde koloniler 1-2 mm. ¢apinda, diizgin, opak ve bazen mukoiddir
(Sekil 2). Mc. Conkey agarda renksiz ya da hafif pembemsi koloniler olustururlar.

A.calcoaceticus-A.baumannii  compleks kolonileri Enterobacteriaceae kolonilerine
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benzer ve bir gecelik inkiibasyondan sonra 1.5-3 mm c¢apa ulasirlar. Ancak kompleks
cis1  tOrlerin ¢ogu daha kigik ve vyan saydam koloniler  olusturur.
Enterobacteriacea€’ larin aksine, kompleks disi turlerin bazilart McConkey Agarda
Uremezler. A. haemolyticus ve Acinetobacter genomik tir 6, 13BJ, 14 BJ, 15 BJ, 16 ve
17 gibi iyi tammlanmamus tirler koyun kanli agarda hemoliz olusturur. Bu 6zellik
komplekse ait izolatlarda hichir zaman bulunmaz. A.baumanii sivi besiyerlerinde

yiizeyde zar olugurarak trerler™>“.

Sekil 2: Kanli Agarda Asinetobakter kolonileri

Asinetobakter turlerinin oksidaz testi negatif, katalaz testi pozitiftir. Tween 80
esteraz aktivitesi vardir, hemolizin ve jelatinaz Uretimi degiskendir. Nitrat rediktazi
cogunlukla bulunmamaktadir. Hareketsiz bakterilerdir ancak yumusak agarda kipirti
seklinde bir hareket ara sira gorilebilir.>® Acinetobacter tiirlerini diger gram negatif
nonfermentatif bakterilerden basit bir metabolik testle ayirt etimek mimkin degildir.
Bu amacla konvansiyonel testleri yam sira otomatize ve yar otomatize sistemler de
birlikte kullamimalidir. Bdylece identifikasyonda %90 m Uzerinde 6zgullik
yakal anabilir®®.

2.2.6. Direng
Asinetobakterler toprak kokenli verzalit ve kozmopolit bakterilerdir. DUsUk beslenme
ihtiyaclari sebebi in-vitro sartlarda 1si, kuruluk ve genis pH araiklarinda yillarca
canliliklarim korurlar. Hastanelerde kullamlan kimyasal toksik maddeler, dezenfektan
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ve antibiyotiklere kisa stirede direng gelistirirler veya mobil elementler yolu ile direng
genlerini transfer ederek yasamaya devam ederler. Hastane ortamunda 13-30 gin
canliliklarim koruduklart gérialmustir. Ancak asinetobakterler antibiyotik direncleri ile
yol actiklar1 tedaviye cevap vermeyen infeksiyonlar sebebi ile dikkatleri Uzerine
cekmistir™®,

2.2.7. Hicre duvar yapisi ve antijenik ozellikleri

TUm gram negatif bakterilerde oldugu gibi A.baumanii dis membraninda da
lipopolisakkaridler (LPS) yer almaktadir. LPS lerin polisakkaridlerine lipid A denen
lipid komponentleri sikica bagli olarak bulunur. Enterobactericeaelerde polisakkaridler
kor oligosakkaridi ve O polisakkaridi (O Antijeni) olarak aynlmistir. Bu tip LPS ler
smooth (Stipi) olarak adlandirilirlar. O Antijenleri LPS' ler icin karakteristiktir. Yadan
arastirmalarda tiim Acinetobacterlerin LPS' lerinin smooth oldigu gésterilmistir®® Bu
nedenle Acinetobacterlerin serotiplendirilmesi  yapilabilmektedir. Acinetobacterler
LPS lere ek olarak kapsul yada K antijeni adverilen kalin bir polisakkarid tabaka (L-
ramnoz, Dglikoz, D-glukronik asit, D-mannoz) ile kaphdir. A. baumannii’ nin
membraminda  ¢esitli proteinler (porinler, integral proteinler) yer amaktadir. Bu
proteinler hiicre duvarina segicilik kazandirmakta, bazi molekillerin hiicre icine girisini;
bazilarinin da (hidrolitik enzimler vb.) hicre disina cikisint engellemektedir.  A.
baumannii’ nin ana porini, & membranda yer alan 35.6 kDa' 1k 1stya duyarl: bir protein
olan ‘ heat-modifiable protein’ dir (HMP-AB). Bu porin Enterobacteriaceae ailesi
uyelerinin OmpA ve P. aeruginosa’ m OprF porinleri ile yakin benzerlik
gostermektedir. A. baumannii’ deki dier dis membran proteinlerinden bazilar: ise 29
kDa 1k porin yapsinda CarO proteini ve 43 kDa 1k bir proteindir. 29kDa 1k CarO,
0zgul olmayan monomerik bir kanal proteini; 43 kDa 1k protein ise karbapeneme 6zgu
OprD benzeri bir porin proteinidir® .

A. baumannii’de dis membran ile sitoplazmik membran arasinda yer aan
periplazmik aralikta, fosfataz, lipaz proteaz, nukleaz gibi hidrolitik enzimler ve

penisilin baglayici proteinler gibi ¢cok sayida protein bulunmaktadir
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2.2.8. Genom Ozellikleri

A.baumannii 3 940 614 bp lik sirkller bir kromozoma sahiptir ve genomun G-
C orant %39.2 dir. Genomun % 88’ i kodin bolgelerden olgup toplam 3715 ORF (open
reading frame) ye sahiptir.Genomda tahminenl8 rRNA geni ve 71 tRNA geni vardir.
A.baumannii 2656-2 susunun iki plasmid icerdigi gosterilmis olup bunlar, 101 ORF
iceren 74 451 bp lik pl plasmidi ve 8 ORF igeren 8041 bp lik p2 plasmidi’ dir.iki
plasmidin de GC oramt % 33.5 tif>%?,

A. baumannii suslarinda AbaR1 olarak tammmlanan 86.2 kblik bir diren¢ adasi
bulunur. Bu ada ATPase genine integre haldedir ve kodladigi 45 direng geni ile bilinen
en biyik adadir. Bu genlerden 25 i tetrasiklin, aminoglikozit, kloramfenikol ve
trimetoprim-sulfametaksazol gibi pek cok antibiyotige karsi diren¢g kodlar. Direng
adalar1 sadece antibiyotiklere degil civa ve arsenik gibi biosidlere de direng gelisimine
sebep olur®*®,

Ayrica genoma aym pozisyonda integre olan, cesitli iliskili sekandarda
bulunmustur ve bu sekandlar Tn7 ile iliskili atasal transpozondan kaynaklanmaktadhr.
Bu sekandardan sadece ikisi -AbaR3 ve AbaR5- direnc genleri ve kompozisyon
yoninden AbaR1l’ e benzer.AbaR1l, AbaR3 ve AbaR5 iceren suslar, 1997 ve 2004
arasinda, Uc kitada daizole edilmistir ve Avrupaklon I’ eait oldgu bulunmustur®.

2.2.9. Virulans Faktorleri

Diger gram negatif organizmalara oranla pseudomonaslardaki  gibi
A.baumannii’ nin konak patojen ikkisi hakkinda ¢ok az bilgi vardir. Bir genelleme
olarak A. baumannii’ de de bilinen en 6nemli virulans faktori hiicre duvamna somatik
antijenik 0zellik de kazandiran bir endotoksin olan LPS dir. Daha spesifik virulans
mekanizmasi ¢alismalar: hiicre yizeyinde yer alan adeziv fimbrialarin ve OMP lerinin,
hiicre duvarinda yer alan kapsill polisakkaritlerinin, siderefor kdkenli demir kazamm
sistemleri ve lipaz enzimlerinin, biofilm olusumunun, virulansa katki sagladigim

gostermistir™.
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2.2.9.1. Hucreduvari Lipopolisakkaridi (L PS)

Biltun gram negatif bakterilerde oldugu gibi asinetobakterler de de LPS guclu
antijenik ozelligi ile bakteriyi immun sistemin hedefi haline getirirken aym zamanda
endotoksin 6zelligi ile guclt bir modulator/mediatordur.

A.baumannii LPS leri  major immin stimulan faktér olarak tammlanmustir.
Immun cevabin sekillenmesinde, lipopolisakkaritlerin TLR-4' e bglanmasim saglayan,
CD14 molekdulleri 6nemlidir. A.baumannii’ye kars1 dogal immin cevap ve Toll-like
reseptdr (TLR) lerinin roltntn arastirildigi fare pnémoni modelli ¢calismalarda TLR 4
gen defisitli farelerde bakteri sayisi ve bakteriyemi riskinin arttigi buna karsilik
sitokin/kemokin cevabi azaldig1 ve akciger inflamasyonunun geciktigi gorilmustiir®®’.
CD14 defisiti olan farelerde de A.baumannii’ nin immuncevap Uzerine etkisinin azal g1
gbzlenmistir. Bu bulgular son zamanlarda insan hticrelerinde de dogrulanmistir. Fare
modeli deneylerde TLR-2' nin de immun cevam sekillenmesinde etkili oldugu
gosterilmistir. Tleri calismalarda A.baumannii LPS sinin glcli endotoksik potansiyeli
oldugu ve proinflamatuar sitokin IL-8 ve TNF-o' y stimile ederek toksik sok
tablosunun gelisimine yol acabildigi  gOsterilmistir. Bu calismalar A.baumannii
endotoksininin infeksiyon sirasinda gucli inflamatuar cevaln indukledigini, yani
immunopatogenezin 6nemini dilsiindiirmektedir®,

A.baumannii infeksiyonlari esnasinda gelisen humoral immin cevapta
tammlanmustir. LPS' in O komponentine ve demir baskayabilen OMP ye kasi hasta
serumunda dlclebilir diizeylerde antikor cevabi ortaya Gikmaktadir®® Son yillarda
yapilan bir calismada, demir eksikligi olan bir ortamda eksprese edilen A.baumannii
OMP sine ka1 olusan fare kokenli monoklonal antikorlarin bakterisidal ve opsonizan
olduklar1 gosterilmistir. Ayrica bu antikorlarin siderefor kokenli demir aimim da

durdurabildigi ispatlanmistir™™.

2.2.9.2. Fimbrialar ve adeziv OMP’ leri

A. baumannii LPS s hidrofobik 6zellik gosterir. RAG-1 sgu kullanilarak
yapillan calismalarda agiz i¢i epiteline bakterinin LPS araciligr ile tutundugu
gosterilmistir.®® Bu tutunmada hiicre duvarinda yer alan ince mannoz direngli fimbria,
polisakkarid kapsil benzeri yapilarin ve glikokaliks olusturan diger membran

komponentleri, Omp38 gibi dis membran proteinlerinin rolt oldugu, bakterinin insan
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eritrositleri ve bronsiyal epitel hicrelerine bu molekiller araciligi ile tutundugu

belirlenmistir® ™.

2.2.9.3. Kapsil

A.baumannii suglarimin fagositozdan korunmasinda L-ramnoz, D-glukoz, D-
glukoronik asit ve D-mannoz yapisindaki kapsulin etkili oldugu gosterilmistir.
Kapslltn hiicre yuzeyi hidrofobisitesini artirdigi ve medikal aletlere yapisarak biyofilm

olusumunda da rol oynadig1 gosterilmistir.

2.2.9.4. Biyofilm Olusumu

A.baumannii’ nin cans obje ve yizeylerde biofilm olusturma ve adhezyon
yetenegi, onun hastane ortaminda yasama basarisim izah edebilir. A.baumannii’ de
biofilm formasyonunun fenotipik olarak daha yiksek oranda su igeren ektraselliler
mukopolisakkarit matriks ve pilus olusumu ile iliskili oldugunu gosterilmistir®™
Random mutasyon ve genetik tamamlanma yoluyla A.baumannii suslarinda,
V.parahaemolyticus “ csuE” geni ile kodlanan bir protein’ e oldukca benzeyen, pilus ve
biofilm olusumunda anahtar faktor olan bir protein identifiye etmislerdir. leri sekans
andizleri ile bes ORF bolgesine sahip “csu polisistronik operon” u tammlanmustir.
Bunlarin bazilarimin diger Gram negatif bakterilerde pilus olusumunda yer aan ve
saperon iliskili proteinleri kodlayan genlerle homolog olduklart gosterilmistir. Daha
once de bahsedildigi gibi A.baumannii’ nin brog epitel hicreleri ve eritrositlere pilus
benzeri adherensinler ile baglandiklar: gosterilmistir. Ilging olarak, kantitatif adherenste
de suslar arasinda farklilik oldugu, Avrupa klon II’ nin klon I’ den daha fazla adherens
gosterdigi gozlenmistir. Ancak salgin ve salgin disi suslar arasinda adezyonda hichir
farklilik izlenmemistir™> A.baumannii insan hiicrelerine adherensten sonra Omp38
yoluyla apopitozisi indikleyebilir. A.baumannii OmpA (AbOmpA), 38 kDa molekiiler
agirhigina sahip bir ylzey proteini olup kiguk maddelerin gecisinde rol amaktadir.
Omp38 olarak adlandirilan bu protein, A.baumannii’ nin epitelyal hicrelere
yapismasindan ve invazyonundan sorumludur. Bu protein mitokondrilerde yerlesmistir
ve kaspas bagimli veya bagimsiz bir yolla apopitozise yol acar fakat tek faktor degildir
ve Omp 38 mutant suslar da hicre 6limine sebep olabilir. Sonug olarak quorum

sensingin, Ozellikle P.aeruginosa gibi pek cok Gram negatif bakteride virulans
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mekanizmalarim duzenledigi gosterilmistir. Asinetobakter’ lerde pek c¢ok virulans
faktoriinin otoinduksiyonu igin santral bir mekanizma olabildigi gosterilen dortten fazla
farkli quorum sensing (QS) sinyal molekild tanimlanmustir. A.baumannii’ nin QS
genlerini (abal ve abaR) horizontal olarak H. neapolitanus tan kazands: bildirilmekte
ve bu sistemin, bakterinin biyofilm olusturmasinda katkida bulundugu ifade
edilmektedir ">,

2.2.9.5. Demir Kazamm Mekanizmalar1 ve Lipid yikimina neden olan
enzimler.

Asinetobakter turlerinin  konagin defans mekanizmalarindan korumak ve
infeksiyonun devamliligint saglayabilmek amaci ile konak lipidlerini hedef alan ve
demir kullammminda rol oynayan cok sayida ekstraselller enzim Uretebilme Ozellikleri
oldugu gosterilmistir. Bakterilerin ¢ogalmalari sirasinda ihtiyag duyduklart demiri
konak ile yansarak saglayabilmes, infeksiyonun devami agisindan o6nemlidir.
A.baumannii, cogalmasi sirasinda demir olmayan ortamda Uremek icin, dusik
molekller agirlikli demir baglayan bilesikler veya siderefor sekrete eder. Bunlar balik
patojeni V. anguillarum tarafindan Uretilen bir siderefora yapisal ve fonksiyonel olarak
benzerlik gosterir Bakterinin demir kazammimin yam sira, infekte konakta hiicre
hasarina neden olarak ek bir virllans faktori ozelligi gosterir.  Bu elementlerin
ekspresyonu A.baumannii klinik suslar arasinda degiskenlik gosterebilir ve farkli demir
kaynaklarim kullanabilme yetenegine ve konaga kolonize olmay: saglayan bagimsiz
demir kazamm sistemine sahip olmalarim saglar®® ™™,

Bunlarin disinda, A.baumannii ATCC 17978 susunda genoma rastgele
mutasyonlardan sonra, Caenorhabditis elegans ve Dictyostelium discoideum, dkaryot ve
nematodlardan koken aan, transkripsiyon faktorleri, coklu ilag efluks sistemleri ve bir
Ureazi kodlayan 6 farkli patojenite adasi (Pls) yerlestigi tespit edilmistir. Orjina
konakdaki fonksiyonlar1 tam olarak aydinlatilamayan bu Pls genleri drtnlerinin
A.baumannii’ devirulansa ciddi katki sagladiklar1 gosterilmisti r’® A.baumannii genomu
nonpatojen tur olan A.baylyi ile karsilastirildiginda, A.baumanni’ ye 6zgu 16'iran
virulansta rolti oldugu gosterilen 28 gen kimesinin oldugu bulunmustur. Bunlarin en
ilging olanlarindan biri, 133 740 bp lik bir patojenite adasidir. Bu adada sadece
transpozon ve integrazlar degil aym zamanda Legionella/Coxiella Tip IV sekresyon

20



sistemine benzer bir sekresyon sistemi genleri de kodlanir. Diger iliskili genler hiicre
duvari, pilus biyogenezi ile demir alimun ve metabolizmasinda yer almaktadir. A.
baumannii’ de transpozon mutagenezinin ilk olarak taimmlandig: bir ¢alisma metabolik
ve global duizenleyici fonksiyonlar: degismis birkag mutanti gostermistir. Bu mutantlar
Pseudomonas gibi diger Gram negatif organizmalarda adherens, biofilm olusumu ve
virulansta 6nemli rol oynayan sensor kinazlari kodlayan “gacSlike” geni icermektedir
76

A.baumannii’ nin tim genom analizi cakmalar1 sonucunda genomda Pl s disinda
muhtemelen Pseudomonas spp, Salmonella spp ve E.coli gibi diger patojen
organizmalardan koken alan, antibiyotiklere, antiseptik bilesiklere ve agir metallere
diren¢g saglayan onemli sayida transfer edilebilir antibiyotik diren¢ determinantlarina
sahip olduklar: da gosterilmistir’’. Ancak virulansin en énemli komponenti olan direnc

gelisimi ayr bir baglik olarak degerlendirilecektir.

2.2.10. Acinetobacer baumannii Infeksiyonlari

A.baumannii 6zellikle yogun bakim Uniteleri olmak Uzere hastane kaynakli
infeksiyonlara neden olan ve 0nemi giderek artan bir mikroorganizmadir. Hastanelerde
kullanilan antibiyotiklerde dahil olmak Uzere bitin kimyasal toksik maddelere karsi
kisa sirede direng gelistirmeleri veya direng genleri transfer edebilmeleri, kuru ve
cansiz yuzeylerde uzun sure canliliklarim koruyabilmeleri bu bakterileri hastaneler igin
yok edilmesi gi¢ bir risk haline getirmistir. A baumanni infeksiyonlarimin sporadik
vakalar seklinde gorilmekten ¢ok hastanelerde salginlar halinde goriilmeleri ve salgin
suslariin siklikla aym  klonun Uyeleri olup 0Ozellikle karbepenem gibi  kritik
antibiyotiklere direng gostermeleri, bu bakteri infeksiyonlarinda tam ve tedavi kadar
kontrol programlarim ve dolayisi ile epidemiyolojik strveyansin Onemini  6ne

gkartm1§t1r58’78’79.

2.2.10.1. A.baumannii infeksiyonlarin:n Epidemiyolojik ozellikleri

Asdlinda toprak kokenli olan bu bakterilerin simirli besin sartlarinda yasamaya
aliskin olmalan hastanelerdeki inatct  kolonizasyonlanimi  kolaylastirmaktadir.®
Dogadaki yaygin direng ve dagilim asinetobakterlerin hastane disinda da insan ile
temasi sansim artirmaktadir.  Avrupa da yagan c¢ok sayidaki calismada diger
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asinetobakter turlerinin aksine toplumda A.baumannii tasiyicilik oranimin son derece
disik oldugunu gostermistir.* Epidemiyolojik calismalar da hastane ile iliskisi
olmayan insanlarin %43 Unin deri ve muk6z membranlan asinetobakter tirleri ile
kolonize oldugu gosterilmistir. Bu baglamda en sik izole edilen turlerin A.lwoffii (%58)
A. johnsonii (%20), A. junii (%10), ve Acinetobacter genomik tir 3 (%6) oldugu, fekal
tasiyiciliginda, en sik gortlen tirler A.johnsonii ve Acinetobacter genomik tir 11 olmak
Uzere, %25 e ulghigr tespit edilmistir®. Ancak A.baumannii’nin deride %0.5 ve %3,
fekal orneklerdeise 9%0.8 oramnda kolonize oldugu, Acinetobacter genomik ttr 13 TU
hichir lokalizasyonda kolonizasyonunun tespit edilemedigi bildirilmistir. Buna karsilik
hastanede yatan hastalarda 6zellikle salgin dénemlerinde asinetobakter tasiyicilik oram
%75 gibi yiksek rakamlara ulasmakta ve tirler arasinda A baumannii dominant olarak
yer almaktadir®®® Yine Avrupa ‘ da yagan calismalarda hastane de izlenen
hastalarda bogaz suruntllerinde kolonizasyon oramnin  %7-18, trakeostomi
surunttlerinde %45, ellerde %26, kask bolgesinde %25, ayak parmak arasinda %24,
alin bolgesinde %23 ve dis kulak yolu stirtintii 6rneklerinde %21oraninda A baumannii
kolonizasyonu tespit edilmistir® Ayrica bu bakterinin hastane havasi, buhar makinesi,
periton diyalizat banyolari, tansiyon aletleri, anjiyografi kateteri ve ekipman, solunum
tedavisi soltsyonlart ve mekanik ventilasyon cihazi gibi hastaya direk temasli yuzeyler
ile yataklar, yastik, carsaflar, musluk, odalarimin perdeleri, telefon ahizeleri, kapi kollari,
hasta tabelalar gibi indirekt temasli yuzeylerden yuksek oranlarda izole edildigi ve bu
yuksek oranli  kolonizasyonun salginlarnin  ortaya ¢ikisict  kolaylastirdig:
soylenmistir® %8 - A pbaumanninin cevresel kontaminasyonunun kiiltiir ve PFGE ile
arastinldig1 bir calismada hastanelerde yer ylzeyinde %016, infuzyon pompalarinda
%14, ventilatdr pedinde %11.4 oramnda kolonize oldugu ve 21-30 gin arasinda
kolonizasyonun devam ettigi gosterilmistir®%. Ortam kolonizasyonunun kolonize
hasta veya personel varligi ile iliskili oldugu, Ozetle asinetobakter tirleri hem hastane
cevresinde hemde personelinin derisinde surekli tasinan en yaygin Gram negatif

mikroorganizma olma 6zelligine sahiptir.
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2.2.10.2. A.baumannii infeksiyonlarznda klinik tablo

A.baumannii hastane kokenli infeksiyonlara sebep olan bir firsat¢: patojendir. Bu
bakteriler diger hastane kokenli infeksiyonlara sebep olan bakterilerden farkli kilan ve
hastane ortamindaki inat¢i kolonizasyonlart saglayan, antimikrobiyal ilaglara,
dezenfektanlara ve kuruluga karsi goésterdikleri direnctir®®#”. Bu kimyasal toksik
maddelerin yogun olarak kullamldigi tniteler A.baumannii icin secilmis hayat alinidhr.
Nitekim salgin suslarinin sporadik suslara gore coklu ilag direnci gosterdikleri,
florokinolon kullammimn da ¢oklu ilag direnci igin belirleyici oldugu tespit edilmistir.
Bu baglamda o©zellikle yogunbakim dniteleri, transplantasyon Uniteleri ve yamk
uniteleri gibi immun sistemi baskilanmis hastalarin takip edildigi kliniklerde, siklikla
enstruman kullanmmu ile iliskili olmak Uzere, solunum yolu infeksiyonlari, bakteriyemi,
uriner sistem infeksiyonlar (UTI), menenjit ve diger retiktloendotelyal doku tutulumlu,

uzun siiren ve yilksek mortalite hizina sahip infeksiyonlar olustururlar™ "%,

2.2.10.3. Solunum Yolu infeksiyonlari

A.baumannii hastanede yatan, ozellikle ventilasyon bagimli, immun sistemi
baskilanmis hastalarda gértlen trakeobrongit ve pnémonilerden izole edilen en 6nemli
patojenlerden birisidir. Hastada gelisen alt solunum yolu tutulumunun klinik ve
radyolojik olarak diger tipik piinomoni ve hastane kokenli gram negatif bakteri pnomoni
tablolarindan ayirt edilmesi zordur.2>® Hastalar genellikle tedaviye cevap vermezler ve
bu sebeple tedavi ve bagli olarak yatis slresi uzar. Cok sayidaki izlem calismas
sonuglart A. baumannii’ nin etken oldgu at solunum yolu infeksiyonu olan hastalar
diger mikroorganizmalarin sebep oldugu pndmonili hastalara gore ortalama 7 gin daha
fazla hastanede yatmakta ve tedavi almaktadir.* Piinomoni riski ventilasyon kullanim,
trakestomi veya enttibasyon uygulamalari, hastanin yasi, immunsupresyon, kemoterapi
veya cerrahi girisimler, uzun sireli antibiyotik kullamim veya altta yatan kronik hastalik

89,90,92

Oykusline bagli olarak degisir . Son vyillarda ventilatér bagimli hastalarin
kontroliinde blyUk ilerlemelere ve solunum ekipmanlarinin dezenfeksiyonunda etkili
yontemlerin kullammina ragmen insidansta artiglar devam etmistir. Ingiltere’ de yagan
surveyans calismalarinda yogun bakim Unitelerinde yatan ventilator bagimli pnomonili
hastalarindan %5-10' unda etken olarak A. baumannii izole edilmektedir®. Bir baska

cok merkezli calisma sonucuna gore de A. baumannii pnomonilerinde 6lUm oramnin
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%75 iken sadece trakeobronsiti olan hastalarda 6lim orammn %28 oldugu
bildiril mistir®.

A.baumannii’ nin Asyave Avusturalya m tropikal bolgelerinde toplum kaynakl:
pnomonilerede neden oldugu bildirilmistir. Ancak bu hastalarinda immunsistemde
depresyona sebep olabilecek alkol kullammi veya daha 6nceden en az bir kez yogun
bakim Unitesinde yatis hikayelerinin olusu dikkat cekicidir. Toplum kokenli
pnomonilerinde fulminant seyirli oldugu ve mortalite oramimn %40-60' lara gktigi
bildirilmistir®.

2.2.10.4. Bakteriyemiler

A. baumannii hastane kokenli bakteriyemilerde en sik izole edilen 10. patojen
olup monomikrobiyal nozokomiyal bakteriyemilerin en az %1.3 Unde etyolojiden
sorumlu tutulmustur. (1995 -2002 US) Yogun bakim dnitesinde yatanlarda A.
baumannii bakteriyemisi insidanst ve mortalite oramt daha yutksektir. Bu hastalar
arasinda %34-%43.4 olan mortalite oram Unitelerde gorulen bakteriyemili hastalar
arasinda %16.3 olarak bildirilmistir’. A. baumannii bakteriyemisinde; hastalarda
immun yetmezlik, malignensi, yanik ve tramva m en 6nemli risk faktorleri oldugu
bildirilmistir. Aslinda bu hastalarda polimikrobiyal bakteriyemide siktir. Bakteriyemide
odak siklikla solunum yoludur. Bunu santral kateter gibi iyatrojenik yol, UTI, cerrahi
infeksiyonlar takip eder. Ancak hastalann bir kisminda belirgin  bir odak
bulunamayabilir. A. baumannii bakteriyemilili hastalardan izole edilen suslarin ¢ogu
coklu ilag direncli olup, bu suslarin sadece imipenem, amikasine ve kolistine duyarl:
olduklar: tespit edilmistir®.

2.2.10.5. Uriner Sistem Infeksiyonlari

A. baumannii tipik olarak kateter bagimli Uriner sistem infeksiyonlarina veya
uretral kolonizasyonlara sebep olur. YBU lerinde yapilan bir calismada %1.6 oramnda
infeksiyon etkeni olarak gosterilmistir®. Ancak katater kullamlmayan hastalarda da sik

olmamakla beraber triner sistemde infeksiyona yol actig: bildirilmistir*>=.
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2.2.10.6. Menenjit

Beyin Cerrahisi veya kafa tramvasi sonrasi gorilen menenjitlerde dusiik insidans
da ancak % 70 lere varan yuksek mortalite ile seyreden klinik tablolardan etken olarak
izole edildigi bildirilmistir®. Hastane kokenli menenjitlerde gram negatif bakterilerin
siklikla etken olarak goérilmesi asinetobakterinde bu endikasyonda gorilmesini izah
eder. Ventrikilostomi, serebrospinal fistll, bes giinden daha fazla sireli ventrikiler
kateter varligi ve yogun antibiyotik kullammi A. baumannii menenjitleri icin risk

faktorleri olarak tammlanmustir®®'®,

2.2.10.7. Diger infeksiyonlar:

Cok nadir olarak A. baumannii endokarditi rapor edilmistir. Bu olgularda
infeksiyonun bir genelleme olmamakla birlikte prostetik kalp kapag: ile iliskili oldugu
bildirilmistir A57 Diger taraftan kontakt lens kullamm veya cerrahi sonras A.
baumannii endoftalmiti veya keratiti de gériilebilir'®,

. Devaml1 peritoneal diyaliz olan hastalarda A. baumannii peritonite neden
olmaktadir. Hastalarin ¢ogu diyalizi sonlandirmaya gerek kamadan antibiyotik
tedavisine cevap vermektedir. Dizanterili 3 ayhk bir bebekte siga toksin Ureten

A hemolyticus nedenli kanl1 ishal bildirilmistir'™.

2.3. Tam

2.3.1. Klinik tan

A.baumannii infeksiyonlart akut baslangicli olup hizli sekillenir. Hastada ilk
bulgular prodromal olup, spesifik bulguya rastlanmaz. Klinik tablo diger gram negatif
bakteri infeksiyonlarinda karsilasilan tablo ile benzerdir. Bu sebeple tar laboratuvarda,

enfekte materyalden A baumannii suslarinin izolasyonu ve identifikasyonu ile konur.

2.3.2. Laboratuvar tam

Abaumannii infeksiyonlarinda laboratuvar tam etkenin izolasyon ve
identifikasyonuna dayal1 direkt tam yontemleri ile konur. A baumannii gram negatif bir
mikroorganizma olmasi sebebi ile hiicre ylzeyinde prognostik veya diagnostik éneme
sahip antijenik yapilara sahip olmadig: i¢in hasta serumlarinda bu bakterinin spesifik
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herhangi bir antijenine kars1 antikor cevaln gelismez. Kisaca tek tarmi bakterinin uygun
besiyerleri kullanilarak izole edilmesi ve identifikasyonudur.

2.3.2.1..A.baummanii izolasyonu

A baumannii aerobik ve kozmopolitan bir bakteri olup aerop sartlarda
laboratuvarlarda kullamlan butiin besiyerlerinde kolaylikla Gretilebilir. Gram negatif
bakteri izolasyonunda kullanilan Endo agar, XLD agar, Mc Concey agar gibi
besiyerlerinde aerop sartlarda 24 saatlik inklbasyon periyodu sonunda 0.5-1 mm
capinda diizgun kenarli hafif konveks koloniler olusturarak Urerler. Besiyerlerinde renk
degisimine sebep olmazlar. Kanli besiyerlerine yapilan ekimler ayn sartlarda inkibe
edildiginde yine 0.5-1 mm ¢apl1 non-hemolitik koloniler olusturarak Gredikleri goruldr.
Kolonileri olusturan gram negatif koko basil gortinimli suslarin oksidaz aktivitelerinin
olmamasi ve belirgin bir pigment sekresyonunun gorilmemesi A baumannii |ehine
yorumlanmalidir. Kesin tam identifikasyon testlerinden sonra konur. Ancak tir
duzeyinde identifikasyon salgin epidemiyolojisi yonunden yeterli olmayacag: icin A
baumannii olarak tanumlanan tarlerin mutlaka ileri identifikasyonlar: yapilarak klonal

duizeyde yani tip diizeyinde irdelenmeleri gereklidir.

2.3.2.2. A.baummanii Identifikasyonu

Klinik ve cevresal drneklerden izole edilen A.baumannii  suslarinin tir tayini
kadar tip dizeyinde de tespitleri, tedavisinde zorluk yasanan ve ylksek mortalite ile
seyreden SHII' lara yol agcan bu mikroorganizmam hastane icerisinde izlenmesinde ve
epidemiyolojik  Ozelliklerinin  belirlenmesinde  o6nemli  ip uglart  verecektir.

Asinetobakterlerin tiplendirilmesinde fenotipik ve genotipik yontemler kullanilmastir.

2.3.2.2.1. Fenotipik yontemler

Bu yontemler mikroorganizmanin  kdltr  ve morfolojik  karakterleri,
biyokimyasal, fizyolojik metabolik Ozellikleri, enzim cesitliligi, antibiyotik duyarlilik
kaliplari, antijenik 6zellikleri sorgulayan klasik testlerin yar sira mono veya multivalan
enzim elektroforezi (MVEE) gibi elektroforez bazli daha kompleks yontemleri de
icermektedir,

26



Asinetobakter tirlerini diger gram negatif non-fermentatif bakterilerden ayirmak
tek bir metabolik testle mimkin degildir. Negatif sitokrom oksidaz testi tamda ilk
adimdir. Rutin laboratuar uygulamalarinda klask testler ile GNNFB' in
tammlanmasinda API-20NE, Vitek 2, Phoenix ve Microscan Walk Away otomatize ve
yari otomatize sistemler gelistirilmis ve tim dunyada yaygin olarak kullamma
sunulmustur.’®® Bu testlerde temel Bouvet ve Grimont * un 1986 da onergli 28
fenotipik o6zelligin sorgulandigi identifikasyon semasidir. Bu sema 14 farkli karbon
kaynag1 asimilasyonu, jelatin hidrolizi, glukozdan asit Uretimi ve 37, 41 ve 44 derecede
Ureme gibi bazi testler eklenerek yeniden diizenlenmistir. Bu sema 12 genomik tiriin
11’ i arasda ayrim yapabilirken, insan derisinden Uretilen 136 asinetobakter izolatin
tir diizeyinde %95.6 oraninda dogru olarak tanimlamistir’®*®. Ancak son zamanlarda
tamimlanan tdrlerde yeterli olmamustir. A. calcoaceticus ve Acinetobacter genomik tir 3
ise sadece farkli 1silarda Ureme Ozellikleri ile aynlabilirken, 6zellikle yakin iliskili ve
klinik olarak en onemli tarler A.baumannii ve Acinetobacter genomik tir 13 TU
aylrtedi lememi §ti r105,106,107,111,112,113

Otomatize ve yarn otomatize sistemlerin glvenilirliginin %90° m Uzerinde
oldugu bildirilmesine ragmen bu sistemler ile tir tammlamasinda hala istenen
duyarliliga ulasilamamistir. Karsilastirmali bir calismada Vitek 2 ,5 ve Phoneix ile 76
isolatin sadece 19° u ayn bulunmustur. Yine bir baska APl 20 NE ve Vitek 2 ile
isolatlarin %43’ ( tir seviyesinde identifiye edilebilmijtir. Bu distk duyarlilik kisitl1 bir
veri tabam olmasiyla ve kullanilan substratlarin asinetobakter turlerinin identifikasyonu
icin yetersizligi ile agiklanmaya calisiimistir. Ozellikle kompleksin klinik 6neme sahip
U¢c dyesinin ticari identifikasyon sistemleri ile birbirlerinden ayirt edilemedigi
gosterilmistir™™ 213 Bu identifikasyon sistemleri ile A.baumannii, Acinetobacter
genomik tlr3 ve Acinetobacter genomik ttr 13 TU, A.baumannii olarak tammlanir. Bu
yuzden bu sistemlerde A.calcoaceticus-A.baumannii compleks yerine A. baumannii

grup teriminin kullamm daha uygun gérilmiistiir™

. Oysa A. baumannii grup ile diger
asinetobakterleri ayirt etmek infeksiyon kontroll i¢cin son derece onemlidir. CUnki;
genellikle antimikrobiyallere duyarli olup genellikle daha benign seyreden
infeksiyonlara yol agan diger asinetobakterler igin infeksiyon kontrol tedbiri nadiren

gerekli olur.
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A.baumannii  salginlarimin  epidemiyolojik  Ozelliklerinin  irdelenmesinde
fizyolojik ve biyokimyasal Ozellikleri baz aan niimerik biyotiplemenin zaman alici ve
dustk ayirnm gictne sahip olmast sebebi ile daha hizli, glvenilir ve yiksek ayirim
glictine sahip tiplendirme yapabilen yontemler de denenmistir****> Bunlar;

aSDS PAGE: Hucre duvan velveya tum hicre proteinlerinin mobil bir
matriksde elektrik akimi altinda molekiler agirliklarina gore goc ettirilerek
aynistirnlmalarint esas alan SDS-PAGE yontemi, A.baumannii tiplendirilmesinde sik
olarak denenmistir.'™> Bu yéntemle cok sayida susun hizl1 sekilde taranmasin saglamis
ve tlr velveya alttlr seviyesinde guvenilir sonuclar elde edilebilmistir. Ancak yontemin
basaris: kusursuz standardizasyona baglidir**®.

b:MLEE: Multilokus enzim elektroforezis yontemi, Okaryotik canlilarin
populasyon genetigi ve simiflandirilmasinda uzun bir stireden beri kullanilmakta olan
standardize edilmis bir metoddur. Son 20 yildir da giderek artan yogunlukda bakteriyel
siniflandirmaigin kullanilmaya baslamistir. MLEE' nin suflandirma ve epidemiyolojik
iliskiyi tespite yonelik diger fenotipik yontemlerden farki, allel profillerinin tamamin
elektroforetik tip olarak verebilmesidir. Bu yontem hicre ici enzimlerin elektroforetik
hareket yetenegine goére karakterize edilmesidir. Bu yontem mikroorganizmalarn
olusturduklar1 elektromorfo tiplerine gore digerlerinden ayirir. Bu elektroforetik
tiplerden populasyon karakterizasyonu icin objektif bir databaz olusturulabilir.
Genellikle, MLEE ile 20 kadar housekeeping enzimde dogal olarak yuksek degiskenlik
gosteren lokuslar hedef alinir, bu sebeple teknik monolokus enzim elektroforezinden
cok daha yilksek ayrim guiciine sahiptir**>**’,

c:Antibiyotipleme: Bu tiplendirme, bir dizi standart antibiyotige kars1 farkli
izolatlarin gosterdikleri duyarlilik farkliliklarint baz alir. Farkli hastalarin klinik
orneklerinden izole edilen suslar arasinda yeni  bir antibiyotik duyarlilik kalibi ile
karsilasilmasi halinde bu yeni bir salginin habercisi olarak degerlendirilir. Bu yontemle
dustk sensitivitede de olsa bitln izolatlar tiplendirilebilir. Y ontem rutin uygulanan bir
isleme dayandig1 icin fazla tecribeyi gerektirmeyen kolay bir tekniktir. A.
baumannii’ de, baz antibiyotiklere kars1 gorilen intrinsik direncin yam sira, konjugatif
plazmidlerde veya transpozonlarda kodlanan ¢ok sayidaki mekanizma ile ¢ok sayidaki
antibiyotige kars: direng gortlir®1%%°  Antibiyotik duyarliligim belirlemede CLSI

tarafindan 6nerilen disk diflizyon, agar dilution ve broth mikrodilusyon yontemleri veya
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E test kullanimaktadir™® A. baumannii’ ye kap etkili oldugu distnulen agjanlar
antibiyotik panelinde kullamlir. Florokinolonlar 3. veya 4. kusak sefalosporinler,
sulbactam, ureidopenisilinler, karbapenemler, aminoglikozidler ve tetrasiklinler
genellikle bu panelde yer air. Pan-ilag direncli A.baumannii suslarin tanimi igin
kullanilan polimiksinlere duyarlilig: tespitinde agar diflizyon yontemi uygun olmayip
bu amacla ya E test ya da broth dilusyon yontemi kullamlir*®*?. Bu teknigin en
belirgin dezavantaji; aym antibiyotige farkli genetik mekanizmalarla direng gelistiren
izolatlart birbirinden ayirt edememesidir. Bu eksiklik epidemiyolojik izlemde ayirim
gucund dusurdr. Karbapenem direnci varliginda direncin epidemiyolojisini daha iyi
anlamak icin direng genlerinin spesifik PCR yontemiyle belirlenmesi gerekir.

d-Antijenik tiplendirme-Serotiplendirme-: Bir dizi spesifik antikor kullamlarak
bakterilerin ytizeyindeki antijenik cesitliligin gosterilmesi amaglanir. Bazi ¢calismalarda
suslarin serotiplemesi ile salginlarin tanimlanmasinin mumkin oldugu goésterilmistir.
Fakat serotiplemenin DNA-DNA hibridizasyon yontemi gibi bir genotipleme yontemi
ile desteklenmesinin gerektigi vurgulanmistir. Bu yontem tir ici farkli izolatlar arasinda
“ capraz reaksiyon” gorulmess ve emek yaun olmasina ragmen sagin
epidemiyolojisinin arastirilmasinda kullamlabilir bulunmustur™*2,

e. Fg Tipleme : Fagjlar belli bakterileri infekte edip lizise ugratan viruslerdir.
Belirli fg gruplarina duyarlilik ve direng paternlerine gore izolatlarn tiplendirilmeleri
yapilir.  Fransa ve diger Avrupa Ulkelerinde yapilan epidemiyolojik calismalarda
asinetobakter fg tipleri-17 ve 124’ in salgn susu oldugu belirlenmistir****?. Bununla
birlikte bu yobntem sadece Paris Pasteur Enstitisinde yapilmaktadir. Y ontemin
dezavantaj1 biyolojik olarak aktif fajlarin, yaygin olarak gorilmesi ve yontemin teknik
olarak uygulanmasinin ve standadizasyonunun zor olmasidir. Zaman alict olmasina
ragmen diger yontemlerle birlikte cahisildiginda kullamgli bir  yontem olarak
tanimlanmaktadir

f. Bakteriosin Tiplemesi: Bakteriyosinler bakteriler tarafindan salinan, yakin
iligkili tdrlerin  Uremesini inhibe eden proteinlerdir. Tiplendirmede kullamm
sinirhidir™. Diger yontemlerle birlikte calisiimas: uygundur. Faj tiplendirme ile benzer

dezavantgjlar vardir.
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2.3.2.2.2. Genaotipik yontemler

A.baumannii infeksiyonlarinda tip diizeyinde tammlamanin infeksiyon kontrol i
ve infeksiyonun epidemiyolojik o6zelliklerinin  anlasiilmasi  agisindan  fenotipik
yontemlerdeki yetersizlikler genotipik yontemler ile asilmaya calisilmustir.

Asinetobakterlerin tir tammlanmasinda ilk kullanilan genom bazli yontem
DNA-DNA hibridizasyonu olup standart referans yontem olarak kabul edilmistir.
Ancak yontemin zorlugu ve 6zel ekipmana ihtiyag duyulmas: kullammim referans
laboratuarlart ile simirlandirmistir. Son yillarda giderek artan Onem sebebi ile
asinetobakterleri tip hatta klonal diizeyde tammlamaya yonelik; Amplified 16S rRNA
gene restriction analysis (ARDRA), high-resolution fingerprint analysis by amplified
fragment length polymorphism (AFLP), ribotipleme, tRNA spacer fingerprinting,
restriction analysis of the 16S-23S rRNA intergenic spacer sequences, sequence
analysis of the 16S-23S rRNA gene spacer region ve rpoB (RNA polymerase-subunit)
gibi gok sayida yontem gelistirilmistir.

2.3.2.3. DNA-DNA hibridizasyon yontemi

Bu yOntem tir tamminda hala “ alin standart” tr. Bu metodoloji ile suslarin tim
genom G+C oram karsilastirilir ve benzerlik ylzde olarak hesaplanir. Bakteriyel
taksonomide DNA hibridizasyonun buyik degeri olmasina ragmen, farkli metotlarla
farklt hibridizasyon sonuglar alinabilmesi, uygulamanin yorucu ve teknik olarak
zorluklar icermesi, yontemin dezavantajidir. Asinetobakter tirleri icin bes farkli metot
veya protokol kullanilmistir. Y ontem sinirli laboratuvarlarda kullamm alamna sahiptir
ki bu bakteriyel taksonomi gelisimini geciktirir. Mesela bir cins icerisinde iliskiyi
¢cOzimlemek icin tim tdrlerin DNA’ s ve yeni tarlerin temsilcileri karsilikli olarak
hibridize edilmelidir. Pratikte yalmz secilmis suslar 16S rDNA sekans benzerligi
yonunden arastinilir ve %97 den fazla benzerlik varsa DNA-DNA hibridizasyon
yontemi uygulanr>>®,

DNA-DNA hibridizasyon yontemi ile, yeni asinetobakter trlerini belirlemenin
yaminda torler arasindaki iligskiyi degerlendirmekde mumkinddr. Bu yontemle
A.calcoaceticus, A.baumannii, genomik tir 3 ve 13TU yakin iliskilidir ve taksonomide
tek tur olarak degerlendirilir. Ayrica DNA-DNA hibridizasyonla hemolitik genomik tur
13-15BJ ve 16-17 nin oldukea iliskili oldugu gorulir.>® Sonuc olarak DNA-DNA
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hibridizasyonu sadece tir identifikasyonu ve yeni turlerin tammmlanmasinda kullanilan
bir secenek olmalidir.

2.3.2.4. Plasmid tipleme

Bakterilerde plazmid DNA’ selde edildikten sonra agaroz jel elektroforezi ile
plazmitlerin say1 ve buyukllkleri irdelenir. Blyilk plazmitlere sahip bakteri suslari igin,
yonteme plazmit izoslayonunu takiben bir spesifik bir enzimle hidrolize asamasi da
eklenir ve hidroliz sonrast olusan fragmentlerin polimorfizmi agaroz jelde molekuler
agirliklarina gore tespit edilir.

Asinetobakter tdrlerinin ¢cogu endojen plasmidler tasirlar. Plasmid analizi
Abaumannii  suslarimin  epidemiyolojik  tiplendirmesinde  basarili  sekilde
kullaniimaktacir'®. Yontem A.baumannii grup disindaki tirlerini  epidemiyolojik
Ozelliklerini belirlemek kullarmlan birkag metoddan birisidir. Bu metod oldukga etkin
olsa da sonuclarin yorumlanmasi, pek cok plasmidin kolayca transfer edilebildigi,
kazanilabildigi veya kaybedilebildigi gbz 6nunde bulundurularak yapilmalidir. Aym
profili gosteren ve PFGE ya gore diger yontemlerle klonal iliski bulunmayan izolatlarda
plazmid yayilimindan stphelenilebilir Bu ylzden daha etkin molekiler metotlarla

birlikte kullamlmas: nerilmektedir®2°.

2.3.2.5. Ribotipleme

Kromozoma DNA’ m EcoR1, Clal ve Sall gibi restriksiyon enzimleri ile
kesimini takiben elektroforez islemi ile fragment separasyonunun yapilmasi,
fragmentlerin inmobil bir matrikse blotlanmasi ve 23S, 16S ve 5S rRNA genlerindeki
hedef dizileri tayan isaretli problarla hibridizasyon basamaklarindan olusan bu metod
asinetobakter suslarinin tiplendirilmesinde  birkag calismada kullanmilmstir. Ancak
ribotiplemenin ayrim gucu sinirlidir. Otomatize ribotipleme sistemi kullamlarak, PFGE
ile karsilastirilabilir ayrim guctne sahip, daha kesin tipleme sonuclari elde edildigi
bildirilmistir?>*. Otomatize ribotipleme PFGE’ den daha Ieli sonu¢ vermesine
karsilik daha pahaidir ve 0Ozellesmis ekipman gerektirir. Siirli  sayidaki

| aboratuvarl arda kullanil maktadir®®*23,
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2.3.26. MLST

Epidemiyolojik iliski ve populasyon yapisimi incelemede, bir tir igindeki house-
keeping gen sekandlarinin karsilastiriimast 6nemli bir yontemdir. Bu sistemin avantgji,
bilgilerin tasinabilir olmast ve klinik 6nemi olan turlerin uluslararasi veri bankasinin
bulunmasidir.’** A.baumannii icin 2 MLST sistemi gelistirilmistir. Bu sistemlerden
ilkinde  gltA, gyrB, gdhB, recA, cpn60, gpi ve rpoD- 305-513 bp den olusan 7
housekeeping genin internal fragmanlar: hedef olarak kullanlir®* Test sonuclar AFLP
ve PFGE sonuglari ile uyumludur.®” Bu metod A.baumannii popiilasyon calismalarinda
faydal1 bulunmustur. Ikinci metod daise, ki gok hizl1 ve biyik potansiyeli olan MLST
sistemidir, trpE, adk, mutY, fumC ve ppa geninin spesifik ve konservatif boélgelerinin
amplifikasyonu ve elektrospray ionization mass spektrometri (PCR/ESI_MYS) ile ile
degerlendirilmes yapilirBu metot PFGE ile iyi uyum gosterir ve A.baumannii, genomik
tur 3 ve 13TU nun dogru olarak tamimlanmasint saglar. Major avantaji 4 saat gibi kisa

bir siirede sonug vermesidir'>>*12,

2.3.2.7. Parsiyel dizi analizi

Mikroorganizmalar arasinda filogenetik iligkinin tespitinde kismi DNA
sekanglarinin kullanim son yillarda giderek artmustir.  Genel kabul; bu sekanslarin
filogenis  organizmamn filogenisiyle uyumludur. Bu yizden uygulamali
mikrobiyolojide, lokal izolatlarin tanimlanmasinda artan oranda kullanmilmaktadir.

Asinetobakterler icin, tlrler arast iliski ve/veya tir tammlamasin da; 16SrDNA,
16S-23S spacer bolge, recA proteinin kodlayan recA geni, DNA Giraz B subunitini
kodlayan gyrB geni ve RNA polimeraz beta subunitini kodlayan rpoB genileri dizi
anadlizi icin tercih edilen gen bolgeleridir. 16S rRNA geni dizi analizi mikrobiyal
siniflandirmada ve filogenetikte en yaygin kullanilan analizdir™® Fakat diger iyi
korunmus proteinleri kodlayan genler de yakin iliskili tdrlerin siniflandirmasinda fayda
saglayabilir.

165-23S rDNA gen intergenik spacer bolge (ITS) sekans, ABC icindeki suslar
icinidentik bir marker olup tam degeri %96.2 olarak verilmistir.

16SrDNA, 16S-23S rRNA gene spacer, recA ve gyrB sekandarinin ise sonuglar
itibar1 ile stabil olmadigi gosterilmistir. rpoB gen sekansi ise asinetobakter turlerinin

identifikasyonu icin Umit verici bulunmustur'®*. Son yillarda 16S rRNA sekans andlizi
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klinik mikrobiyolojide identifikasyon icgin yeni atin standart yontem olarak kabul

edilmeye baslanmistir. *>°02

2.3.2.8. Random Ampflified Polimorphic DNA-RAPD

Genomik DNA ‘ m random fragmantlerinin amlifikasyonuna dayali bir
yontemdir. Klasik PCR’ dan farkl olarak 2 yerine tek primer kullamlir ve baglanmaisist
dusUk tutulur. Kullamlan bu kisa ve tek primerler DNA ya rastgele baglanirlar. Sus
iliskisini arastirmada yapilmast en kolay genotipik metotlardan biriss RAPD
analizidir'”. PCR icin, genomda primer baglanma bélgelerin sayisi ve yerlesimi degisik
olabilir ve amplifiye fragmanlarin sayisi ve blyuklugl de buna gére polimorfizm
gosterir. Bu yuzden elektroforetik RAPD profilleri sus tiplendirmede kullanilabilir.
Asinetobakterlerin epidemiyolojik tiplendirmesinde degisik primerler ve protokoller
kullanilarak yapilan galismalar basarili olmustur. RAPD analizi, hastane diizeyinde az
sayida suslarin muhtemel epidemiyolojik iliskisini gostermede yararli bir yaklasimdir.

Ancak longitudinal veya labratuvarlar aras ¢calismalar icin yararh degildir.125

2.3.2.9. ARDRA

Bu method 16s Rrna geninin veya rDNA geninin amplifikasyonu, amplikonlarin
restriksiyon enzimleriyle kesilmesi ve elektroforez asamalarindan olusur. Farkli ve ¢ok
sayida restriksiyon enzimleriyle olusturulan restriksiyon paternleri ve bu paternlerin
kombinasyonu restriksiyon profilini olusturur. Her enzim icin olusan paternlere keyfi
olarak numara verilir ve bu numaralann kombinasyonlar: yapilir. Identifikasyonda
olusan paternlerin kombinasyonlara olan benzerligine gére tammlama yapilir. % Bir
cok bakterinin  tammlanmast i¢in  kullamlabilen bir yontem oldugu gibi
Asinetobakterlerin tur tayininde de kullanilabilmektedir. A. baumannii-A. calcoaceticus
complexi igindeki 4 Asinetobakter turini kolaylikla birbirinden ayirtedebildigi
gosterilmistir.® Hizl1 ve pratik bir yéntem olmasi nedeniyle taksonomik calismalarda

alternatif yontem olarak kullanilabilinir.*
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2.3.2.10. Repetitive Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Rep-PCR)

Repetitive-PCR metodu bakteriyel genomda dagilmis olarak bulunan tekrarlayan
DNA dizilerinin kopyalarimn PCR ile gosterimine dayalidir. Bu tekrarlayan DNA
elementleri cins ve turlere gore degismek Uzere genomda farkli uzakliklar da
yerlesmistir. Bu tekrarlayan elementleri hedef aan primerlerin kullanddigt
amplifikasyon sonucunda degisik uzunluklarda DNA fragmentleri olusur. Bu
fragmentlerin  polimorfizmi  spesifik DNA fingerprinting  parmak izi- olarak
degerlendirilir.*>°6:11°

2.3.2.11. PFGE

PFGE oldukca yuksek ayrim guct olan, sonuglan tekrarlanabilir ve kolay
yorumlanabilir bir yontem oldugu icgin genotipik identifikasyonda, Ozellikle hastane
infeksiyonlarinin siirveyansinda referans yontem olarak kabul edilmektedir.*>>*° By
yontem, total genomik DNA’ m kontrolli olarak restriksiyon enzimleriyle kesimi
sonucu olusan btytk DNA fragmentlerinin elektrikli ortamda belirli acilarla verilen
elektrik akim altinda molekiler separasyonunu amaclayan bir elektroforez yontemidir.
Restriksiyon bulyik tamma bolgesine oturan enzimlerle ve tim genoma yapildigi igin
elde edilen fragmentler, PCR-RFLP yonteminden sonra elde edilen fragmentlere gore
daha buytk olup geleneksel jel elektroforez yontemiyle aynstirllamazliar. PFGE' de
elektrik akim yonunin peryodik olarak degistirilmesi ve geldeki DNA fragmentleri
Uzerine belirlenen araiklarla farkli glclerde diiz akim gonderilebilmesi, 50kb’ dan daha
biyik DNA molekulleri bile kolaylikla ayristirilabilmesine ve genomun tamamin
degerlendirilmesine imkan saglamaktadir. En yaygin kullamlan PFGE uygulamasi,
Contour— Clamped Homogeneous Electric Field (CHEF) elektroforezidir™ Bu
sistemde, elektrik akiminin yonuniin genellikle 120° degistirilmesiyle fragmanlar zigzag
seklinde hareket ederek, agaroz matrikste buyukliklerine gore aynisirlar. Elektroforez
sonrast jelin Ethidiumbromid ile boyamas: jeldeki DNA fragmentlerinin UV isikta
gorunttlenmesini saglamaktadir. Elde edilen bant polimorfizmi goézle veya bilgisayar
programlart kullanilarak degerlendirilir. PFGE ile elde edilen bant paternlerine gore
hem kromozoma DNA’ m buyukltgl tahmin edilebilmekte, hem de suslarin klonal
olarak iliskilendirilmeleri mimkin olmaktadir. Hastane epidemiyolojisinde, Tennover



kriterlerine gore, salgin sirasinda PFGE’ de 3 bant farklligi olan suslar “ yakn iliskili” ,
4-6 bant farklilig1 olanlar da“ muhtemel il§kili” olarak dgerlendirilmektedir.***

DNA sekansina dayal1 teknikler hizla gelismesine ragmen, PFGE hala pek ¢ok
mikroorganizmamn epidemiyolojik tiplendirilmesinde secilen metottur. Asinetobakter

suslarinin tiplendirmesinde genellikle Apal veya Smal-PFGE yontemi kullanilmistir.
132,133

2.3.2.12. AFLP

AFLP yiksek rezolisyonlu, PCR temelli, genomik fingerprinting metotudur.
Jansenn ve ark. Bu metod ilk olarak 1996 yilinda da Asinetobakterler de dahil diger
bakteriler 6nemli patojenler icin kullanmistir.**>**®  AFLP, DNA’ m bir veya iki
restriksiyon enzimi ile agik uclu kesimi, amplifikasyon i¢in agik uclara uygun cift
zincirli adaptorlerin baglanmasi, adaptorlere komplementer primerler ile presellektif ve
sellektif amplifikasyon, elektroforez ve profillerin  géruntilenmes  adimlarindan
olusur.*®

AFLP prosedird, Koeleman ve ark. tarafindan 1998 de EcoR1 ve Msel
restriksiyon enzimleri  kullanarak restriksiyon ve ligasyonun tek adimda
gerceklestirilmesi ile uygulanabilir hale geldi.*® Yéntemin uygulama asamalarinin
ilkinde hedef DNA uygun bir yontemle izole edilir. Yontemin ayinm guci ve
tekrarlanabilirligi agisindan PCR sartlarint etkileyecek kontaminant ve inhibitorlerin
uzaklastirilmas: ve elde edilen DNAnin yiksek kaliteli olmasi istenir. Restriksiyon icin
daha Onceden belirlenmis enzim kombinasyonlari kullanilir. Bu enzimlerden biri
genellikle DNAy:1 ortalama siklikta keserken digerinin kesim sikligi daha fazladir.
Enzimle kesimin ardindan restriksiyon bolgesindeki agik uca anahtar kilit seklinde
uyum gosteren cift zincirli oligonikleotidler, yani adaptorler, eklenir.  Adaptor
eklenmesinin amact DNA’ m c¢ogaltiimasi islemi sirasinda kullanilacak primerler icin
hedef dizileri olusturmaktir. Bu fragmanlarin amplifikasyonu icin adaptorlere
komplementer 3' ucunda fazladan 1 yada 2 baz daha uzun olan primerler eklenir ve
boylece sadece bu bazlara komplementer fragmanlar amplifiye edilir. Seciciligi artirmak
icin amplifikasyon asamasi preselektif ve selektif primerler kullanlarak iki asamali
yapilabilir. Bu pimerlerden biri radyoaktif yada fléresan ile isaretlenebilir. PCR termal

dongu cihazinda, annealing 1sist 6nce yuksek tutulur ve her siklusta 0.7-1 derece
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dusurdlerek amplifikasyon tamamlanmir. Amag baglanmanin arttirilmasidir. Amplifiye
fragmanlar konvansiyonel agaroz jel elektroforezi ile veya isaretlenmis primerler
kullanildiysa otoradyografi veya floresan sistemler ile gorintUlenir. Elde edilen
bandlarin sayisi 40-200 arasindadir. Son yillarda, en sk floresan isaretli primerler
kullamlarak yari-otomatize sistemlerde yapilmaktadir. Olusan karmasik bant profilinin
bilgisayar programlari ile dendrogram analizi olusturulup bant paternlerindeki
benzerlige gore degerlendirilmektedir. AFLP nin ayrnim gict yuksek ve guvenilirdir
c¢inklh RFLP tekniginin guvenilirligi PCRin glctyle kombine edilmistir.
Tekrarlanilabilirligi oldukca yuksektir. Laboratuvarlar aras verilerin tekrarlanlabilirligi
farkli yontemler kullamldiginda azalabilir. Az miktarda DNA (10-50ng)’ m yeterli
olmasi yontemin avantajlarindandyr, *3>136137:138

AFLP analizinin bir veribankas: olusturmaya uygun oldugundan guicglU bir metot
oldugu sonucuna varilabilir. BOyle bir sistem c¢ok sayida susun longitudinal
karsilastirilmast ve tir, klon ve sus identifikasyonu icgin gugli bir aractir. Deneyimli
ellerde daha kisa olmasina ragmen, yaklasik 30 susun islem slresi bilgisayar andlizi
dahil 4 gun strmektedir. Farkli sekans platformlarindan dolayi, laboratuarlar arasi bilgi
aktariminin zor olmasi sistemin dezavantajidir.>®

AFLP Acinetobacter cins igerisindaki farkliliklar: géstermede en 6nemli teknik
olarak ortaya cikmaktadir Ayrica AFLP andizi Abaumannii  salginlarinin

tammlanmasinda da yararlidr 34113

2.3.3. Tedavi ve Antibiyotik direnci

Asinetobakter infeksiyonlarinda tedavi secenekleri  oldukga  sinirlidir.
A.baumannii’de dogal ve kazamlmis direng determinantlariin ortaya konmasi ile
dikkatler bu konu Uzerine cekilmistir. “ Infectious Diseases Society of America’
A.baumannii’ nin simdiki antibakteriyel donamminmuzi biytk o©lclide tehdit eden

“ krmizi dlarm”  veren patojenlerden biri oldgunu bildirmistir.**

2.3.3.1. Antibiyoter api

A.baumannii, 1970 lerden 6nce beta laktamlar, aminoglikozid ve tetrasiklin gibi
cok sayida antibiyotige duyarliyken, son yillarda bilinen bitiin antibiyotiklere direng
gelistirmistir. Ozellikle Gram negatif organizmalar icin etkili antibiyotiklerin yoklugu
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pek ¢ok arastirmacimn dikkatini bu konuya vermesine sebep olmus, ancak ¢cok az asama
kaydedilmistir. Yeni gjanlar var olan simiflarin modifikasyonlaridir ve yeni antibiyotik
hedefleri ve mekanizmalarinin bulunmast acilen gerekmektedir*™®.

Antibiyotiklere duyarlilik, Ulkeler, sehirler hatta hastaneler aras farklilik
gostermektedir. Bu nedenle tedavi protokolleri olusturulurken, Uluslararasi rehberler
yerine, loka slrveyans verilerinin gz ©ndne aimnmasinin ve antibiyotiklerin
farmakokinetik ve farmakodinamik ozelliklerinin iyi bilinmesi gerekmektedir. Genel
olarak, A. baumannii infeksiyonlarinda tedavi, antimikrobiyal duyarlilik testlerine gére
duzenlenmelidir. Ampirik tedavide ise rehber o merkezdeki duyarlilik paternlerini
gosteren epidemiyolojik sirveyans sonuclar dikkate alinmalidir. Klasik tedavi tek
basina veya bir aminoglikozidle beraber -laktam grubu bir antibiyotigin kombinasyonu
seklindedir. YBU’ lerinde hastalan baslangigtaki ampirik tedavisinde ozellikle

kombinasyon tedavileri tercih edilmektedir.

2.3.3.2. Antibiyotik Direnci

A.baumannii suslart arasinda ¢oklu ilag direnci giderek artmaktacir. Diger
NFGN patojenlerde tarumlanan direng mekanizmalarimin tamami  A.baumannii
suslarinda da tammmlanmistir. Karbapenemler ve tim beta laktam grubu antibiyotiklere
direncli A.baumannii suslarinin ortaya Gikisi organizmanin gevresel degisikliklere hizli
cevap verebildigini gostermektedir. Farkli antibiyotiklere karsi direng oranlan
A.baumannii suslarimin izole edildigi farkli hastane ve bolgelere veya suslarin endemik
ve epidemik kokenli suslar olmalarina bagli olarak degismektedir. Bu sebeple direncin
mekanizmasi kadar epidemiyolojik ozellikleri de dnemlidir.

2.3.3.2.1. Antibiyotik direncinin mekanizmasi

A.baumannii suslarinda; enzimatik yikim, hedef bolge modifikasyonlari, ice
alim ve atilim pompasi modifikasyonlarina bagli olarak direnc gelisir.**® Bu bilinen
mekanizmalarin disinda da dirence yol agabilecek yeni mekanizmalarn varligindan
suphelenilmektedir. A.baumannii suslarinda direng genleri genoma entegre direng
adalarinda, integron ve transpozonlarda veya insersiyon segmentleri gibi mobil
elemanlarda kodlanmakta ve kolaylikla transfer edilmektedir. Dogal ve kazamlmis
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direng mekanizmalarimin upregilasyonu A.baumannii suslarindaki direncin en énemli
ozelligidir.

a-A.baumannii suslarinda p-laktam direnci:

B-laktamlar, 6zellikle de karbepenemler ciddi A. baumannii infeksiyonlarindailk
tercih edilecek gjanlardir. Bu ilaglar, hala dinyada pek ¢cok A. baumannii susuna karsi
etkin olmasina ragmen, enzimatik ve membran kaynakli direng mekanizmalarinin
ortaya cikis1 tehlike arz etmektedir. In-vitro calismalarda imipeneme aminoglikozid
eklenmesinin sinerjik etkili oldugu tespit edilmistir. Karbapenemlerin amikasinle
kombine edilmesi bu ilaglarin MDR suslarina karsi etkinliklerini %38-46 oraninda
artirmaktadir Bununla birlikte deneysel calismalarda aminoglikozid eklenenlerle tek
basina imipenem kullananlarin sonuglar: farkli bulunmamustir. imipeneme duyarlilik
baslangigta %100 iken, nozokomiyal salginlar sebebi ile imipenemin yaygin kullanmi
sonucu son yillarda direngli suslar artis gostermektedir. MDR suslarda sulbaktamla
kombinasyonun tek basina meropenem kullammindan daha iyi sonug¢ verdigi
bildirmistir **#*** A baumannii suslarinda B-laktam grubu antibiyotiklere direnc i- B-
laktamazlar ile enzimatik yikim, ii-PBPs lerde modifikasyon ve iii- ¢oklu ilag eflux
pompalari ile geri aim mekanizmalari ile ortaya cikar.

i-Enzimatik Mekanizma : B-laktam grubu antibiyotiklere karsi A.baumannii
suslarinda gorulen en yaygin direng mekanizmasi 3-1aktamazlarla enzimatik yikimdir'®.
Ambler klas A grup ESBL genellikle plasmid kaynaklidir ve bu grupta yer alan VEB-1,
VEB-la PER-1 PER-2 sdgin suslaninda gosterilmistir.**'* Taumlanan diger
ESBL’ ler TEM-92 ESBL ,TEM-116, SHV-12, J CTX-M-2 CTX-M-43 cgtli
ulkelerden bildirilmistir. Ayrica TEM-1 ve TEM-2 gibi dar spektrumlu p-laktamazlarin
da klinik 6nem tasimasalarda A.baumannii suslari arasinda yaygin oldugu tespit
edilmistir blatin A.baumannii  suslarinda Amblerin  C grubunda yer aan ve
sefalosporinase Ozellige sahip olan Acinetobacter Derived Cephalosporinase (ADC)
olarak da bilinen AmpC sefaloporinazlar kromozomal olarak kodlarur. *°

Ambler D simifi Serin oksasilinaz ve Ambler B sinifi olan metallo -1aktamazlar
(MBL) gibi karbapenemaz aktivites olan p-laktamazlar da diren¢c fenotipinin
belirlenmesinde dnemlidir. Karbapenemaz aktivites tespit edilen ilk enzim, OXA tipi

enzim, 1985 te Edinburg-Scotland da klinik bir A.baumannii susundan izole edilmis ve
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ARI-1 (Acinetobacter Resistant to Imipenem ) olarak tammlanmstir.  Bu plasmid
kokenli mobil direng elemam sekanslanmis ve blaOXA-23 olarak isimlendirilmistir.
Karbapenemaz aktivites olan diger OXA tipi enzimler OXA-24, 25, 26 ve 40, blaOXA-
24-like ve blaOXA-58-like gen kimelerinde kodlanirlar. blaOXA-58, blaOXA-23 e
benzer ve siklikla plasmid kokenlidir. En son gen klusteri OXA-51, 64, 65, 66, 68, 69,
70, 71, 78, 79, 80 ve 82 nin kodlanggi blaOXA-51-like genleri doga olarak
Abaumannii de bulunurlar ve kromozomda yerlesirler.**® Diger D sinifi enzimlere
benzer olarak imipeneme meropenemden daha fazla afinite gosterirler. Ancak
karbapenem direncindeki rolleri upstream yerlesimli 1ISAba-1 mobil gen elementinin
varligina baglhidir. Bu elementin yoklugunda karbapenem duyarhiliginda minimal
degisiklik gorulurken, bu elementin varhginda coklu ilag efluks sistemi genleri
(AdeABC) aktive edilir ve gucli direnc gelisir.

Ilging olarak belirli 1S elementleri 6zellikle ISAbal (bla OXA-51-like),
Abaumannii icin spesifiktir ve bu bakterinin identifikasyonunda kullanilabilir'*’ 1S
elementleri A.baumannii de diger antibiyotiklere direng ekspresyonu icin de 6nem arz
ederler.

Metallo-B-laktamazlar (MBL) aztreonam hari¢, bitin karbapenem ve pB-
laktamlar: hidrolize edebilirler. Bes MBL grubundan sadece ct, IMP, VIM ve SIM,

A.baumannii suslarinda gosterilmistir'**4

. B-laktamaz enzimlerine kars1 ilag direncini
ve etkinligini artirmak icin kullanilan sulbaktamin, duyarlilig:r cografik bolgelere gore
degisiklik gosterir. Bu yutzden monoterapi olarak kullanmadan 6nce, disk diflizyon
testinden c¢ok broth bazli dilisyon metodlart ile duyarlilik testi yapilmasi
Onerilmektedir.

Karbapenem, aminoglikozid ve diger beta laktamlara direncli A. baumannii
salgint sirasinda sulbaktamin etkinligini arastirildig: bir ¢alismada, ampisilin-sulbaktam
tedavisi alan on hastanin dokuzunda klinik ve mikrobiyolojik iyilesme saglanmistir™.

Daha hafif infeksiyonlarda sulbaktam iceren bir tedavi kullammi karbapenem
kullaniminin kisittanmasi icin uygun bir stratgji olabilir. Ampisilin-sulbaktam 6zellikle
imipenem direncli ve sulbaktam duyarli organizmalarla gelisen enfeksiyonlarda
onerilmektedir’**. A. baumannii’nin sebep oldugu bakteriyemilerde de sulbaktamin
imipeneme esdeger oldugu gosterilmis. Buna benzer calismalar bize, A. baumannii

sulbaktama duyarl: bulundugunda diger ajanlar kadar etkin oldugunu gostermektedir'*.
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A. baumannii menenjit tedavisinde de ampisilin-sulbaktam kullanilmis, Umit verici
sonuclar olmasina karsin basarisiz sonuclar da alinmis.

ii-PBPs mutasyonlarina bagli B-laktam direnci: Karbapenem direncini de igine
alan p-laktam direnci PBPs ve dis membran proteinlerindeki (OMP) mutasyonlara bagl
olarak affinite azalmas veya ekspresyonun azalmasi yolu ile de ortaya cikabilir.
A.baumannii’nin dis membran porinleri hakkinda ¢ok az bilgi edinilebilmistir. Son
yillarda 29 kDa luk bir protein olan CarO’ nun kaybmn imipenem ve meropenem
direncine yol actig1 gosterilmistir.™

iii-Coklu ilag efluks pompalari: Coklu ilag direnci gosteren A.baumannii
suslarininda coklu ilag efluks sistemi kodlandig: gostermistir *®*Bu baglamda tizerinde
en cok caisilan sistem “
AdeABC” dif® Bu eflilks pompasinin substratlar: karbapenem dahil biitiin B-laktamlar,

Resistance-nodulation- divison (RND) family type pump

aminoglikozidler, eritromisin, kloramfenikol, tetrasiklin, florokinolonlar, trimetoprim ve

ethidium bromide olup sistem sayesinde suslar bu gjanlara kars: direng kazamlmaktadir.

b-Aminoglikozidlere direncin mekanizmas :

Aminoglikozidler P. aeruginosa ve A. baumannii gibi birgok gram-negatif basilin
neden oldugu infeksiyonlarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Y ogun bakim
hastalarinda yapilan calismalar Acinetobacter klinik izolatlarinda aminoglikozid
direncinin arttigini gostermektedir.

Coklu ilag direnci gosteren A.baumannii sinif 1 integronlarda kodlanan
A.baumannii modifiye eden enzim kodlayan genler oldukca yaygindir. Bu enzimler; a
asetil transferaz, b-nikleotidil transferaz ve c-fosfotransferazlardir. Japonya, Kore ve
ABD’ de izole edilen MDRA.baumannii suslarinda 16S rRNA metilasyonu (armA)

sonucu da aminoglikozidlere direncin gelistigi gosterilmistir™2.

c-Kinolonlara kar s1 direncin mekanizmasi:

Fluorokinolonlar 1988 yilina kadar Asinetobakterlere karst en etkili
antibiyotiklerdir. Ancak bu ilaglarin yaygin kullammina bagli olarak Ozellikle
A.baumannii salgin suslarinda florokinolon direncinin prevalanst artmistir. Kinolon

direncli A.baumannii suslarinda, gyrA ve parC genlerinde mutasyon sonucu DNA giraz
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veya ortotopoizomeraz-1V da goérilen modifikasyonlar ilk olarak E.coli’ de
tammlanmustir. Bu mutasyonlar ilacin hedef bélgeye baglanmasini 6nler®,

d-Tetrasikline direncin mekanizmasi:
Tetrasiklin direnci efluks veya ribozoma korunma ile ortaya cikar. tetA-E
elemanlar ile kodlanan tetrasiklin efluks pompalart bir ¢cok gram negatif bakteride

gosterilmistir.

e- Polimiksinler’ e kagi direncin mekanizmasi:

Polimiksinler 1940 1 yillarda tammmlanmasina karsin ciddi toksisites nedeniyle
kullanim dis1 kalmustir. “ Kolistin” veya*® polimiksinE ve polimiksin B”  diye bilinen bu
pozitif sarjl1 polipeptid antibiyotikler Gram negatif bakterilerde dis membranda anyonik
LPS molekiillerini hedef alirlar. I¢ ve dis membran arasinda etkilesime yol acarak lipit
degisimi, membran hasari, osmotik dengesizlik ve bagli olarak hticre 6limine sebep
olur™®. Ora veya topika kullanilan kolistin siilfat ve parenteral kullanilan sodium
colistin methanesulfonate veya colistin sulfomethate sodium olarak iki ticari formu
bulunur. Her iki formda nebulizasyon igin uygundur. 50 yil dnce kesfedilmesine karsin
polimiksinler hakkinda titiz bir ¢aligma yoktur. Kolistin kullammu ile ilgili basarili
sonuglar bildirilmekle beraber; nefro ve norotoksisite ve néromuskuler bloka gibi ciddi
yan etkileri sebebi ile kullanimi problemli bir antimikrobiyaldir.

A.baumannii’de polimiksinlere karst in- vitro sartlarda gosterilen direncin
mekanizmasi bilinmemektedir ancak Lipopolisakkarit hedef bolgeye baglanmanin
azalmasinin dirence yol agtig1 E.coli, Salmonella spp ve P. aeruginosa’ da gosterilmytir.
AyricaP. aeruginosa daOMP deki desikliklerin de duyarliligr azalttigi bilinmektedir.

f-Yeni velveya diger antibiyotiklere karsi direncin mekanizmasi:

Son yillarda lisans alan semisentetik minosiklin turevi olan tigesiklin, direngli
suslarla olusan infeksiyonlarin tedavisinde Umit vermektedir. Ancak klinik veriler hala
sinirlidhir. Tigesiklin 30S ribozomal Gnitini inhibe ederek antimikrobiyal etki gosterir.
A.baumannii’ ye kars1 tigesiklin aktivitess MIC testiyle degerlendirilmelidir. Eger baska
bir secenek varsa, A.baumanii bakteriyemilerinde tigesiklin kullanimi 6nerilmemektedir
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Glisilsiklin olarak bilinen tigesiklin efluks ile geri atilabilir ve direng gelisir. adeB geni
eksprese eden izolatlarda tigesiklin direnci gésterirler. >

Gram negatiflere karsi lisans alan diger bir agan doripenem, yani yeni bir
karbapenem tdrevidir. A.baumannii’ ye kagi doripenem meropenemden biraz daha
avantgjlidhr ancak Klinik veriler hala beklemektedir.

2.3.3.2.2. Antibiyotik direncinin epidemiyolojik ozellikleri

Mobil elementler yolu ile yayilan direncin suslar arast dagilimi kadar, klonal
ekspansiyon ile ozellikle coklu ilag direnci gosteren karbepenem direncli bazi suslarin
tum hastanelere hakim olmaya basladiklar1 yapilan molekiler epidemiyolojik
calismalarla gosterilmistir.

Yeni antibiyotik gelistirmenin zamana bagli, yiksek maliyetli ve selektif
toksisite Ozelliklerinin iyi programlanmast gibi zorluklarimin  yami  sira, bu
antibiyotiklerin yogun kullammina bagl1 olarak ortaya gikacak baskinin kisa siirede bu
antibiyotiklere kars1 da direng gelistirilecegi korkusunu tasimaktadir

Basta Ingiltere, Fransa, Almanya, Italya, ispanya ve Hollanda olmak (izere
Avrupa m pek ¢ok bolgesinde 1980 lerin bandan beri A. baumannii kdkenli hastane
salginlart molekiler yontemlerle izlenmektedir. Bu ¢alismalar salginlarin gogundan bir
veya 2 genomik kolonun sorumlu oldugunu ve klonlarin giderek tum hastaneler
yayildigim gostermistir. Ispanya’ da cgitli bolgelerdeki 9 hastanede amikasin direncli
bir A.baumannii klonunun, Fransa® da kuzey ve guineydgu bolgelerinde 55 merkezde
VEB-1 ESBL Ureten A.baumannii klonunun, ingiltere nin giineydgu bolgesinde
OXAZ23 klon-1 ve klon-2' nin, Portekiz de yine bir ¢oklu ilag direci gosteren MDR
Abaumannii klonunun salginlardan sorumlu oldugu gosterilmistir.**° Kolonize
hastalarin Ulkelerarast seyahatleri, MDR A.baumannii suslarimn giney Avrupadan
Belgika ve Almanya gibi kuzey Avrupa ulkelerine yayilimint saglamistir. Kitalararasi
MDR- A.baumannii gecisi ise Avrupa ve diger Ulkeler arsinda havayolu seyahati ile
olmustur. Bu bulgular yiksek oranda direncli organizma iceren Ulkelerden gelen
Kisilerin taranarak stpheli olgularin izolasyonunun énemini gostermektedir. Farkli tlke
ve enstitilerde ¢cogu MDR olup salginlardan izole edilmis A.baumannii izolatlarinin
cesitli genotipik metodlar kombine edilerek yapilan genetik simiflandiriimasinda

suslarin 3 major grup, Avrupakion | , Il ve lll, atinda toplandig: gosterilmistir’. ilk
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olarak AFLP ile %80 den fazla klonal benzerlik gosteren sgiar daha sonra
Ribotipleme, PFGE ve MLST yontemleri kullanilarak klonal gruplara aynlmislardir.**
Bu A.baumannii klonal gruplarimn kuzey Avrupa daki Ulkelerinin yan sira italya,
Ispanya, Yunanistan ve Turkiye gibi giiney ve dogu Avrupa ulkelerinde de yaygin

olduklar1 gosterilmistir.

2.3.4. A.baumannii infeksiyonlarinda K orunma ve Kontrol Onlemleri

Saglik hizmeti verilirken bulasin en yaygin sebepleri A.baumannii ile kontamine
deri,vicut sivilari, hasta bakiminda kullanilan pek c¢ok arag-gereg, mobilya ve diger
ylizeyler iken en 6nemlisi saglik personelinin elleridir. SHii 6nlemek amaciyla 1996 —
HICPAC/CDC yeni izolasyon onlemleri rehberini tammmlad: ve 2007’ de HICPAC/CDC
tarafindan rehberdeki neriler giincellendi*®, buna gore; Standart dnlemler ve Bulasma
yoluna yonelik onlemler ainmalidir. Standart 6nlemler; kan, tim vicut swvilari,
batunliglin  bozulmus  deri, mukoz membranlar igin € hijyeni,eldiven
kullanimi,6nltk,maske  kullamimi,gtvenli  injeksiyon uygulmasi ve kontamine
ekipmanlarin uygun sekilde yonetilmesini gerektirmektedir. Hastalarla temas etmeden
oncetemastan sonra, aym hastamin kontamine bdlgesinden temiz vicut bolgesine
gecerken ve hastaar aras geciste e hijyeni ve eldiven giyme kuralarina
uyulmalichr.Ozellikle hasta bakimi alanlarinda sik temas edilen cevresal yiizeylerin
rutin bakimi,temizlenmesi ve dezenfeksiyonu dizenli sekilde yapilmalidir.Y atak
carsaflart da uygun sekilde camasirhaneye gonderilmelidir.Hastanin bulas riski fazlaysa
tek kisilik odaya ainmalidir. Bulasma yoluna yonelik onlemler ise bilinen veya stpheli
infeksiyon etkeni ile infeksiyon ve kolonizasyon durumunda temas onlemleri alinmali
tek Kkisilik odalar kullanilmali,hasta yada ¢evresindeki cansiz ylzeylerle temas ederken
eldiven ve onltk giyilmeli,odalar ve hastalar arasi esya ve tibbi malzeme transferinden
kacinilmalidir. Hastane infeksiyonlarimin en stk géruldiigl yogun bakim tnitelerinde el
yikama icin her odada bir lavabo bulunmali, hastaya temas etmeden Once ve temas
sonrast €l yikama-el dezenfeksiyonu uygulamas yapilmalidir.Enfeksiyon komites
hemsiresi gunlUk ziyaretlerini yaparken infeksiyon kontrol kurallarina uyum agisindan
gbzlem yapmal1 ve bu kayitlar birim sorumlusuna geri bildirim ile iletilmelidir.Y ogun
bakim Unitelerinin fiziksel kosullar: da cok onemlidir.. YBU leri mikroorganizmalarin

yasamasina ve tasinmasina engel olacak sekilde diiz, uygun malzemeden, kolay
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temizlenebilen ve dezenfekte edilebilen birimler olarak tasarlanmalidir. Hastaya
mudahele ve temizlik alanlarinin ayrilmasi, uygun ventilasyon stratejileri, hasta bakim
alaninin uygun biyudklikte olmasi, yeterli sayida ve 0zellikte lavabo bulunmas: ve tek
yatakli ayri odalarda hasta bakimi saglanmasi, uygun havalandirma ve basing
sistemlerinin olmasi mikroorganizma gegisine engel olarak hastane infeksiyonlarin
azaltmaktadir %,

TUm bu uygulamalar salgin sirasinda her zaman yeterli olmamaktadir. Bu
durumlarda servis kapatiimali, alet ve gevre temizligi etkili dezenfektanlarla yapilmali
ve terminal dezenfeksiyon yapilmalidir.Yine salgin dncesinde ve sonrasinda ainan

cevre kiiltirleri degerlendirilmelidir™®.



3. GEREC VE YONTEMLER

Bu calismada C. U. Tip Fakiltes Balcali Hastaness Merkez laboratuannda
Araik-2011 ile Aralik-2012 tarihleri arasinda farkli kliniklerden gonderilen klinik
materyallerden izole edilen 49 Abaumannii susu arasindaki klonal iliski, hastane
infeksiyonlarina yonelik molekiler epidemiyolojik calismalarda yeni yeni kullamlmaya
baslanan ve Ulkemizde bu alanda heniiz denenmemis olan AFLP yonteminin, yine bu
alanda “ ain standart” olarak kabul edilen PFGE yontemine gore ayrt etme gicini

tespit amaci ile her iki yontem kullamlarak degerlendirilmistir.

3.1. Mikroor ganizmann izolasyonu vetir tayini

Farkli klinik ve yogun bakim Unitelerinden gonderilen klinik materyallerden
izole edilen, katalaz pozitif, oksidaz negatif, %7 koyun kanli besiyerinde hemoliz
olusturmayan, EMB besiyerinde de renksiz koloniler olusturarak Ureyip mikroskobik
olarak Gram negatif basil veya kokobasil gorinime sahip olanlar, A.baumannii
yonunden stpheli kabul edilerek saf koloni elde etmek amaci ile %7 koyun kanli agar
besiyeri ve EMB besiyerlerine pasgjlanmistir. |l.pasg) ile elde edilen saf koloniler
Merkez laboratuvarinda Vitek-2 otomatize sistemi (BioMerieux, Durham, North
Carolina, USA) ile biyokimyasa ve enzimatik o©zelliklerine gore tir dizeyinde
A.baumannii olarak tammlanmis, ayni cihaz ile yapilan antibiyogram testleri sonucunda
Karbepenem direncli olarak tespit edilen suslar, test susu olarak calismaya dahil
edilmistir. Test suslar salgin veya ispatlanmis hastane infeksiyonu suslari olmayip tek
ortak Ozellikleri karbepenem duyarhiliklarimin  kaybidir. Bu suslar genotipleme
calismalarinda kullanilmak tizere, %10 gliserol ve %10 kan iceren Beyin-kalp inflizyon
buyyona (Brain-Heart infusion broth: BHIB-BBL) pasgjlanarak -20C’ de, saklannytir.

Test suslariin 19° unun (%38.77) en & Dahiliye Yogun Bakim Unitesi olmak
Uzere Cocuk, Cerrahi ve Beyin Cerrahis Yogun Bakim Unitelerinden izole edildigi
goéruldu (Tablo 3).
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Tablo 3- A.baumannii test suslarinin kliniklere gére dagihimlary

Klinik Sus sayist
Y enidogan Unitesi 13
Dahiliye Y ogun Bakim 11

Yanik Unitesi 7

Beyin Sinir Cerrahi Y ogun Bakim 4
Reanimasyon Unitesi 5

Cocuk Yogun Bakim 3

Cerrahi Yogun Bakim 1

Diger Klinikler 5
Toplam 49

Bu test izolatlarimn %59,18 inin Erkek hastalara,%640.8 inin Kadin hastalara ait
oldugu, blylk cogunlugunun da trakeal aspirasyon (%26.53) oOrneklerinden izole
edildigi gorulmustur (Tablo 4).

Tablo 4. Acinetobacter baumannii test suslarinin izole edildikleri klinik materyallere gore dagilim

Izole edilen klinik materyal | Sus sayisi Sus %
Trakeal Aspirasyon 17 34.69
Kan 11 22.44
Yara 7 14.28
Kateter ucu 4 8.16
BAL 3 6.12
Idrar 3 6.12
BOS 2 4.08
Py 1 2.04
Dren 1 204
Toplam 49 100
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Fenotipik yontemlerle Karbepenem direncgli A. baumannii olarak tammlanan test
suslarinin genetik olarak iligkilerini klonal dizeyde degerlendirmek amaciyla 6nce bu
bakteriler icin atin standart yontem olarak kabul edilen Apal-PFGE yontemi
kullanlmistir. Bu yontem ile elde edilen band polimorfizminin dendogramu yapilmadan,
es zamanh olarak duyarliligimt ve hastane infeksiyonlarinin slrveyansinda kabul
edilebilirligini  arastirdigimiz EcCoRI-Msel-AFLP yontemi ile test suslarinin fragment
polimorfizmleri degerlendirilmis ve son olarak her iki yontemle elde edilen polimorfik
bandlarin kendi iclerinde dendogramlar yapilarak elde edilen kime sayilari ve
farkliliklar1 degerlendirilmistir. Kime sayisinin ¢oklugu yontemin ayirim gucinin
yuksekligi lehine yorumlanmustir.

3.2.1. PFGE

Apal-PFGE islemi, Riza Durmaz ve arkadasglarinin (2009) protokoline uygun
sekilde yapildi ve elektroforez icin CHEF-DR Il (Bio-Rad Laboratories, Nazareth,
Belgium) cihazi kullanild: (Sekil 3).

Sekil 3. CHEF-DR Il (Bio-Rad Laboratories, Nazareth, Belgium) cihazi

3.2.1.1. Orneklerin hazirlanmasi

1. Tur dizeyinde tanmmlanan bakterilerden kanli agar besiyerine tek koloni
ekimi yapildi.

2. Bir gece 37°C’ deinkiibasyona rakild: ve kiltiriin saflig1 kontrol edildi.
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Besiyerindeki tek koloniden tekrar kanli agar besiyerine, tek koloni ekimine
uygun olacak sekilde, pasgj yapilarak 37°C’ de bir gece inkiibasyona lrakil ch.
Saf kultdr olarak treyen kolonilerden 1ml hiicre stispansiyon tamponu (HST)
icerisinde slispanse edildi.

Bakteri yogunlugu yaklasik 5 McFarland olacak sekilde ayarlandi.

Bu bakteri solisyonundan 1ml ependorfa aktarildi.

12000g de 4°C’ de 3 dakika santrifuj edildi.

Ependorf icerisindeki stipernatant kisim atildi ve pellet Uzerine 1ml HST
eklendi

3.2.1.2. Orneklerin agor aza gémulmesi

1.

Balon icerisine 9ml HST (100Mm TrissHCL, 100Mm EDTA, Ph8.0) ilave

edildi ve icerisine %2 lik (0,2g) dustk erime 1sil1 agaroz (BIO-RAD Low

melting agar 161-3113EDU) eklendi. Balonun agzina auminyum folyo

kapatilarak mikrodalga firinda 10 saniye tutuldu, cikarilarak hafifce

karistirlldi. Agaroz iyice ¢ozulinceye kadar kisa slreli mikrodalgada tutma

islemi tekrarlandi.Agaroz ¢oziindikten sonra balon 45-50°C’ lik su banyosuna
konuldu daha sonra icerisine %1 sodyum dodesil sllfat eklendi ve stok

solisyondan 1,5ml lik ependorflara 200ul dagitildh kuru 1s1 blogunda 45-

50°C’ de kullarma hazir bekletildi.

2. Her sus icin bir agoroz kalibi belirlenir buz kalibr Gizerinde bekletildi.

Bakteri siispansiyonundan 200 pl alinarak, 50°C'de igerisinde 200 pl disiik
erime 1sil1 agaroz bulunan tipe eklendi.Agarin homojen yayilmasi igin birkag
defa pipeta yapildi.

Karisim bekletilmeden agaroz kaibina (10mm x 5mm x 1,5mm, Bio Rad
Laboratories) konuldu.

Kaliplar +4 °C’ de 20 dakika bekletildi.( Bu kaplarin +4 °C’ de bekletilmesi
dahakaliteli DNA hazirlamak icin dnemlidir )
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3.2.1.3. Orneklerin agar oz icinde par calanmas:
Hazirlanan lisis- 1 (50 mMTris-HCL) soltisyonu 1-5ml lik steril kapakl: tiplere
500 pl dagtildh.

1. +4°C’ deki kalplar lisis-1 solUisyonu icerisine yerlestirildi.

2. Calkalamal1 su banyosunda 37°C’ de 1 saat bekletildi.

3. Su banyosunda 1 saat bekletildikten sonra cikarilan tuplerin icindeki lisis-1
sol iisyonu dokdl dd.

4. Liss2 (0.5M EDTA , %1 sarkozil,400ug/ml proteinaz K) sollisyonu
hazirland: 500 pl tuplere dagitil di.

5. Cakalamal1 su banyosunda 55°C’ de 2 saat bekletildi.

3.2.1.4. Lisisislemlerinden sonra kaliplarin yikanmasi
1. Lisis asamaarinda sonra kaliplarin zarar gérmemes ve katilasmasi i¢in 15
dakika+4°C’ de bekletildi.
2. Kaliplar 6nce yaklasik 6ml 3defa ultrapir su ile yikandi ve sonra 6ml TE
tamponuile 3defalS er dakikaykandi.
Yikama islemleri ile saflasmis olan DNA kaliplar: restriksiyon enzimi (RE) ile
kesime hazir hale getirilmis oldu.

3.2.1.5. Agaroz kaliplarricindeki DNA’ m RE ile kesilmesi

1. DNA igeren agaroz kalibi bir lam Uzerine alinarak bir bisturi yardimiyla 1/3
oraninda kesildi.Restriksiyon enzimi olarak Apal kullamldi.Pargcalardan biri
100 pl  buffer soltsyonu igerisine konularak oda sicakliginda bekletildi.

2. Daha sonra her kalip icin asagidaki karisim hazirlandi. Toplam hacim 100 pl
olacak sekilde 30 tnite Apal enzimi konuldu (Fermentase,|ot:00053654).

- 10 ul Apal buffer (10x) (Fermentase)

- 3 ul Apal enzim (10 dnite/ul) (Fermentase)
- 87 ul steril distile su (Reagent Grade Type 1)

49



3. Agaroz kalibinin igerisinde bulundugu buffer soliisyonu aspire edildi. Uzerine
yukarida hazirlachginmiz gibi enzim sollisyonu eklendi ve 37°C’ de calkalamal
su banyosunda 2 saat bekletildi.

4. Tupler buzdolabinda 15 dakika bekletildi ve kaliplar yluklemeye hazir hale
geldi

3.2.1.6. Elektroforez jelinin hazirlamas ve kaliplarin jele yuklenmesi
100 ml 0.5x TBE icinde %1.1' lik agaroz (Pulsed-field certified agarose, Bio-
Rad Laboratories) hazirlandi:

1. “ pulsed-field certified agarose” dan 1,1g balonakonuldu

2. Agarozun Uzerine 100ml 0,5x TBE tamponu eklendi ve karistirildi.

3. Balonun agz1 aliminyum folyo ile kapatilarak 60 saniye mikrodalga firinda
tutuldu, karistirilip tekrar 15 saniye tutuldu iyice homojenize olmasi saglandi.

4. Agarozun dokulecegi aparat hazirland: diiz zemine yerlestirildi.

5. RE ile kesilmis olan agaroz kaliplar 15 disli taragin u¢ kismina paralel olarak
yerlestirildi.

6. Kurutma kagidi veya kagit havlu ile agaroz kaliplarinin etrafindaki sivinin
fazlas alindi.

7. 45-50°C ye kadar soguyan agar kasetin tizerine dokildu.

8. Oda sicakliginda 20 dakika katilasmast icin bekletildi, katilastiktan sonra
tarak cekildi.

9. Daha sonra agaroz kasetinin gerceveleri gikarildi ve iginde 1900 mililitre 0,5x
TBE tamponu bulunan PFGE tankina yerlestirildi.
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3.2.1.7. Elektroforez
Elektroforez CHEFF-DR |l cihazinda (Bio-Rad Laboratories, Nazareth,
Belgium) asagidaki elektroforez sartlarina gore yapildi.

BLOK
Baslangi¢ vurus siiresi 5sn
Bitis vurus stiresi 30sn
Akim 6V
Sicaklik 14°C
Slre 20 saat

3.2.1.8. Sonucun gozlenmesi

1. Elektroforezden sonra jel 5 pg/ml ethidium bromir iceren 400 ml ultra pure
saf su iginde 20 dakika boyand.

2. Sonra UV 1s1k atinda géruntilendi.

3- Gel logic 1500 imaging system (Kodak Company, NY, USA) kullanilarak,
DNA bant gortnttlerinin fotografi ¢ekildi. Resmler TIFF formatinda kayit
edildi.

4. GelCompar Il yazilim sistemi (version 5.0; Applied Maths, Sint-Martens-
Latem, Belgium) kullamlarak bant profilleri analiz edildi. Oncelikle her
resmde bulunan (¢ adet standart gorintt  yardimi ile resimler arasi
normalizasyon yapildi. UPGMA kullanmlarak PFGE profillerinin dendogram
olusturuldu, kiimelesme analizi yapildi. Bantlara bagli “ Dice” benzerlik
katsayisina gore suslar arasindaki iliski belirlendi. Benzerlik katsayisimin
hesaplanmasinda bant ve profil toleransi, % 1,5 olarak aindi. Bant profilleri
%80 benzerlik gosteren izolatlar aymt kiime iginde degerlendirildi ve biyuk
harfle isimlendirildi. Aym kiUme igerisindeki subtipler ise rakamlar ile

gosterildi.
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3.2.1.9. PFGE yo6nteminde kullamlan soltsyonlar.
3.2.1.9.1. TE buffer

TrisHCL 1,576gr

EDTA 0,0372gr

Ultrapure su ile 1 litreye tamamland.

Karisim homojenize edildi, NaOH ilepH 7.6’ yaayarland

3.2.1.9.2. Hlcre Slspansiyon Tamponu(HST)
TrisHCL(SIGMA T-3253) 15,76gr
EDTA (AMRESCO 0105-50) 37,2291
Ultra pure su ile 1It ye tamamland.

Karisim homojenize edildi, NaOH ile pHs1 8.9' aayarland

3.2.1.9.3. Lisis-1
TrisHCL (SIGMA T-3253) 7,88 gr
EDTA (AMRESCO 0105-50) 18,61gr

Ultrapure su ile 1It ye tamamland.
Karisim homojenize edilir NaOH ile pH 8,26' yaayarland

3.2194. Lisis2

EDTA (AMRESCO 0105-50) 186,1gr

N-lauryl Sarcosine (AMRESCO 0719-500) 10gr

EDTA Ultra pure su ile 1t ye tamamlanir ¢oziindikten sonra Uzerine sarkosine
eklendi. NaOH ile pH 8,22’ ye ayarland

3.21.95. 0,5x TBE

Tris base (SIGMA T-1503) 5.3845 gr
Borik asit (MERCK 1.00165.0500) 2.759r
EDTA (AMRESCO 0105-500) 0.3722 gr
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Ultra pure su ile 1lt ye tamamlanir. Karisim homojenize edilir.

3.2.1.9.6. 20mg/ml proteinase K sollisyonu
Proteinaz K (Roche,Lot 11207200) 100 mg
Distilesu 5ml

3.2.1.9.7. % 10 sodium dodecy! sulfate soltisyonu
Sodium dodecy! sulfate (SIGMA L-5750) 10gr
Ultra pure saf su 100ml

3.2.2. Amplified Fragment Length Polimorfizm
AFLP yontemi Dijkshoorn ve arkadaslarimin (1996) metodunu referans alan

ticari AFLP Mikrobia fingerprinting kiti (Applied Biosystems) kullamilarak 1-Test

suslarimin  DNA’ lamin restriksiyon enzimleri ile kesilmesi ve agik uglar tamyan ve

amplifikasyon icin hedef dizileri tasiyan adaptorlerin baglanmasi, 2-Preselektif ve

Selektif amlifikasyon, 3-Amplikonlarin tespiti icin elektroforez ve gorintileme olmak

Uzere U¢ asamada tamamlanmustr.

Oncelikle test suslarinin genomik DNA’ su elde etmek igin glass milk yontemi

(Mickle cihaziyla) asagidaki gibi uyguland.

Test suslarinin DNA ekstraksiyonu

1. Tur dizeyinde tammlanan bakterilerden kanli agar besiyerine tek koloni
ekimi yapildi.
Bir gece 37°C’ de inkiibasyona Irakilch ve kiilttrin saflig: kontrol edildi.
Besiyerindeki tek koloniden tekrar kanli agar besiyerine, tek koloni ekimine
uygun olacak sekilde, pasa yapilarak 37°C’ de bir gece inkiibasyona
brrakildi

4. Saf olarak elde edilen A.baumannii kolonilerinden distile su ile Mc Farland
5 bulanikliginda stispansiyonlar elde edildi.

5. Hazirlanan bakteri stispansiyonundan 500ul ependorf tiipe alinarak, 8000 xg
de 3dakika santrifijj edildi
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6. Ust sivi atilip ve pelletin tizerine 250 pl 1X TE buffer (20mM TrisHCI, 0.1
mM EDTA, pH 8.0) eklendi.

7. Daha sonra 100°C’ de, 10 dakika kurus: blogunda (BIOSAN Termoblock
TDB-120) tutuldu.

8. Bakteri suspansiyonuna 250 pl alinarak Uzerine 100 pl boncuk ( SIGMA)
ilave edildi ve Mickle cihazinda (Mickle Tissue Disintegrator, Mickle
Labratory Engineering Co. Ltd.) maksimum hizda (10), 7 dakika mekanik
lizise ugratil ch.

9. 12.000 xg de 10 dakika santrifuj edildi.

10. SUpernatantdan 100 pl ahinarak yeni bir ependorfa aktarild.
Spektrofotometre (CHEBIOS s.r.l. Optimum-One UV-VIS
Spectrophotometer) ile DNA kantitasyonu yapil di.

11. Kantitasyon sonucunda DNA miktar1 50 ng/mikrolitrenin atinda bulunan
orneklerin extraksiyon islemi tekrarinda 5 Mc Farland bulanikligi 8 Mc
Farlanda cikarildi ve spectro-fotometrede 6lciimden sonra istenen miktarin

olustugu gorulda.

3.2.2.1. Restriksiyon-ligasyon islemi

Restriksiyon ve ligasyon asamalari AFLP Microbial Fingerprinting (Appied
Biosystems) kit protokoliine uygun olarak ayni tlpte gerceklestirildi. Genomik DNA
kesiminde kullanilan Restriksiyon enzimleri EcoRI ve MsEI' dir. Genomik DNAYy acik
uclu olarak kesen bu enzimlerden EcoRI (Fermentas 10u/ul) enzimi 6 bazi tamyarak
(G AATTC), Msel enzimi (Fermentas 10u/ pl) 4 baztamyarak (T° TAA) keser §ekil
4).
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Sekil 4. EcoRI ve M sEl enzimlerinin farklr bazlari tantyan kesim boélgeleri



Tek tipte gerceklestirilen Enzimlerle kesm ve ardindan olusan bu agik ucglu
DNA fragmentlerine kesilen iki bolge igin farkli adaptor olan EcoRl ve Msel
adaptorlerinin baglanmasi icin kullanilan ligasyon enzimi T4 DNA ligaz (NEB)' d.
Ligasyon sonrasi yeni bir DNA parcasi olusur (sekil 5)

AA
T T
1 1

Sekil 5: Acik uclara adaptorlerin baglanmasi sonucu olusan yeni DNA par cast

Oncelikle bu t¢ enzimin master mix’ i kit protokolune uygun bir sekilde
asagidaki gibi hazirland.

a)Enzim Master Mix (100 6rnek icin)

1. 10ul 10X T4 DNA ligaz buffer (50mM TrissHCL (PH 7.8), 10 mM MgCI2,
10mM dithiothreitol, 1 mM ATP,25ug/ml bovine serum albumin(BSA))

10p! 0.5 M NaCL

100 U Msel (10u/ pul)

500 U EcoRI (10u/ pl)

100 U T4 DNA ligaz ( 400ceu/ ul) (NEB)

o &~ 0D

Toplam hacim steril distile su ile 100 pl ye tamamlandi.Mikrosantrifijde 10sn
spin yapildi ve restriksiyon ligasyon asamasi icin hazir hale getirildi.

b) Restriksiyon- ligasyon

Restriksiyon —ligasyona balamadan o©nce kullanilacak adaptor ciftleri
denattirasyon icin 95 C 5 dk bekletilip oda 1sisinda sogumaya birakildi.
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Restriksiyon-ligasyon tek tlpte gerceklestirildi. Steril 0.5ml mikrosantrifdy
tupine 50 ng DNA o6rnegi eklendi ve tzerine, 1 pl 10X T4 DNA ligaz buffer,1 pl 0.5
M NaCL, 0.5 pl Img/ml BSA(Promega),1.0 pl Msel adaptor (Msel enziminin kestigi
acik uca anahtar kilit uyumu gosteren cift zincirli sentetik nikleotid dizisi P/N 402942 )
, ve 1.0 pl EcoRI adaptor (EcoRI enzininin kestigi agik uca anahtar kilit uyumu
gosteren cift zincirli sentetik nikleotid dizisi PN 402941) eklendikten sonra yukarida
hazirlanan enzim master mixinden 1.0 pl alinarak hazirlanan karisima eklendi ve pipetg)
yapildiktan sonra mikrosantrifijde 10 sn spin yapildi ve restriksiyon enzimleri ve
ligasyon enziminin en iyi aktiviteyi gosterdikleri ortak sicaklik olan 37 C de 4 saat
thermal cycler da bekletildi.

Restriksiyon-ligasyon isleminin basarisinin tespiti icin; 4. saat sonunda toplam
11 pl olan restriksiyon ligasyon Urdnleri 2° ye aywldi. RL Grdndnin 5.5 pl kismu
restriksiyon- ligasyonun gerceklesip gerceklesmedigini gormek igin elektrikli ortamda
ethidium bromidli agaroz jel icerisinde migrasyonel seperasyona tabii tutuldu ve
gorunttlendi. Bu islem asagidaki sekilde yapildi

1. Elektroforez matriksi olarak kullamimak tzere % 1.5 ' lik agaroz jel
0.5XTBE soluisyonu ile hazirlandh.

2. Bir balon igerisine tartilarak konulan 1.5 gr agaroz (Sigma Agarose A5093-
500G) Uzerine 100 ml 0.5xTBE ilave edildi.

Karisim homojenizasyon saglanana kadar mikrodalga firinda eritildi.
Odaisisinda60 C' nin alina diismeyecek sekilde bekletilerek sogutuldu.
Eriyik haldeki agaroz igerisne 10 mg/ml’ lik etidyum bromid stok
solisyonundan 5 pl eklenerek, % 0,5 mg/ml son konsantrasyon elde edildi.

6. Hazirlanan % 0,5 ethidium bromid iceren % 2' lik agaroz jel, dnceden
hazirlanmis ve taraklari uygun olarak yerlestirilmis jel kalip tepsisinin
Uzerine yavasca dokuldo.

7. Oda sicakhiginda 20-30 dakika bekletilerek jel kalibimin katilasmast
saglandi.

8. Jd kalin elektroforez tankina (OWL Separation Systems Model B2 Mini
Gel Electrophoresis System) yerlestirilerek taraklar yavasca cikarildi.
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9. Orneklerden 5.5 ul alinarak parafilm tizerinde % 20 sikkroz, % 0,25 brom
fenol mavisi ile hazirlanmis 6x konsantrasyondaki 2 ul yikleme tamponuna
karistinldi. Ilk ve son  kuyuya DNA markeri (Fermentas O' Range
Ruler,100bp Ladder, Lot: 0302) ve diger kuyulara her birine bir drnek
olacak sekilde bu karisgimdan 7.5 pl yiklendi.

10. Tankin gu¢ kaynagi (LABNET International Power Station 300)
calistirlarak 120 V akim verildi. Brom fenol mavisinin jeldeki migrasyonu
takip edilerek, boya jelin 2/3 lik kmina ulastiginda elektroforez
durduruldu.

11. Elektroforezden sonra jel UV 1s1ga atinda goruntilendi. Gel logic 1500
imaging system ( Kodak Company, NY, USA) kullanilarak DNA bant
goruntulerinin fotografi gekildi.

Elde edilen gorinti sonucunda slrintl tespit edilen ve restriksiyonun
gerceklestigine karar verilen RL Urtnlerinin aynlan 5.5 I’ st PCR gamasi igin 94.5 pl
IXTE 0,1 (20 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA, pH 8.0), solusyonu ile dille edildi. Daha
sonra PCR’ a gegildi. On segici PCR yani preselektif PCR ve Segici yani Selektif PCR
olmak Uzere 2 asamada tamamland:.

3.2.2.2. Preselektif ve Sdllektif PCR — Amplifikasyon

Adaptorlerin  baglanmasindan sonra olusan fragmanlarin  amplifikasyonu
adaptorlere komplementer 3' ucunda fazladan 1 yada 2 baz daha uzun olan primerler
eklenerek yapildi ve bdylece sadece bu bazlara komplementer fragmanlar amplifiye
edildi. Seciciligi artirmak icin amplifikasyon asamasi preselektif ve selektif primerler
kullanilarak 1.Preselektif amplifikasyon ve 2. Selektif amplifikasyon olarak iki asamali
yapildi
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1. Preselektif amplifikasyon

Bu asamada adaptor DNA lara koplementer, 3 uclarkalip adaptér sekansindan
1 baz uzun primerler kullanldi. (sekil 6) 4 pl dilie RL Grind, 0.5 pl isaretsiz EcoRl
preselektif primer,0.5 pl isaretsiz Msel preselektif primer ve 15 pl amplifikasyon core
mix (Buffer,nikleotidler,AmpliTag DNA Polimeraz, Applied Biosystems P/N 402005 )
ile PCR karigimi olusturuldu

Nsel primer 1

| I D O I
C <
o R S I G | T T 1T T T T T T 1T 1T T 1T 1T T 1T 7T 71T 717 T 1T 1
G T A A G A GAATTG
C A TTC T CTTAAC
3 - | I IS | (N [ $. 1 1 3 1 v P & ¥ 8 9 ¥ ¢ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ A 1 1 ¥ |
A G A A
11 1

A T T G
I I S [

EcoRl primer 1

Sekil 6: Adaptorlere komplementer preselektif primerler

PCR asagidaki dongi sirasina goére tamamland
72°Cde 2dak Ik denatiirasyon

94°Cde 20sn Denatiirasyon

56°Cde 30sn Baglanma annealing 20 siklus
72°Cde 2dak Uzama extensio

Preselektif amplifikasyonun basarisim gérmek icin amplifiye trtnler elektrikli
ortamda ethidium bromidli agaroz jel icerisinde migrasyonel seperasyona tabii tutuldu
ve goruntilendi. Daha sonra selektif amplifikasyon asamasina gecildi.

2-Selektif amplifikasyon
Selektif PCR da kullanilan primerlerden sadece EcoRI primeri otomotize sistemde
gorinebilmes icin 5-carboxyfluoroscein isaretli olarak secildi. Kullanlan ticari kitteki
9 farkli EcoRI primeri ve 9 farkli Msel primerlerinin farkli kombinasyonlar: denendi
(Sekil 7).
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Msel pnimer 2

LI
CATTCAC
- T T T T T T T T 1T 17T 17T 17T 17T 17T 1T 17T 17T 1T 17T 17 71T 11 T T 1
TAAGTG AGAATT
C A TTEC TATCTTAA
3 1| 1 1 1 1 | N N S (N (N (N N N NN (N N S S S N S —— —
AT A A
1 1 1

EcoRl primer 2
Sekil 7: Adaptorlere komplementer selektif primerler

Sonucta kittede onerildigi Uzere en uygun kombinasyon bulundu.Selektif PCR
icin dilte preselektif PCR Urinunden 1.5 pl ,0.5 pl Msel-T primeri (P/N 402942),0.5 pl
floresan isaretli ECORI-C primer (P/N402941) ve 7.5 pl amplifikasyon core mix ainarak

karistirildi ve asagidaki dongu sirasina gore PCR tamamlandi.

94°C de 2 dak IIk denattirasyon
94°C de 20 sn Denatiirasyon
66°C de 30 sn Baglanma

72°C de 2 dak Uzama

60°Cde 30 dak Son uzama

Ilk siklusta 66°C olan baglanma 1sist her siklusta 1°C dusirilerek en son
56°C’ de 20 siklusatamamland

3.2.2.3. Fragmentlerin analizi.
Presellektif ve sellektif primerler kullamlarak tamamlanan amplifikasyon
sonunda uretilen amplikonlarin fragment uzunluklarina gére polimorfizmlerinin tespiti

iki asamal1 islem ile gercelestirildi
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a-Kapiller elektroforez ile polimorfik DNA fragmentlerinin gosterilmes.

Selektif PCR drdnleri 47 cm uzunlugunda PoP4 ( MCLAB ) jel ile dolu kapiller
iceren ABI PRISM 310 cihazinda kapiller elektroforez ile separe edildi (Sekil 8).
Elektroforezden 6nce 1 pl amplifie Griin Gzerine 24 pl formamid ve 1 pl GeneScan 500
Liz size standart (Applied Biosystems) eklendi. Her drnek icin bu karisim hazirlandh ve
95 derecede 5 dakika bekletilip denatiire edildikten hemen sonra buz Uzerinde de kisa
bir sure tutuldu ve 6rnekler ABI PRISM 310 cihazi igin Uretilen tiplere (ABI 310, 0.5
ml ) aktarildi.Daha sonra ABI PRISM 310 cihazindaki pleyte elektroforez igin
yuklendi.Elektroforez parametrel eri asagidaki gibi ayarlanch.

Injeksiyon zamarn: 5sn
Injeksiyon voltaji: 13 kV
Elektroforez siiresi: 26 dak
Elerktroforez voltgji: 15 kV

Sekil 8. ABI PRISM 310 cihaz1

b.Fragment analizi

Elektroforez sonunda Fragmenler GeneM apper software version 4.0 program ile
analiz edildi.Fragmenlerin olusturdugu Pik yiksekliklerinin threshold degeri 50 olarak
ayarlandi ve bu degerin altindaki hi¢ bir pik analize dahil edilmedi.Elektroforez

sonunda olusan 50 -500bp arasinda olusan tim pik paternleri degerlendirildi ve Exelde
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bir tablo olusturuldu.Bu tabloda her 0Ornek igin pikler var yada yok seklinde
degelendirildi.Pik varligi durumunda 1 yoklugunda O degerleri verildi.Bu yolla elde
edilen AFLP band profillerinin * * Unweighted pair group method with mathematical
averaging (UPGMA) ’ kulldarak dendogrami olusturuldu ve kimelesme andizi
yapildi. Bantlara bagli “ Dice” benzerlik katsagina gore suslar arasindaki iliski
belirlendi. Bant profilleri %80 benzerlik gosteren izolatlar aym kime iginde
degerlendirildi ve kiguk harflerle issmlendirildi. Ayni kime igerisindeki subtipler ise

rakamlar ile gosterildi.
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4. BULGULAR

C. U. Tip Fakilltesi Balcali Hastanesi Merkez Laboratuarlarinda cesitli klinik

materyallerden izole edilen karbapenem direncli 49 A. baumannii izolatinin; klonal

Ozelliklerini belirlemek amaci ile; PFGE ve AFLP yontemlerinin kullanildigi ¢alismada:

a)

b)

d)

d)

Test susu olarak imipenem (<16 pg/ml) ve meropeneme (<16 pg/ml )
direncli oldugu tespit edilmis 49 klinik A.baumannii izolatin kullanildi.
Fenotipik olarak aym o6zellige sahip test suslari arasindaki  muhtemel
genotipik/klona iliskinin belirlenmes amaci ile; bu bakteri tird igin,
stirveyans calismalarinda, altin standart olarak kabul edilen PFGE yontemi
ile henliz degerlendirilme asamasinda olup Ulkemizde etyolojisi ne olursa
olsun hastane enfeksiyonlarimin molekiler epidemiyolojisinde hig
kullamlmamis olan AFLP yontemi  kullamlmis, sonuclar GelComparll
program: ve DICE+UPGMA Katsayilar: ile degerlendirilmistir.

Test suslarimin PFGE yontemi ile degerlendirilmesi sonucunda en az % 80
benzerlik esas alinarak yapilan dendograminda izolatlarin iliskili 10 farkl
gen kiimesi ile 36 alt kimeye dagildiklar (Sekil 9 Sekil 10)

Bu kiimeler igerisinde en buytgini 21 alt kime icerisine dagilmis 32 Uyeli
“ A” kimesinin oliurdugu, bunu 4 alt kiime igerisinde 6 tyes olan B
kimesinin izledigi, buna karsihik C,E,G,H ve J kimelerinin birer Uyeli
kimeler oldugu (Sekil 10).

A kiumes icerisinde yer alan 18 susun % 100 benzerlik gosteren 7 alt
kimeye (A4,A6,A8A9A10A14 VE A15) dagildiklar, bu at kimeler
icerisinde A9 un 4 Uyeli en biylk at kime olmasgia karsilik, Al4 ve A4
alt kimelerinin de 3’ er tyeli kimeler olduklar

B kimesi icerisinde de 4 susun % 100 benzerlik gosterdikleri ve 2 ser tyeli
2 dt kimeye (B1 ve B3) dagildiklar diger 2 susunda bagimsiz tek Uyeli alt
kimeleri olusturduklart goruldi. (Sekil 10 ve tablo-5)
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Sekil 9. Test suslarimin PFGE ile elde edilen jel gor untiisi
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Sekil 10.Test suslarinin PFGE ile elde edilen dendogramu.



Tablo-5 Test suglarimn PFGE ile klonal kiime dagilim

Kime Alt kiime iliski oram

A Al 96 Y anik iinitesi
A2 96 Y anik iinitesi
A3 94.2 Yenidogan Unites
A4 851 100 Y anik Gnitesi
A4 100 Y enidogan Unitesi
A4 100 Y enidogan Unitesi
A5 85.1 Ccuk YBU
A6 816 100 Siit gocugu kin
A6 100 BSC YBU
A7 81.6 Dahiliye YBU
A8 100 Dahiliye YBU
A8 100 BSC YBU
A9 100 Y enidogan Unitesi
A9 100 Intaniye Klini gi
A9 100 Cerrahi YBU
A9 100 BSC YBU
A10 100 Dahiliye YBU
A10 100 Yenidogan Unitesi
All 81.6 Yenidogan Unites
Al12 81.6 Y anik Unitesi
A13 81.6 Dahiliye YBU
Al4 100 BSC YBU
Al4 100 Y anik Unitesi
Al4 100 Nefrolgji klini gi
Al15 100 Y enidogan Unites
Al15 100 Y enidogan Unitesi

Kime Alt kiime iliski oram K aynak
A A16 816 Y enidogan Unitesi

Al7 81.6
Al8 816 Y enidogan Unitesi
Al19 816 Y enidogan Unitesi
A20 80.0 Y enidogan Unitesi
A21 80.0 Y enidogan Unitesi

B Bl 7.7 100 Yanik Unitesi
B1 100 Reanimasyon Unitesi
B2 777 Reanimasyon Unitesi
B3 100 Reanimasyon Unitesi
B3 100 Dahiliye YBU
B4 7.7 Dahiliye YBU
C1 76.8 Yanik Uinitesi

D D1 733 Dahiliye YBU
D2 733 Cerrahi YBU

E E 71.9
F1 Dahiliye YBU
F2 Dahiliye YBU
G 70.9 Reanimasyon Unites

H H 70.9 Dahiliye YBU
11 Cocuk YBU
12 Ccuk cerrahisi

J J 70.9 Dahiliye YBU
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Test suslarinin klonal iliski yoninden AFLP yontemi ile degerlendirilmes sonundaise;

a) Test suslarinin fragment uzunluklarindaki polimorfizme gore % 80 benzerlik
esas alinarak 9 kime ve 40 at kiimeye dagildiklar: (Sekil 12)

b) En blyldk kimeyi 7 at kime icerisine dagilmis 12 Gyes olan “ &’ kimesinin
olusturudugu, bunu 10 alt kime icerisinde yer alan 10 Gyeli “ € kiUmesinin
izledigi, bu yontem ile PFGE ile elde edilen tek tyeli kiime tespit edilmedigi,

c) “a kimes icerisinde yer alan “ a4” kimesinin 4 Uyes ile “ al” at kimes
icerisinde yer alan 3 susun kime icerisinde % 100 benzerlik oramna sahip
olduklari, buna karsilik 6 tyeli “ f* kiumesinde % 100 igkili 4 susun 2 alt
kimeye (f1 vef3) dagildiklar: (Tablo-6)

d “c” ve“h” kimeer icerisinde de % 100 benzerlik anagsahip 2 ser Gyenin yer

aldig1 2 at kiime olustugu gorulmustdr.( Tablo-6)

Plat =]
View  Tock  Alake  He
§ AFLPDerma w @ s ~ AEEEER 3 -
] = =
gl S Pt o 10
= e
[CHstsemal Maker_Tre_Fius
¥

511 LJMJ,LL,LLMJ HIRR R T |

T o o it
3
Mt []

(stsrmal Mk Tye e 1

1o = b - 0
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Sekil 11. Test suslarinin GeneM apper 4.0 ile analiz edilen pik gorintisi
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al HRKAblg2
al HRKAb163
a8l HRKAb1G4
a2 HRKAb1GS
a3 HRKAbl148
a4 HRKAbl1@

a4 HREKAb138
a4 HRKAb131
a4 HRKAb158
a5 HRKAb1i32
a6 HRKAb142
a7 HRKAb12g
b1l HRKAb1g2
b2 HRKAb3A
cl HRKAbZa
cl HRKAb21
c2 HRKAb285
C3 HRKAbSu2
d1l HREAb112
d2? HRKAb135
el HREAb122
€2 HRKAbl4@
23 HRKAb145
24 HRKAbZ3
e5 HRKAbS
26 HRKAb227 —_"
27 HRKAb14

€38 HRKAb146
29 HRKAb12
210 HRKAb133
f1 HRKAb117
t1 HRKAb119
f2 HRKAb175
f3 HRKAb2G
f3 HRKAb27
f4 HREAbZ24
E1 HRKAb125
22 HRKAbI1
h1l HRKAb13
h1 HRKAb1S6
hZ HRKAbL17
h3 HRKAb231
h4 HRKAb229
h5 HRKAb1S
hs HRKAb126
h7 HRKAb22
h& HRKAb4G
11 HRKAb155

Uy |G

T
L]

12 HRKAb2083
Sekil 12. Test suslarinin AFLP ile edilen klonal kiime dagiliminin dendograma.
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Tablo-6 Test suglarimn AFLP ile klonal kiime dagilim.

Kiime Alt kiime iliski oram K aynak
a al 100 Yanik Unitesi
al 100 Y enidogan Unitesi
al 100 Y enidogan Unitesi
az2 Ccuk YBU
a3 Yanik Unitesi
Dahiliye YBU
a6 Y enidogan Unitesi
a7 Y enidogan Unitesi
b b1l Yanik Unitesi
b2 Dahiliye YBU

Nefroloji klinigi

Y enidogan Unitesi

Y enidogan Unitesi

Y enidogan Unitesi

BSC YBU

Reanimasyon Unites

Dahiliye YBU

Alt kiime iliski oram K aynak

€6 Cerrahi YBU

e’ Y enidogan Unitesi
e8 Y enidogan Unitesi
9 Dahiliye YBU

Dahiliye YBU

Dahiliye YBU

f3 100 Reanimasyon Unitesi
f3 100 Dahiliye YBU

f4 Reanimasyon Unitesi
gl Y enidogan Unitesi

Dahiliye YBU

Yanik Unitesi

h3 Yanik Unitesi

h4 Y enidogan Unitesi

h5 Dahiliye YBU

h6 Y enidogan Unitesi

h7 Yanik Unitesi

h8 Reanimasyon Unitesi
1 11 Y anik Uinitesi

12 Dahiliye YBU
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Tablo-7.Test suslarimn AFLP ve PFGE ile el de edilen dendogram kiimelerinin kar silastirilmasi

PFGE

AFLP

PFGE

AFLP

Kime

iliski oram

Kime

iliski oram

Kiame

iliski oram

Kiime iliski oram

Al16

Al7

A18

A19

A20

A21

B1

100

B1

100

B2

B3

100

B3

100

B4

Cl

bl

D1

g2

D2

F1

F2

el0

h8

cl 100

h5
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Test suslarinin AFLP yontemi ile elde edilen fragment uzunluk polimorfizmi
baz alinarak yapilan dendogram sonuclarinin A.baumannii molekiler tiplendirmesinde
atin standart olarak kabul edilen PFGE ile elde edilen dendogram sonuglan ile
karsilastirildiginda,

Test suglarimn PFGE ile 10 kime ve 36 at kime igerisinde toplanmalarina karsilik
AFLP ile suslarin 9 kiime ve 40 alt kimeye dagildiklar1 gorildi. Yani AFLP at kime
say1s1 PFGE ile elde edilen alt kiime sayisindan daha fazla bulundu. PFGE yontemi ile
suslarin %65,3 (32/49)’ 1 21 at kimeli A kiimesi igerisinde toplanngzken AFLP ile elde
edilen en buylk kime olan “ @ kimes 7 at kime icerisinde slarin %24.4

(12/49)’ Unden olgmustur.

Tablo-8 Her iki yontem ile % 100 iliskili olduklar: tespit edilen suslarin kliniklere gore dagilimlar:

PFGE | AFLP PFGE | AFLP
Sus No Kime | Kiime | Klinik Sus no Kime | Kiime | Klinik
al MRKAb
MRKAb162 | A4 Y anik Unitesi 145 Al4 BSC YBU
al : L MRKAb L
MRKADb163 | A4 Y enidogan Unitesi i Al4 Yanik Unitesi
al : L MRKAb L
MRKADb164 | A4 Y enidogan Unitesi a5 Al4 Nefrolgji klini gi
MRKAb . _
MRKAb117 A15 Y enidogan Unites
112
MRKAb . o
MRKADb119 A15 Y enidogan Unitesi
146
MRKAb
MRKADb13 . B1 Yanik tnitesi
MRKAb .
MRKADb156 | A8 - B1 Reanimasyon
MRKAb
MRKADb1O | A9 B3
26
MRKAb
MRKADb130 | A9 B3
27
MRKADb Cocuk YBU
MRKADb131 | A9 cl
20
MRKADb Cocuk  cerrahisi
MRKADb158 | A9 cl -
21 klini gi
MRKADbL132 | A10 Dahiliye YBU
MRKADb142 | A10 Y enidogan Unitesi
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Test suslarinin klona iliskilerine gore dagiliminda klinik materyalin alindig:
serviderin 6nem arz edecek bir kimelenme gostermedikleri ancak Yenidogan
servisinden gonderilen drneklerden izole edilen 6 susun PFGE ile A kiimesi icerisinde
A4 ve A15 kimelerinde % 100 iliskili olarak yerlestikleri, A4 izolatlarinin AFLP ile de
% 100 iliskili al kimesi icerisinde yer adiklar1 gérilmastir.(Tablo-8)

PFGE ile elde edilen en blyik iliski grubu olan * A” kimesi icerisinde yer alan
% 100 iliskili “ A9” at kimesine ait 4 swn, AFLP ile elde edilen 4 lyeli “ a4” at
kimes suslar ile, Gg Gyeli “ A4” at kiimes gliarinin Gg dyeli “ al” atkimes sliar
ile, ikiser tyeli * ' A6’ ve '’ A8 ' dt kighaesursusirast ile ‘' f1'° ve * ' hl’
kimesinde yer alan suslar ile ayni izolatlar olduklar1 gorilmuis boylece PFGE yontemi
ile A kimes icerisinde birbirleri ile % 100 iliskili olup, 7 at kime (
A4,A6,A8A9A10A14,A15) icerisinde toplanan 18 susun 11 (%61.1)' inin AFLP
yontemi ile 3 kumeye ait 4 atkime (A9-a4, A6-f1, A4-al ve A8-hl) igerisine
dagildiklart gorilmisttr. Buna karsilik PFGE yontemi ile A kimesi igerisinde 14 susun
tek Oyeli 14 alt kiimeye ayrildiklar gorilirken PFGE’ inde A kime ve alt kimeleri
icerisinde yer aan suglarin 21’ inin AFLP ile tek dyeli 21 alt kiimeye dauldiklar
gortlmustar. Her iki yontemle tek tyeli kimelere dagilan sus sayisi 14 dir. Boylece A
kimesi suslarin AFLP ile kime ve at kimelere % 100 iliski ve iliskisizlik
dagilimlarindaki tutarlilik orammmn PFGE baz alindiginda 25/32 (%78.1) oldugu
goralmustr.

Diger taraftan genel olarak PFGE yontemi ile suslarin 22 sinin % 100 iligkili 9
alt kimede toplandigi, bu sayimin AFLPicin 15 sus ve 6 atkime oldugu gorilmastar.
Her iki yontem ile % 100 iliskili kime/alt kimelere dagilan aym sus sayisi 13 olup
PFGE baz aindiginda AFLP nin % 100 ikkili suslarn kime/ alt kime icerisinde
toplama oranimin % 59 (13/22) oldugu gorulmustir (Tablo-9). Ancak yine genel
dagilimda PFGE ile test suslarimn 27° s tek tyeli kime/alt kiime igerisine daulirken
AFLP iletek Gyeli kime/altkiime igerisine dagilan sus sayisinin 34 oldugu gorulmustar.

(Tablo-10VF
Tablo 9. Test suslarinin her iki yéntemle % 100 iliskili kime/alt kimelere dagilinm

PFGE AFLP PFGE AFLP
K iime iliski oram | Kime iliski oram [l Kime | lliski oram Kime iliski oram
A | A4 | 100 d al | 00 Al4 | 100
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A4 | 100 al |00 Al4 | 100
A4 | 100 al | 100 Al4 | 100
A | A6 |10 A15 | 100
A6 | 100 A15 | 100
A8 | 100 Bl | 100
A8 | 100 BL | 100
A9 | 100 B3 | 100
A9 | 100 B3 | 100
A9 | 100
A9 | 100 cl | 100
A10 | 100
A10 | 100

Genel olarak PFGE ve AFLP ile elde edilen kiime (sirast ile 10 ve 9) ve at kiime
sayilan (sirasi ile 36 ved0) birbirlerine benzerse de, kiimelere dagilimin iliski yoninden
degerlendirilmesi halinde bu benzerligin suslarin iliski dagilimim  yansitmadigi
goralmastir. Bu baglamda PFGE’ iletek “ A” kimes icerisinde 21 at kime icerisinde
toplanan 32 susun AFLP ile 8 kime icerisinde 28 at kime icerisine dagildiklar
goralmustir. Yani PFGE ile en az % 80 iliskili bulunan bu suslar kimeden kiimeye
degismek Uzere en az % 80 in alhda iliskili bulunduklart goralir. Bu yontemler
arasinda kabul edilebilir bir ayirnm guciinden ¢ok tutarsizligi gostermektedir. Clnki
‘7 A’ kimesinin par¢calayan AFLP kimelerinin ‘ ’1fhda diger PFGE kUmeleri
icerisine dagilmis Uyeleri de bulunmaktadir. Mesela * * @ ' kimesinin 12 (yeside * " A’ ’
kimesi icerisinde yer alirken, * * € ' nin A, B, D, Fve H kimesinde, * " " ' nin* ' B’ ' de,
‘7 hhdaB, G ve Jkimesinde Uyeleri oldugu gorilmastir. Sadece* * A’ * kimes ve bu
kimenin AFLP karsiliklar dikkate alimrsa PFGE yonteminin ayirim gictunin A kimesi
icin %12.5 (1/8) oldugu goruldr. Bu kadar disik kime uyumu alt kimelerin
uyumunun kiyasini da anlamsiz hale getirir. Sadece “ A” kiUmes icerisinde Uyes
bulunan 12 sustan olusan “ & AFLP kimesinin PFGE “ A” kimes ile uyumunun %

37.2 oldugu goraldr.



Tablo 10. Test suslarimn her iki yontemle tek tyeli kiimelere dagilimlar

PFGE AFLP PFGE AFLP
Kiime iliski oram | Kiime iliski oram [J| Kime | iliski oram Kiime iliski oram
A Al D D1
A2 D2
A3 E E
A5 a2 F F1
: " |
All =
A12
A13 ar b2
Al6 11 bl
AL7 12 @
= | 1 .
A19 &= c3
A20 e
A21
B B2
B4
C C1

Her iki yontem ile elde edilen kiime ve alt kimeler arasanda ayirim guctnin
degerlendirilmesine katki saglayacak bazi iliskiler dikkat c¢ekici bulunmustur. Bu
baglamda PFGE ile elde edilen B kiimesinin B3 alt kimesi igerisinde yer alan ve kendi
aralarinda % 100 iliskili 2 susun, AFLP ile de f kiimesi f3 alt kimesi igerisinde ve %
100 iliskili bulunan suslar olduklar1 gorulmustir. PFGE ile B3 at kiimesine en yakin
iliskili olan B2 (%86) alt kiimesi susunun, AFLP ile elde edilen f3 alt kimesi ile % 98
iliski aynm sus (f4) oldugu gérilmustir. Yani B kimes ve alt kimelerini olusturan
suslarin sadece 3 (f3 f3 ve f4) Unin AFLP ile ikkili kime/altkime icerisinde
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toplandiklar: diger 3 susunda AFLP de ikkisiz farkli kimelere dagildiklar: gérilerek
bu kiime icin AFLP-PFGE uyumunun % 50 oldugu gértlmstr (Tablo 7).

Yine PFGE ile D kiimesinin birbirleri ile % 83.9 iligkili olan birer tyeli D1 ve
D2 alt kimelerine ayrildig1, bu alt kimelerde yer alan suslarin, AFLP ile yapilan klonal
iliskilendirmede iliski oranlar1 % 63 olan iliskisiz g2 ve €6 at kiimelerine dagildiklar:
gorilmustr. Bu kime/alt kiime sonuclar da istatistiki yonden anlam cikartmaya
yetecek sayida sus olmamasina ragmen AFLP nin PFGE yontemine gore daha yuksek
ayirim guiciine sahip oldugunu gostermektedir.

Oysa PFGE de F kimesi icerisinde yer alip F1 ve F2 olmak Uzere birer Uyes
bulunan 2 alt kiime elemaninin iliski oram bu yontem ile % 84.9 olarak bulunurken aym
iki sus AFLP ile yine birer Uyeli €9 ve el0 kimeleri icerisine yerlestikleri ve bu
yontemle de benzerliklerini % 94, yani yakin iligkili olarak tespit edildigi goruldu.
Benzer sekilde PFGE ile %92 iliskili bulunup “ I” kimes icerisinde 11 ve 12 alt
kimelerine yerlesen 2 susun AFLP ile % 100 uyumlu olup cl kimes igerisine
yerlestikleri gorilmistur. Diger yandan AFLP de 2 atkimeli b kiimesinde yer alan
blve b2 suslart arasindaki iliski % 92 olarak tespit edilirken bu iki susun PFGE
analizinde Kkarsiliklar1i olan suslarin C ve B kimeleri icerisinde yer aan % 76.8
benzerlik oran: ileiliskisiz olarak belirlenen suslar olduklar1 gordldi. Bu sonuglar F1 ve
F2 ile €9 ve €10 suslarimin, 11 ve 12 alt kiimesi suslari ile ile cl alt kimesi suslarinin ve
nihayet b kiimesi igerisinde yer alan bl ve b2 alt kimesi suslar1 ile B4 alt kimesi ve C
kimes suslari arasindaki iliski oranlart her iki yontem ile de birbirlerine yakin
bulunmus olsalar da matematiksel olarak bu kimelerin iliskilerinin belirlenmesinde

PFGE yonteminin ayirim giictinin daha yuksek oldugu gordlmustar.

5. TARTISMA

Hastane Infeksiyonlari, bir baska ifade ile Saglik Hizmetleri ile Iliskili
infeksiyonlar modern tibbin 6nlenebilir en énemli handikalidir. Ozellikle kompleks
invaziv islemlerin yapildig1 biytk hastanelerde islem yogunlugu, kontrolstiz antibiyotik
ve dezenfektan kullammi, personelin is yogunlugundan kaynaklanan 6zensizligi bu tir
infeksiyonlarin prevalansim % 17-20 lere kadar gikartmaktadir™??, Y ilksek morbidite
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ile seyreden SHII' lar yaratklari maddi kayiplarin disinda saglik hizmeti veren kurum
ve kuruluslara giveninde erozyona ugramasina yol agmaktachr. Bu sebeple SHIT' lar
saglik kurumlarinin global problemidir.

SHiI infeksiyonlarin kontroliine yonelik hedefler bu infeksiyonlarin prevalansinm
dustrmek ve kontrol altinda tutmaktan infeksiyonsuz hastaneler ve saglik hizmeti
yaratmaya odaklanmistir. Bu hedef farkindalik yaratacak 6dil ve cezalandirmaya dayali
egitim, akilci antibiyotik kullamim ve saglikli Mikrobiyolojik analiz ve slrveyans ile
saglanacaktir. Son yillarda SHII’ lan sirveyansinda klonal diizeyde iliskinin
belirlendigi molekiler bazli yontemler yogun olarak kullamlmis ve bu yontemlerin
ayirim guclerinin artirllarak salgin suslar1 ile minferit hasta suslarinin kesin olarak
ayinmim  yapabilecek metodlarin  gelistirilmesi  amaclanmistir.  Bu  baglamda,
Ribotipleme, DRGT, PFGE, MLST gibi amplifikasyon bazl1 olmayan yontemlerin yan
sira MLVA, AP-PCR, PCR-RFLP, REP-PCR, ERIC-PCR, M13-PCR ve AFLP gibi
amplifikasyon bazli yontemler denenmistir’®. Bu yontemler arasinda yiiksek ayirim
gucu ve laboratuvar ici ve laboratuvarlar aras yuksek tekrarlanabilirlik oran sebebi ile
PFGE yontemi bircok onemli bakteriyel infeksiyonda genom dizeyinde iliskinin
tespitinde basar: ile kullamlmustir®*>*. Yontem standardize edilmis degerlendirme
kriterleri sayesinde genotipleme de taksonomik amagla da kullanlabilir hale
gelmistir'®,

PFGE yontemi A.baumannii infeksiyonlarinin tiplendirilmesi ve izlenmesinde de
basaril1 bulunmustur. Seifert ve arkadaslar1 1993 yilinda yaptiklar: bir ¢alismada 9
hastaneden izole edilen 103 A.baumannii salgin susunu epidemiyolojik olarak Plasmid
profile analizi, Antibiyotik duyarliligi, Biyotipleme ve PFGE ile degerlendirmislerdir.
PFGE yontemi ile suslarin 8 farkli kiimeye dagildiklarini, buna karsilik biyotiplemeile
4, antibiyotik direnc fenotipi ile 5 ve plazmid profili analizi ile de 6 farkli kiime elde
ettiklerini bildirmisler, sagin tammlamasinda PFGE yonteminin diger yontemlere gore
ayirim gucuniin oldukga yuksek oldugunu, yontemin salginlarda tekrarlanilabilirligi ve
kolay yorumlanabilirligi ile oldukga yararli oldugunu iddia etmislerdir'®.

PFGE yontemi farkli calismalarda A baumannii stirveyansinda gesitli alternatif
yontemlerle birlikte denenmistir. Bu baglamda direng kaliplarina ve mekanizmalarina
gore izolatlar1 identifiye eden DRGT veya antibiyotipleme ile yapilan karsilastirmal

calismalarda, bu yontemlerin kolay, daha ucuz ve tekrarlanabilir sonuglar tretmesine
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karsilik antibiyotik direncinde yasanan hizli degisiklikler uzun soluklu slrveyans
caismalarinda bu yontemlerin - duyarliigim  disurmagstir.  Diger  taraftan
mikroorganizmalarin tiplendirilmesinde kullamilan ytksek ayrim gictne sahip bir
yontem olan MLST’ nin klinik olarak dnemli bakteriyel patojenlerin epidemiyolojik
karakterizasyonunu belirlemede de oldukga basarili oldugu, yontemin elektronik bir
platformda veri degisikligine imkan vermesi, nikleotid sekans verilerinin kullanlabilir
ve tekrarlanabilir olmasi gibi avantgjlarina karsilik, cok maliyetli olusu ve cok az sayida
ornekle calisiimis olmasi PFGE karsisindaki en 6nemli dezavantajlaridir™®. Ribotipleme
yontemi de PFGE ile kiyaslanmis, ancak, PFGE tiim genomu irdeliyor olmasina karsilik
bu yontemin sadece rRNA operonu cercevesindeki degiskenlikleri baz aliyor olmasinin
ayirim glictinii diistrdiigii sbylenmistir.*>

PFGE yontemi son yillarda bircok mikroorganizmanmn stirveyansinda AFLP ile
de kiyaslanmistir. Enterokoklar ile yapilan ¢alismalarda, PFGE yonteminin AFLP ye
gbre daha fazla sayida kiime olusturmasina karsilik alt kiime dagilimlarimin sayisal
olarak benzerligine vurgu yapilmig, ancak PFGE’ nin bu mikroorganizmalar icin hala
altin standart oldugu belirtilmistir. A.baumannii stirveyansinda da her iki yontemin
kiyaslandig1 sinirli sayida da olsa ¢alisma mevcuttur. Bartual ve arkadaslart 1990-2001
yillar1 arasinda klinik Orneklerden topladiklari 40 A .baumannii  salgin susunu
MLST,PFGE ve AFLP yontemlerini kullanarak degerlendirdikleri calismada, PFGE ile
elde dendogram kimeleri ile MLST dendogram kimelerinin yiksek oranda uyumlu
olduklarini, PFGE ile 13 kime elde ettiklerini buna karsilik AFLP kime sayisimin 10
oldugunu, MLST’ nin ayim gicinin PFGE ye goére daha yiksek oldugunu
gostermislerdir'®.

Villalon ve arkadaslarn da, Ispanya da 19 hastaneden topladiklari 729 A
baumannii salgin susu PFGE ve MLST yontemleri ile iliskilendirdikleri ¢calismalarinda
PFGE’ nin izolatlar 58 kiime icerisinde topladigini, salgin iliskili suslarin izlenmes ve
kimelenmesi, hastaneler arasi gegisin belirlenmesi ve uzun soluklu stirveyans icin bu
yontemin MLST’ den daha bgeril1 oldugunu sdylemislerdir'?’.

Helke van D. ve arkadaslarn Hollanda da Avrupa da farkl bolgelerdeki
hastaneler ile bir G. Afrika hastanesinden izole edilmis CID A baumannii salgin
suslarini Ribotipleme, PFGE ve AFLP yontemlerinin kullanarak tiplendirmisler, PFGE

ile izolatlarin 20 kime igerisinde dagildiklarint oysa AFLP ile elde edilen kime
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sayisinin 14 oldugunu tespit etmisler ve her iki yontemin birlikte kullanilmasi halinde
test suslarimin daha kigik kimelere ayrilarak strveyansin  ayirim  gucinin
yiikseltilebilecegine vurgu yapmmslardir™®.

Jin Hui ve arkadaslarr’ m Cin Halk Cumhuriyeti Ningbo sehrinde 2005 yilinda
yaptiklart calismalarinda 27 Acinetobacter susunu antibiyotik duyarliligi yoniinden
incelemisler, ayrica PFGE, AFLP ve Drug Resistance Gene Based Genotyping (DRGT)
yontemi ile suslar arasindaki genotipik iliskiyi sorgulamislardir. Genotiplendirmede
referans yontem olarak PFGE kullanan arastirmacilar DRGT’ nin tipleme uyum orami
%88.9, AFLP nin tipleme uyum oranim ise %77.8 olarak bulmuslardir. Bu ¢alismanin
sonuclarina gére DRGT’ nin PFGE ile kaplastirilabilir, AFLP den ise daha iyi
olduguna vurgu yapilmis, AFLP nin sglar arasinda ilag resistant ayiriminda da zayif
kaldig: belirtilmistir™>*,

D’ Agataveark. 1im2001 yilinda ABD’ de yapi: bir galismada 17 A.baumannii
izolatimn AFLP ve PFGE yontemleri ile genotiplemeleri yapilmis ve AFLP
sonuclariin PFGE ile karsilastirilabilir oldugu ve her iki yontemle deiliskili veiliskisiz
izolatlarin ayirilabilecegi sonucuna varmislardir'™’.

Nemec ve ark. 2008 yilinda, Cek Cumhuriyeti’ ndeki 12sehirde bulunan 20
hastaneden izole edilen 150 Acinetobacter izolatim AFLP, PFGE ve MLST
yontemleriyle incelemistir. Ayrica 14 antimikrobiyal icin duyarlilik testleri yapilmis ve
antimikrobiyal direng ile iligkili 20 genin varligint arastirilmustir. 150 Acinetobacter
izolatimn 108’ iA.baumannii olarak tammlanmis ve bunlarin 66° sEU Klon Il , 5 i EU
Klon I icinde yer alirken digerleri ise unige /bagimsiz izolatlar oldugu tespit edilmistir.
EU Klon Il igerisinde yer alan izolatlarin tcte ikisinin AFLP ve PFGE paternleri benzer
bulunmustur®>>.

Portekiz’ de DaSilva ve arkglarimin yaptiklar: bir ¢alismada ise, 1998-2004
yillar arasinda sekiz hastanedeki 10 salginda izole edilen A.cal coaceticus-A.baumannii
kompleks e ait toplam 264 izolat, AFLP, RAPD ve PFGE yontemleri ile genotipik
iliskiler yonunden irdelenirken, suslar PCR yontemi ile blaOxa genlerinin varligi
yonlunden de incelenmistir. PFGE yontemi ile bltiin  Portekiz izolatlarinda U¢ banttan
fazla farklhilik bulunamamis ve M13 RAPD ve PFGE teknikleri birbiriyle uyumlu

sonuclar verdigi AFLP ve PFGE profilleri Kkarsilastinldiginda ise %84 benzerlik
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gosterdigi bulunmustur. Bu sonuclarin da Portekiz hastanelerinde EU Klon Il i¢inde yer
alan bir klonun persistans gésterdigi seklinde yorumlanmustir®*,

ARDRA, RAPD ve AFLP yontemlerinin ayirnm ve tiplendirme gucini
karsilastirmak amacit 18’ iAcinetobacter genomic tur 3, 13 U deA.baumannii Kklinik
izolat1 olmak Uzere toplam 31 susu tiplendiren Johannes ve arkadaslar: 5 farkli enzim
kullanilarak uyguladiklart  ARDRA  yonteminin, Asinetobakterlerin tir ve sus
duizeyinde ayirim guctinun dusik oldugu gorilmusler, RAPD analizi ile genomik tarler
ayirt edilebilirken A.baumannii izolatlar1 arasinda 6nemli polimorfizmler gordiklerini
ancak AFLP ile hem 18 genomik turt hemde 13 klinik izolatlarin sus ve tur dizeyinde
ayirimimt mukemmel bir sekilde yapilabildigini bildirmisglerdir. Sonug olarak da AFLP
yontemi digerleriyle kiyaslandiginda hem hastane infeksiyonlarimn epidemiyolojik
¢alismalarinda hemde salgin durumlarinda en uygun stirveyans yontemi oldugunu iddia
etmislerdir'®,

Biz caligmamizda farkli klinik materyallerden izole edilmis ve random sagilmis
Karbepenem direncli A baumannii suslarimn klonal iliskilerinin yani genotipik
benzerliklerinin tespitinde PFGE ile AFLP nin ayinm guglerini kiyasladik. PFGE
yontemi bir ¢cok merkezde oldugu gibi laboratuvarlarimizda da gerek A.baumannii
gerekse Enterokoklar ve Stafilokoklar gibi bir cok 6nemli hastane infeksiyonu veya
SHil salginlarindan sorumlu mikroorganizmanin gen dizeyinde tarimlanmas: ve
stirveyansinda basar: ile kullamlmistir. Ancak bir ¢ok mikroorganizma icin referans
stirveyans yontemi olarak gosterilen A baumannii izolatlar: icinde kabul edilmis Avrupa
klonlarinin olusturulmasinda referans yontem olan AFLP laboratuvarimizda daha 6nce
denenmemistir. Bu calismada PFGE yonteminin baz alinmasimin sebebi budur. Ancak
literatlrde de gorilecegi gibi calismalarin ¢gogunda bu yontem tiim yontemlerin ayirim
guclerinin tespitinde altin standart yontem olarak refere edilir.

Biz Karbepenem direncli test suslarimizin PFGE yontemi ile en blyidgi 32 Uyeli
A kimesi olmak tzere 10 kiime 36 alt kiimeye dagildiklarim gérdik (sekil 10, tablo 5)
Suslarin %65’ ini olgturan A kimesi kendi icerisinde 21 alt kimeden olusmustur. Buna
karsilik AFLP ile ayni suslarin en buylgi 12 Gyeli “ & kimes olmak Uzere toplam 9
kiime ve 40 alt kiimeye dagildiklarini gordik (Sekil 12, Tablo 6). AFLP nin en biyuk
kimesi test suslarinin % 24.4° Uni iceriyor ve 7 at kiimeden olguyordu. Genel olarak

PFGE yonteminin literatirde de Helke van D ve DaSilva ve arkaslarinin belirttigi gibi
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bizim sonuclarimiza gére de AFLP den daha fazla sayida kiime olusturdugunu gorduk.
Diger taraftan PFGE yonteminin test suslarin 36 alt kiime icerisine dagitmasina karsin
AFLP nin test suslarim daha az sayida Uyes olan 40 at kime igerisine dagittigi
gorildi. Bu sonuclar Helke vanD’ nin PFGE yontemi salgh analizi ve salgin suslar
arasindaki iliskiyi tespitte gok basarili ancak salgin epidemiyolojisinde ¢ok anlamli
olmayan suslar arasindaki monovalan ayirnmlar konusunda daha yetersiz iddiasin
destekler mahiyettedir. PFGE ile salgin suslari bir kiime ve at kimeleri icinde
yogunlasirken, ki burada iliskinin belirlenmesinde 4 band farklilig: dikkate alimr, AFLP

ile gok daha detayl1 bir dagilim elde edilmistir. Nitekim Cocuk Y ogun Bakim servisinin

6 izolati A kimes icerisinde yer alirken, bu suslardan sadece 2° s A’ ' kimesi
icerisindeki alt kiime dagilim ile birebir uyumlu sekilde AFLP * ' & * kUmesi icerisinde
yer almus, diger 4 sus farkli kime ve alt kiimelere dagil mistir.

Y ontemlerin ayirim guclerini karsilastirirken % 100 iliskili ve diger kimeler ile
iliskisiz suslarin sayisinin kriter olarak kullanilabilecegi varsayimindan hareket edilirse,
PFGE baz aindiginda, ki PFGE ile * * A’ * kUmes icerisindeki 18usuAFLP * ' &’
kimesi icerisinde 11" i % 100 ikkili alt kimelerde yer almislardir. Yani %2100 iligkili
sus sayisi dikkate alindiginda en buyok A kimesinde iki yontem arasindaki uyumun %
61,1 oldugu, tim kimelerde ise bu oramn %59 oldugu goértlmistir. Bu oranlar
birbirleri ile uyumsuz yani tek Uyeli kime veya atkimelere dagilan suslarinda
hesaplamaya dahil edilmesi ile, sirasi ile %78.1 ve %81.6' ya gkmaktadir. Bu son rakam
yani tim kimeler dikkate alinarak elde edilen PFGE-AFLP benzerlik oran ilaves ile
% 100 iliskili suslarin iki yontemle de aym kime veya at kimeler icerisinde
yerlestirilme yuzdeleri dikkate aindiginda da elde ettigmiz %81.6 lik orammiz Jin Hui
ve arkadaslar’ m %77.8 lik oranlandan biraz yiksek Da Silva ve arkadaslarimn %
84’ |uk bulgulandan da ¢cok az dusuktir. AFLP nin daha kompleks bir yontem olu,
PFGE yonteminin prokaryotlar icin total DNA eldesi icin son derece uygun olusu gibi
sebeplerden dolay: literatlirde de bu iki yontemin A baumannii slirveyansinda birlikte
kullamldig1 veya karsilastinldigi fazla ¢alisma bulunmamaktadhr.

Kanaatimizce PFGE yontemi A baumannii long-term ve short-term stirveyans
caismalarinda hala altin standart olarak kullamlmaya devam edecektir. AFLP
yonteminin  ise Ozellikle klonal kimeler igerisindeki suslarin daha detayl

genotiplemesinde PFGE yontemine yardimci bir yontem olarak kullamlimas: uygun
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olacaktir. Bu calisma ile laboratuvarimizda uygulanabilirligi saglanan AFLP nin
PFGE’ nin yetersiz kalgg1 alt kiime calismalarinda sadece A baumannii icin degil fakat

butin problemli bakteriler icin kullanilmaya devam edilmesi gereklidir.

6. SONUCLAR

AFLP yoOnteminin hastane infeksiyonlarina sebep olan  bakterilerin
surveyansinda kullamlabilirliginin PFGE yontemi baz alinarak ve 49 Karbepenem

direncli A baumannii susu kullanilarak irdelendigi bu ¢calismada;
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AFLP yonteminin kiime bazinda ayirim giciniin PFGE yonteminden daha
distk

. Infeksiyon siirveyansindaki 6nemi bilinmemekle beraber suslar: monoklonal
diizeyde yani bagimsiz altkime olusturma yeteneklerine gore dagitmada
AFLP nin daha duyanl oldugu

Uzun ve kisa soluklu salgin slrveyansinda PFGE sonuclarimin yeterli
olmasinakarsilik AFLP'  ninrA.baumannii icin destek amagcli kullanilabilecegi
AFLP yonteminin epidemiyolojik amacli laboratuvarlarda mutlaka kurulup,

gelistirilerek strdirdlmesinin faydali olacagi sonucuna varilmistir.
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