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OZET

Mortalitesi ve morbiditesinin yliksek olmasinin yani sira is giicli kaybi psikolojik
ve ekonomik yiik olusturan SHIE’m etkenleri arasinda gogunlukla yogun bakim
iinitelerinde CID infeksiyon salgimlariyla karsimiza ¢ikan ve giincel yaymlarda tiim
ilaglara  direngli  suglarinin  yayilmaya basladigi  diigliniilen  asinetobakter
infeksiyonlariin tedavisinde ve Onlenmesinde biiylik zorluklar yasanmaktadir. Son
yillarda artan direncin yayiliminin Onlenmesinde en Onemli strateji surveyans
sistemlerinin olusturulmasidir. Bu ¢alismanin amact; klinik patoloji olusturan CID ya da
Pan-drug A.baumannii izolatlar1 ile toplum kokenli, poliklinik hasta drneklerinden izole
edilen suslarinin direng mekanizmalarinin molekiiler karakterinin sorgulanmasi, suslar
aras1 klonal iligkilerin tespiti ve uluslararasi izolatlarla karsilastirilmasi ve direncin
hastane ve toplumda yayiliminin arastiriimasidir.

Bu c¢alismada; Akdeniz bdlgesinde nufiis hareketinin yogun oldugu iki biiyiik
sehirde bulunan 3. basamak iki ayr1 hastaneden 18 ay boyunca, farkli klinik servisler,
yogun bakim iiniteleri ve polikliniklerden tedavi hizmeti alan hastalardan alinan
orneklerden izole edilen A.haumannii susunu degerlendirdik. izolatlar her iki merkezde
otomatize sistemlerle tanimlandiktan sonra, merkezimizde de konvansiyonel yontemler
ve blapxa-si gen pozitifligiyle dogruladik.

ki merkezden gelen toplam 160 izolatin 3 tanesi blapxa-si negatif ¢iktigi icin
calismaya 157 izolatla devam ettik. izolatlar arasi klonal iligkiler PFGE yontemiyle
degerlendirilirken, MLST yontemiyle de uluslarasi izolatlarla kiyaslama yaptik.

Antibiyotik direncinin molekiiler mekanizmalarinin tespiti i¢in yapilan PZR
bazli ¢alismalarin sonucunda; 157 izolatin 139 unun (%88.5) blapxa-»3, 76’sinin
(%48.4) blaoxa-23s, 19 unun (%12.1) blapxa-24 pozitif oldugu, 74(%47.1) tinde blapxs-23
ve blapxa-23s birlikte iken blapgxa-24 pozitif olan19 izolatin 1’inde blaoxa-24 Ve blaoxa-23s
birlikte, 7° sinde blapxy.23 ve blaoxa-24 ile birlikte ve 8 inde her 3 genin birlikte oldugu
tespit ettik. Ayrica ililkemizde daha once calisilmamis blapxa-23s geninin blapxa-23 den
sonra en yiiksek oranda tespit edilen karbepenamaz geni oldugunu bulduk. Ayrica
izolatlarin 56’sinda (%35.7) TEM genini pozitif bulduk. Bunun yanisira izolatlarin
tamaminda adeC geni tespit edilirken, adeB, adeR, adeA, adeS genleri sirasiyla 9%96.8,
%95.5, %90.4 ve %74.5 oraninda tespit ettik. Aminoglikozid direnci agisindan



incelendiginde, en yiiksek oranda (%68.2) armA metilaz geni tespit edilirken, AME
genleri i¢inde en yiiksek orana(%49) aph(3)1 in sahip oldugu bulduk. Kolistin
direnciyle iliskili pmrA4 genini ise %95.5 oraninda pozitif tespit ettik.

Calsilan 157 izolatin PFGE analizi sonucunda 79 farkli pulsotip ortaya
cikarken,149 izolat %85 benzerlik seviyesinde 14 farkli PFGE grubunda(A-Y)
kiimelenirken 8 izolatin tamemen iliskisiz oldugunu tespit ettik. C grubu (n=43), G
grubu (n=27), D grubu (n=21) ana gruplar oldugu C grubunda 6zellikle yogun bakim
izolatlarinin kiimelendigini gordiik. izolatlarin %94.9 unda tespit edilen klonal iliski
A.baumannii izolatlarinin dagiliminin biiyiik farkliliklar olusturmadigini diisiindiirdi.

Calismamizda rastgele secilen 41 izolata uyguladigimiz MLST analizi
sonucunda 2 izolat ST718,1 izolat ST158 dizi tipine ait iken kalan 38 izolatin
Avrupadaki en yaygin dizi tipi oldugu bilinen ST-2 dizi tipine sahip oldugunu gordiik.

Bu calismanin Tiirkiye’de A.baumannii infeksiyonlarinin tedavisi ve dnlenmesi
icin olusturulacak politikalara 151k tutacagimm diisiinmekteyiz. Ulkemizde salgm
olusturan klonlar net bilinmemekteyken bu caligmayla Avrupada en yaygin oldugu

bilinen CC-2 klonunun iilkemizde de en yaygin klon oldugu sonucuna vardik.
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ABSTRACT

There are major difficulties in the treatment and prevention of acinetobacter
infections, which are among the factors of HCAI (Healthcare associated Infections) that
cause high mortality and morbidity as well as loss of labor force, psychological and
economic burden. Acinetobacter infections frequently encountered in intensive care
units with epidemic outbreaks of MDR and are thought to be spreading with drug
resistant strains in all current publications.

The most important strategy to prevent the spread of increasing resistance in
recent years is the establishment of surveillance systems.

The aim of this study is to investigate the molecular characterization of the
resistance mechanisms of MDR or Pan-drug A4.baumannii isolates and community-
acquired strains isolated from polyclinic patient samples, to determine clonal
relationships between strains, to compare international isolates and to investigate the
spread of resistance in hospital and community.

In this study, we evaluated 4.baumannii strain isolated from samples collected
from patients receiving treatment from different clinical services, intensive care units
and outpatient clinics for 18 months from two separate tertiary hospitals in two major
cities in the Mediterranean region where population movement was intense. After
identification of the isolates by automated systems in both centers, we confirmed them
with conventional methods and with blapxa-s; gene positivity in our center.

As 3 of the 160 isolates from two centers were negative for blapxa-si, We
conducted the study with 157 isolates. We evaluated the clonal relationships between
isolates by PFGE method and used MLST method for comparisons with international
isolates.

As a result of PCR-based studies to determine the molecular mechanisms of
antibiotic resistance, we detected that from the 157 isolates, 139 (88.5%) were blapxa-
23, 76 (48.4 % )were blaoxa-23s, 19 (12.1 %) were blaoxa-24 positive. While in 74 (47.1
%)of them blaoxa-23 and blapxa-23s were both positive, we found that from 19 blapxa-24
positive isolates, 1 was both blapgxa-24 and blapxa-23s, 7 were both blaoxa-»3 and blaoxa-
24 positive and in 8 of them were containing this 3 genes together. Also we found that

previously unworked blaoxa2; gene in our country, was the highest detected

Xii



carbepenamase gene after blapxa-23. In addition, we found 56 (35.7%) of the isolates
were positive for TEM gene. Also, adeC gene was detected in all isolates, while adeB,
adeR, adeA, adeS genes were 96.8 %, 95.5 %, 90.4 % and 74.5 % respectively.

When aminoglycoside resistance examined, armA methylase gene was detected
at the highest rate (68.2 %), while the highest ratio of AME genes (49 %) was found to
have aph (3)1. We found that the pmrA gene associated with colistin resistance was
95.5% positive.

As a result of PFGE analysis of 157 isolates, 79 different pulsotypes were
detected, 149 isolates were clustered in 14 different PFGE groups (A-Y) with 85 %
similarity level, while 8 isolates were totally unrelated. C group (n = 43), G group (n
=27), D group (n = 21) were the main groups, especially in the C group we observed
that the intensive care isolates were clustered. The clonal relationship detected in 94.9
% of the isolates suggested that the distribution of A.baumannii isolates did not produce
major differences.

In our study, as a result of MLST analysis of 41 randomly selected isolates, we
found that 2 isolates belong to ST718, 1 isolate belongs to ST158 sequence type, while
the remaining 38 isolates have ST-2 sequence type which is known to be the most
common sequence type in Europe.

We think that this study will shade light on the strategies to be developed for the
treatment and the prevention of A. baumannii infections in Turkey.While the epidemic
clones in our country are not known clearly, we concluded that the CC-2 clone, which is
known to be the most common in Europe, is also the most common clone in our

country.
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1-GIRIS VE AMAC

Her yi1l binlerce kisiyi etkileyen “Hastane infeksiyonlar1” veya “Hastane kokenli
infeksiyonlar” olarak da tanimlanmis olan “Saglik hizmeti ile iliskili infeksiyonlar-
healthcare-associated infections-SHIE) » nihai hedefi topluma saglikli insanlar
kazandirmak olan hastanelerin yogun bakim iinitelerinin ve cerrahi iinitelerin en biiyiik
problemidir. Saglik hizmetleriyle iliskili infeksiyonlardan kaynaklanan morbidite,
mortalite ve ekonomik kayiplarm artmasi SHIE 6nlemek icin etkili stratejilerin
gelistirilmesi gerekliligini dogurmustur. Bu stratejiler egitim, antibiyotik kullanim
politikalarinin gelistirilmesi ve rasyonel antibiyotik kullaniminin saglanmasi ile
siirveyans programlarina dayanir. Yiiksek ayirim giicline sahip epidemiyolojik
yontemlerin kullanildig: siirveyans programlar1 sonunda elde edilen veriler; iilkeler,
bolgeler, hastaneler ve klinikler i¢in kendi imkan ve ihtiyaglar1 dogrultusunda kontrol
programlar1 olusturmalarina yardim eder. Cok sayidaki iilke kendi ulusal siirveyans
sistemleri ve kontrol programlarini gelistirilmistir. Bu programlarin uygulandigi
iilkelerde SHIE’ insidansinda énemli azalmalar oldugu bildirilmistir.

SHIE etkenleri tiim diinyada hastanelerde kullanima giren genis spektrumlu
antibiyotiklerin endikasyonu ve antibiyotik kullanim politikalarina bagli olarak
periyodik degisimler gostermistir. Mesela 1990’1 yillarin son ¢eyreginde MRSA ve
VRE gibi gram pozitif koklar SHIE’da global problem haline gelmisken, etkili yeni
antibiyotikler ile bu tehdit biiyiik 6l¢iide kontrol altina alinmis yeni, problemin adi
karbepenem direngli ti¢ gram negatif comak, E.coli, Klebsiella ve Asinetobakter,
olmustur. Aslinda kommensal veya opurtunist toprak ve su kokenli bakteriler olup
diisiik viriilansa sahip olan Asinetobakterler, kisa siirede ve bilinen biitiin direng
mekanizmalarin1 kullanarak rezerv molekiillerde dahil biitiin antibiyotik gruplarina
direng gelistirebildikleri i¢in hastanelerde kritik hastalarin takip edildigi, yogun bakim
iiniteleri, VIP etkeni olarak, onkoloji klinikleri ve cerrahi kliniklerinde tedaviye cevap
vermeyen infeksiyonlara sebep olmaktadir. Diinya’da ki trende paralel olarak iilkemizde
de SHIE etkenleri arasinda ilk siralari gram negatif ¢omaklar almaya baslamis, bu
baglamda en sik tanimlanan patojenler %37.25 insidans orani ile Enterobacteriaceae
ailesi tiyeleri olmustur. Ancak tiir bazinda ise A.baumannii %20 oran ile en sik

karsilasilan SHIE ajan1 olma 6zelligini kazanmstir. Ancak tehdit hastane digina tagmus,



MRSA ve VRE’de oldugu gibi bu patojenler toplum kokenli infeksiyonlardan da etken
olarak izole edilmeye baglanmustir.

Biz bu caligma ile; hastanelerin polikliniklerine infeksiyon yakinmasi ile
bagvuran hastalardan tani amaci ile alinan Ornekler ile kliniklerde yatirilarak izlenen
hastalara ait klinik 6rneklerden izole edilen 4. baumannii suslarini antibiyotik direng
profilleri, direncin molekiiler mekanizmalar1 ve muhtemel klonal iligkisini tespit amaci
ile degerlendirmeyi amacladik.  Sonu¢ olarak A. baumannii suslarinin direng
mekanizmalar1 ve siklig1 ile hastane ve toplum kokenli yayilim 6zellikleri hakkinda

bilgi edinilecektir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1.Tanim

Latince ‘nosos’ ve ‘komeion’ sozciiklerinin bir araya getirilmesi ile olusturulan
ve hastanede tedavi anlamina gelen “nozokomiyal” yani hastane kdkenli infeksiyonlari,
CDC " bir hastanin hastanede veya baska bir saglik kurulusundaki bakim siirecinde
gelisen ve hasta saglik kurulusuna basvurdugu anda bulunmayan veya inkiibasyon
evresinde olmayan, refakatci ve ziyaretcilerde de goriilebilen infeksiyonlardir " seklinde
tanimlayarak kresler, yasli bakim evleri, ayaktan tedavi kurumlari, giindiiz bakim
evlerinde tibbi hata veya dikkatsizlikler sonucu ortaya ¢ikan iyatrojenik infeksiyonlar
da tanimlama icerisine dahil etmistir." Ancak; bir saghk kurulusunda maternal veya
sezeryan yolu ile dogmus bebeklerdeki konjenital malformasyonlara sebep olan ve
transplasental yolla bulasarak dogum sonrasi 48.saatte ortaya cikan foxoplasmosis,
rubella, syphilis veya cytomegalovirus infeksiyonlari, hastaneye basvuruldugu anda
mevcut olup etken patojenin belirlendigi ve yatis siiresinde ispatlanmis yeni, sekonder,
bir patojen ile kliniginin degistigi ispatlanamayan infeksiyonlar ve latent bir
infeksiyonun reaktivasyonu bu tanim igerisine girmez.’

Yenidogandan geriatrik popiilasyona kadar biitiin yas gruplarinda goriilebilen
SHIE’lar icin; ozellikle yogun bakim iinitelerinde 10 giinden uzun olmak iizere
hastanede yatis siiresi ve sikligi, irrasyonel antibiyotik kullanimi Oykiisli, hastaneye
yatis Oncesi diabet, kronik metabolik hastaliklar ve immun yetmezlik sendromlar1 gibi
hastaliklarin mevcudiyeti ve biiylik cerrahi girisimler belirlenmis risk faktorleridir.

SHIE tan1 ve tedavi amagl olarak ileri tibbi teknolojilerin kullanildig1
hastanelerde morbidite ve mortalitenin en 6nemli sebebi haline gelmis verilen hizmetin
kalitesini tartisilir hale getirmistir. Gelismis iilke hastanelerinde % 3.6-12 olan
SHiE’larin insidansi gelismekte olan iilkelerde  %5.7-19.lolarak bildirilmistir.’
ABD'de, 2002 yilinda, tahmini 1,7 milyon SHIE meydana geldigi ve bu vakalarin en az
99,000’ inin bu sebeple kaybedildigi bildirilmistir.* Yine ABD ve Avrupa birligi saglik
verilerine gore her 1000 hasta yatis giiniinden 13.0-23.3’iinde bir SHIE epizodu
yasanmaktadir.” Diinya saglik orgiiti (DSO)’ise, {initeler arasimnda farkliliklar
gostermekle birlikte, SHIE’in tahmini insidans ortalamasinin diinya genelinde % 15

oldugunu belirtmistir.’® DSO, 4 farkli bolgeden 14 iilkede ki 55 hastane ye ait



yayinladig1 bir baska sonuc¢ da ise; anilan hastanelerde yatan hastalarin yaklasik %
8,7'sinde SHIE gelistigini rapor etmistir.’

Diger taraftan hastanin mobilitesinin gecikmesi, daha uzun siire yatak isgali,
yogun hemsirelik hizmetleri, daha genis spektrumlu ve uzun siire rezerv antibiyotiklerin
kullanimin1 gerektirmesi gibi sebepler ile saglik ekonomisinde yarattig1 olumsuzluklar
da “SHIE” m o6nemini artirmaktadir.* CDC, Mart 2009'da, SHiE’nmn yillik tibbi
maliyetinin 28-45 milyar dolar arasinda degistigini iddia eden bir rapor yaymlamustir.'
Beklendigi gibi etkili kontrol stratejilerinin gelistirilip uygulanamadig, diisiik ve orta
gelirli iilkelerde, SHIE nin yiikii, yiiksek gelirli iilkelerden daha fazladir.’

Biitiin hasta gruplarinda ve gelismislik farki gozetmeksizin biitiin diinyada
onemini koruyan SHIE’larmn 6nlenmesi amaci ile atilacak ilk adim SHIE’larin dogru
tanimlandig1, stirekli yenilenen ve ileri teknolojik silirveyans metodlarin kullanildigi
hastane ¢alisani, hasta ve hasta yakinlarinin egitimini hedef alan kontrol programlari
gelistirilmek olmalidir.

SHIE tanisi igin ilk sart genellikle fizik muayenedir. Tanimlara uyan siireler
icerisinde hastada, yatis sebepleri arasinda olmayan bir infeksiyon baslangici SHIE
yoniinden siiphe ile karsilanmalidir. Hasta izlenmeli, hasta dosyasi, laboratuvar
sonuglart ve varsa indeks vaka ile benzerlikler Onceki kayitlar kullanilarak
sorgulanmalidir.' Bu baglamda immun sistemi baskilanmis veya tani veya tedavi amagh
invaziv enstriimanlar kullanilan hastalarin izlendigi yogun bakim iiniteleri, onkoloji

klinikleri ve tiroloji servisleri slirveyans programlarinin 6ncelikli hedefi olmalidir.

2.2. SHIE Tipleri

Ulke, bolge, hastane ve hasta 6zelliklerine gore insidans farkliliklar1 gdstermekle
birlikte 50 viicut bolgesinde 13 tip SHIE tanimlanmustir. ? Ancak SHIE’da morbidite
kadar mortalitenin de en dnemli sebebi santral vendz kateter kullanimina bagli olarak
gelisen kan dolasimi infeksiyonlari, sepsisler ve iiriner kateter kullanimina bagli olarak

11,12

gelisen liriner sistem infeksiyonlar1 en sik karsilagilan infeksiyonlardir. Bunlari

yogun bakim iinitelerinde izlenen ventilasyon ile iliskili akciger infeksiyonlari
izlemektedir. Nitekim tilkemizde de “Saglik Bakanlig1 Tirkiye Halk Sagligi Kurumu

2008-2016 Siirveyans Verileri” ne gore de bu siralama gecerlidir. "



2.2.1.Saghk hizmeti iliskili infeksiyon tiirleri

1) Kan dolasimi infeksiyonlari

2) Uriner sistem infeksiyonlari

3) Saglik hizmeti iligkili pndmoni
4) Cerrahi alan infeksiyonlari

5) Diger infeksiyonlar

2.2.1.1. Kan dolasimi infeksiyonlar: (BSI)

Infeksiyon olusturma yetenegine sahip canli mikroorganizmalarm kan dolasim
sistemine dahil olmalari sonucu ortaya c¢ikan infeksiyonlardir. '* Hastanin ardisik olarak
alman kan kiltiirlerinde bir mikroorganizmanin {iretilmesi ile tan1 konur. Bu siire
hastaneye yatistan en erken 48 saat sonraya dayaniyorsa Saghik Hizmeti ile iliskili
BSI’lar1 (SHi-BSI) tanisi konur."” Tani hastanin Sykiisii, fizik muayene ve laboratuvar
sonuglari ile desteklenir. Izole edilen mikroorganizmanin tiiriine gdre bakteriyemi veya
fungemi olarak adlandirilabilir. SHI-BSI biitiin koruma ve kontrol programlarina ek
olarak genis spektrumlu antibiyotiklerin kullanima girmesine ragmen, oOzellikle
notropenik hastalarda giderek artan prevalansa sahip karbepenem direngli E.coli ve
Klebsiella spp sebebi ile hala hastanelerde SHIE’lar icerisinde mortalitenin en dnemli
sebebidir. '° Genel tahminlere gére SHI-BSI’de mortalite orani, hastanin yas altta yatan
kronik bir hastaligin varlig1 ve etken mikroorganizmanin 6zelliklerine bagl olarak %
35 (12-80) dir.'” ABD, Avrupa ve Avustralya’da yapilan ¢cok merkezli bir ¢alismada
SHI-BSI’de mortalitenin %12-31 arasinda degistigi bildirilmis her 1000 hasta yatis
giiniinden 6-21’inde BSI gelistigi bildirilmistir.'"® Amerika Birlesik Devletleri'nde her
y1l meydana gelen tahmini 250.000 vaka ile 6nemli bir morbidite ve mortalite nedenidir.
19,20

SHI-BSI primer veya sekonder sebeplere dayali olabilir. Primer BSI’da viicutta
baska bir infeksiyon odaginda ayni mikroorganizma {iretilemezken, sekonder
infeksiyonlarda kan kiiltiriinden izole edilen mikroorganizma daha Once veya es
zamanlt olarak; idrar yolu, akciger, postoperatif yaralar ve deri-yumusak doku
lezyonlar1 gibi diger viicut bolgelerdeki infeksiyonlardan da izole edilir. CDC tarafindan

yaymnlanan bir raporda ABD’de gériilen SHI-BSI’'nin % 64 ' iiniin primer BSI oldugu



bildirilmistir. Baz1 primer KDE'lerin tanimlanabilir bir kaynagi olmamasina ragmen
cogunun intravaskiiler kateterler ve 0Ozellikle santral vendz kateterler (CVCl'ler) ile
iliskili oldugu belirtilmistir. *!

Arteriyel ve santral vendz kateterler, kritik bakim hastalarinda hemodinamik
izleme ve intravendz terapotik ihtiya¢ nedeniyle sik kullanilir. Bu kataterlere bagh
gelisen kan dolasim infeksiyonlar1 YBU  lerinde sik goriiliir ve dnemli mortalite ve

morbidite ile iligkilidir. **

2.2.1.2. Uriner Sistem Infeksiyonlar1 (SHI-USI)

Saglik Hizmeti ile iligkili triner sistem infeksiyonlar1 (SHI-USI) en sik goriilen
SHIE’dan birisi olan olup insidas1 %36-40’1 kadardir. **** Hastanelerde yatan hastalarin
yaklasik olarak 1/4’iinde uygulanan {iriner sistem kateterleri SHI-USI i¢in en dnemli
risk kaynagidir. 2 infeksiyonlarin % 80 ' i mesane kateterinin kullanimu ile iliskilidir,
bir baska ifade ile kateter kullanilan hastalarin en az %10’unda SHI-USI gelisir. *°
Kateterin kaldig1 her giin i¢in infeksiyon riskini %5-10 oraninda artacagi iddia
edilmistir. *” SHI-USI diger SHIE arasinda daha diisiik morbiditeye sahip olmasina
ragmen urosepsis halinde mortalite yiikselir. Infeksiyonlarm tanis1 6ykii, fizik muayene
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ve laboratuvar sonuglari ile konur. ***

2.2.1.3.Saghk hizmeti iliskili pnomoni (SHIP)

Pnémoni akciger parankimi ve solunum yollar1 bakteriyel, viral, fungal ve
paraziter infeksiyonlarmin genel tanimi igin kullanilir. SHIP hastaneye yatistan sonraki
48. saat veya daha sonraki siirede gelisen yani bagvuru aninda inkiibasyon siiresinde
olmayan pndmonidir. Siklikla yogun bakim iinitelerinde takip edilen ve endotrakeal
entiibasyon ve/veya mekanik ventilasyon cihazina bagli (VIP) hastalarda ortaya ¢ikan
SHIP’ler antimikrobiyal tedavi ve onleyici tedbirlere ragmen, énemli morbidite ve
mortalite nedenleri olmaya devam etmektedir.”® SHIP’lerde risk 6zellikle VIP’lerde
hastanede yatis ve ventilasyon cihazinda kalig siiresi ile artmaktadir. Bu riskin ilk bes
giinde %3/giin oldugu daha sonra riskin 52/giine kadar diistigii iddia edilmistir. *'
Amerikan toraks derneginin 2010-2014 yillar1 arasinda yaptig1 bir aragtirmada pnémoni
tanist ile hastanede takip edilen ve kaybedilen hastalardan >% 25’inin SHIP tanimina

uydugu bildirilmistir. ** Gelismekte olan iilkelerde mortalite riski %65’¢ kadar



cikmaktadir. SHIP’lerde etken siklikla hastanm iist solunum yollar1 florasinda kolonize
olan opurtunist patojenlerdir. Ancak gastrik sivinin refliisii asendan yolla enterik
bakterilerinde alt solunum yollarina tasinmasina yol agabilir. VIP’de ise siklikla hastane
kokenli patojenler klinikden sorumludur ve mortalitedeki artis icin mukosilier
aktivitenin baskilanmasi 6nemli bir risk faktortidiir.

Tani, hastanin Oykiisii, fizik, radyolojik ve laboratuvar incelemeler ile konur.
Mikrobiyolojik bulgular 6nemlidir. Hastanin kan kiiltiiriinde baska lokalizasyonlarda
tiretilemeyen mikroorganizmanin tespiti veya pozitif plevral sivi kiiltiirii veya kantitatif
BAL Kkiiltiirii veya korunmus firga kiiltiir pozitifligi gibi kriterlerden en az birisinin

varligindaki klinik bulgular taniya yardim eder. **

2.2.1.4.Cerrahi alan infeksiyonlar1 (CAJ)

CDC tanimna gore CAI; cerrahi islem sonrasi septik miyozit ve bazi streptokok
infeksiyonlar1 disinda en erken 5. giinde baslayan 30 giin icinde veya her hangi bir
implant kullanilmasi halinde 1 yila kadar gecen siire i¢inde gelisebilen, operasyon ile
iligkili oldugu diisiiniilen, insizyon bolgesi veya operasyon sirasinda miidahale edilen
organ /bosluk ile iliskili asagidakilerden birisinde ortaya cikan infeksiyonlardir. Ileri
teknolojilerin kullanildig: riskli operasyonlarin yapildigi, asepsi ve antisepsi sartlarina
riayet edildigi bilinen hastanelerde bile uygulanan operasyonun ve yaranin tipi, siiresi
ve ASA skoru ile belirlenen risklere bagli olarak ortaya ¢ikan saglik hizmeti ile iliskili
cerrahi alan infeksiyonlar (SHI-CAI) insidans yoniinden hastane 6zelliklerine bagh
olarak 3. veya 4. sirada yer alir. International Nosocomial Infection Control Consortium
(INICC) ve CDC verilerine gére gelismekte olan iilkelerde SHI-CAI’larmnin tiim
SHIE’lar arasindaki prevalansi tahminen %25-38 olup, cerrahi uygulama tiiriine gore
insidansinin, gelismis {ilkelerde %1.3-2.6 iken gelismekte olan iilkelerde 2.3-4.5 kadar
oldugu bildirilmistir. **>° Ancak temiz, temiz kontamine yaralarda %15’in altinda olan
SHI-CAI gelisme riski kirli yaralarda %85’e kadar ¢ikmaktadir.’” SHI-CAI gelisen
hastalarin yaklasik olarak %751 direkt, SHI-CAI ile iliskili sebeplere bagl olmak iizere
ise ortalama % 3’ kaybedilmektedir.

DSO’niin 2016 yili tahmini verilerine gore, diinya genelinde yaklagik
olarak 321 milyon cerrahi islem yapilmis, bir baska ifade ile her 25 kisiden birisi tibbi

tedavi amacli farkli bir cerrahi isleme maruz kalmistir. Bu hastalarinda en az % 40-50 si



Onlenebilir olmak iizere %10’unda cerrahi alan infeksiyonu sekillenmistir.”® ABD
verilerine gore ise, CAl en sik karsilasilan SHIE olup bu tanima uyan infeksiyonlarm %
38'ini olusturur. Bu verilere gore her yil cerrahi islem yapilan 30 milyondan fazla
hastanin tahminen yiizde 2 ila 5'inde CAI ‘larm gelistigi iddia edilmistir. Saglik
Bakanlig1 verilerine gore 2012 yilinda tilkemiz hastanelerinde 4.410.128 cerrahi islem
yapilmis ve SHI-CAI insidansinin % 1 oldugu, bu infeksiyonlarin SHIE igerisinde %
20’lik paya sahip olduklar1 raporlanmistir.

SHI-CAI tam; yiizeyel insizyonel, derin-insizyonel veya opere edilen
organ/boslukta mikroorganizma iiretilen eksudanin varligi, alanda endurasyon

sekillenmesi ve apse olusumu ve histopatolojik yéntemler ile konur. **

2.2.1.5.Diger infeksiyonlar;

Yukarida &zetlenen en sik karsilasilan SHIE’disinda, nazogastrik beslenme,
kontamine materyal ile temas veya aerosollerin inhalasyonuna bagli olarak, hastanede
yatis siiresince kazanilmig; g6z, kulak, burun, bogaz ve agiz infeksiyonlari,
gastrointestinal sistem infeksiyonlari, genital sistem infeksiyonlari, cilt ve yumusak
doku infeksiyonlar1 kemik ve eklem infeksiyonlari, santral sinir sistemi infeksiyonlari,

kardiyovaskiiler sistem infeksiyonlari, da diger SHIE arasinda sayilabilir. **

2.3.Saglik Hizmeti iliskili Infeksiyonlarimin Epidemiyolojisi

SHIE’larin tipi, insidans1 ve etyolojik ajanlarmin tiirii hastanelerin biiyiikliigii,
ozellikleri, hastanelerde uygulanan antibiyotik politikalar1 ve personelin duyarliligini
artirmaya yonelik uygulanan egitim programlarinin basarisina  bagli  olarak
degismektedir. *° Nitekim dogru stratejilerin uygulandig gelismis tilkelerde riskli hasta
say1s1 ve hatta morbidite artmis olmasina ragmen SHIE’larin mortalite oranlarinda ciddi
diistisler kaydedilmistir. Ancak diinya genelinde iilkelerin % 68’1 Diinya Bankasi
kriterlerine gore diisiik sosyo-ekonomik diizeye sahip iilkeler olup diinya niifusunun
%75’inden fazlas1 bu iilkelerde yasamaktadir. Bu iilkelerde hospitalize edilmis
hastalarin ¢cogu bakteriyel ve fungal patojenlerin kontaminasyonuna agik, endotrakeal
entiibasyon, intravaskiiler kateter ve idrar sondast gibi invaziv girisimler gibi
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infeksiyona yatkmhga neden olan risk faktorlerine sahiptir”® Kan dolasimi

infeksiyonlarinin %91°1 santral vendz kateteri (CVC'si) olan hastalarda, pnomoni



vakalarmin % 95'1 mekanik ventilasyon uygulanan hastalarda ve idrar yolu
infeksiyonunun % 77'si idrar yolu kateterleri olan hastalarda tanimlanmstir.*'

Saglik hizmetleriyle iligkili infeksiyonlardan kaynaklanan yiikiin artmasiyla
birlikte, cesitli tlkelerde ulusal siirveyans sistemleri gelistirilmistir. Bunlar {ilke
genelinde saglikla iliskili infeksiyon siirveyans sistemlerinin, saglikla ilgili

infeksiyonlar1 azaltmada etkili oldugunu gostermistir

2.4. SHIiE’ larin 6nlenmesi

SHIE’ larin onlenmesi hastalar ve hasta yakilar1 da dahil biitiin hastane
personeli ve kliniklerinin paydas oldugu korunma, inancgla yiiriitilen kontrol ve
siirveyans programlart ile miimkiin olur. James Simpson’un (1830) hastanelerde
duragan havanin hastaliklara sebep oldugunu sdyleyerek ortaya ¢ikan hastaliklarin
tamamini “hospitalism” olarak adlandirmasi ile bilimsel anlamda hastane infeksiyonlari
gercegi saglik hizmetlerinin giindemine girmistir. 1. Semmelweis (1848)’1n klorlu suda
el yikayarak puerperal sepsis’e bagli bebek Oliimlerini % 25’lerden %1 lere kadar
diisiirmesi ile farkindalik ilk elle tutulur sonuglarini vermistir. Ayni ylizyilda asepsi ve
antisepsi kavramlarinin gelismesi ve Joseph Lister fenolik antiseptiklerin antimikrobiyal
etkinligini gostererek tibbi kullanima sunmasi ile postop cerrahi alan infeksiyonlarminin
insidansinin % 80’lerden %10’larin altina c¢ekilmesi, Alexander Fleming’in (1941)
penisilini kesfi ve 1941 yilindan itibaren infeksiyon tedavisinde kullanilmaya baslamasi
ile infeksiyonlarin engellenmesi ve korunma da yeni bir donem baglamigtir. Bunu
1960’11 yillarda kemoteropdtik ajanlar olarak tanimlayabilecegimiz etki ve endikasyonu
tespit edilmis diger antibiyotikler izlemistir. Her ne kadar ilk kullanima girdigi yil S.
aureus suslarinda penisiline kars1 direng goriilmiis olmasina ragmen ne I
Simmelweis’in el yikama konusundaki tespiti ne de direng¢ problemi dikkate alinmadan
irrasyonel kullanilan antibiyotikler, hastanelerde daha komplike ve invaziv islemlerin
sayisininda artmas1 ile SHIE tehdidinin hizmet Kkalitesinin Oniine ¢ikmasini
engelleyemedi. Ancak SHIE’dan korunma, kontrol ve dnlenmesi konusunda, gelismis
tilkelerde 1970’li yillarda baglayan farkindalik 1980’li yillarda gelismekte olan
tilkelerde de multidisipliner katilimli komisyonlar kurularak kontrol altina alinmaya
baslanmistir.** Iyi calistirilan gergekgi kontrol programlari ile de SHIE insidans1 dnemli

oranda diisiiriilebilecegi ve tamamen Onlenebilecegi Ongdriilmiistiir. Yakin tarihli



calismalar mevcut onleme programlarinin, ozellikle 4 dnemli endikasyonda SHIE'
larinda % 70 kadar bir azalmaya sebep oldugunu gostermistir.”® ABD’de 1970-76
yillar1 arasinda effektif olarak kontrol programlarinin uygulandigi hastanelerde kan
dolasimi, cerrahi alan ve katater bagiml iiriner sistem infeksiyonlarin prevalansinda
% 32’lik bir diisiis kaydedilmis, programa dahil olmayan hastanelerde insidansin ayni
siire igerisinde % 18 oraninda arttig1 rapor edilmistir.***

Hastanin endojen florasinda yer alan opurtunist patojenlerin immiin bariyerlerin
bozulmasi ile diger doku ve organlara translokasyonu kadar, tan1 veya tedavi amach
kullanilan invaziv enstriimanlar, hasta odast malzemeleri ve en Onemlisi saglik
calisanlarinin ellerinde kolonize olan hastane kokenli mikroorganizmalar eksojen
kokenli SHIE’lar icin kaynak olusturur. Bu sebeple basari igin hastanedeki tiim
popiilasyonun paydas oldugu stratejilerin gelistirilmesine ihtiyag duyulur.*

SHIE onleme stratejileri, egitim, antibiyotik kullanim politikalarinin
gelistirilmesi  ve rasyonel antibiyotik kullaniminin saglanmasi ile siirveyans
programlarina dayanir ve iilkeler, bolgeler, hastaneler ve klinikler bu ¢ergcevede kendi
imkan ve ihtiyaglarma gére politikalarim belirlerler.*® Egitim biitiin paydaslari igine alur.
Egitim ¢alismalarinda hedefe ulasabilecek, sozlii grup egitimleri, poster calismalari,
video gdsterimleri gibi, yontemlerden, bir veya bir kagi kullanilarak asepsi, antisepsi,
korunmaya yonelik bireysel tedbirler ve sosyal el yikamanin yani, sira hijyenik ve
cerrahi el yikamanin énemi ve yontemleri, eldiven, koruyucu onliik ve gozliik kullanim
sekli ve endikasyonlari, hakkinda bilgi paylasilir. SHIE’larin 6nlenmesine iliskin
olusturulan kontrol programlarinin temeli bu tiir infeksiyonlarin en az %40-50’sinden
sorumlu el yikama beceri ve pratiginin saglik personellerine kazandirilmasi

4748 Rasyonel antibiyotik kullanmminin saglanmasi amaci ile SHIE tespit

olusturmustur.
edilen riskli liniteler basta olmak {izere yatan hastadan alinan klinik materyalden izole
edilen mikroorganizmalar, duyarlilik kaliplar1 ve kullanilan antibiyotikler izlenir ve
gerektiginde kullanilan antibiyotiklerin benzer etki mekanizmasina sahip ve etkinligi
duyarhilik testleri ile ispatlanmis farkli antibiyotikler ile degistirilmesi saglanir.*’ SHIiE
kontrol programlarinin en 6nemli ayagi siirveyanstir. Bir salgin siiphesi halinde siipheli
tiire ait izolatlarin indeks yani ilk izolat ile fenotipik ve genotipik 6zellikleri kullanilarak

iligkilerinin arastirilmasi esasina dayanan siirveyans sonucunda gercek bir salgin olup

olmadigi, salginin potansiyel rezervuar ve vektorleri hakkinda bilgi edinilir ve hareket
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stratejisi gelistirilir. Bu baglamda klinik izolatlar arasindaki iliskiyi klonal diizeyde
tanimlayan, tekrarlanabilirligi yiiksek, daha diisiik maliyetli ve kisa siirede sonu¢ veren
genotipe dayali akredite edilebilir, siirveyans yontemleri tavsiye edilir.*’” SHIE kadar ve
toplum kokenli infeksiyonlarn siirveyansida infeksiyonlarin kontrolii ve halk sagligi
agisindan son derece 6nemlidir. Mesela son yillarda SHIE’lar da mortalitenin en énemli
sebepleri arasina giren ve insidansi hizla artan karbepenem direngli E. coli, Klebsiella,
P. aeroginosa ve Asinetobakter tiirlerinin, MRSA ve VRE gibi, birgok antibiyotik
grubuna karst gelistirdikleri direni, hastane disinda; kanalizasyon sistemlerinde,
hayvancilik ve gida endiistrisinde, karsilastiklar1 direngli mikroorganizmalardan
plazmid ve transpozonlar gibi mobil genetik elementler yolu ile kazanma ihtimalleri
hakkindaki belirzisligin giderilmesi i¢in toplum kokenli izolatlarida ihtiva eden saglikli
¢alisan siirveyans programlarina ihtiyag duyulmaktadir.”®>' Nitekim DSO ve CDC 13-
19 kasim 2017 haftasim1 “antibiyotik farkindalik haftas1” olarak ilan etmisler ve
antibiyotik direncinin halk sagligi ve saglik ekonomisi iizerinde olusturdugu tehdite
dikkat cekerek meselenin biitiin iilkeleri ilgilendiren ve her iilkenin kendi ekonomik
sartlarin1 dikkate alarak katilmasini gerektiren, global bir problem oldugunun altini
cizmislerdir.> Bu sebeple gerek hastane gerekse toplum kokenli hastalardan izole
edilen, kolistin dahil bilinen biitiin antibiyotiklere kars1i direng gelistirebilen,
enterobacterecea tliyeleri, P. aeroginosa ve Ozellikle A.baumannii suslarinin klonal
diizeyde siireveyanslar1 bu mikroorganizmalarin toplumdaki hareketine de 151k tutacag:
icin SHIE kontrol programlarinin hazirlanmasimda yol gosterici olacaktir. DSO 2017
yilinda bu patojenlerin yarattig1 tehdide dikkat cekmek iizere bir rehber yayinlamustir.>
Ayrica ABD Bulasic1 Hastaliklar Dernegi, hastane bazli siirveyans ¢alismalarindan elde
edilen verilerden hazirlanan son raporlarinda, “ESKAPE patojenleri” olarak adlandirilan
bir grup nozokomiyal patojen tanimlamislardir.’*>> ESKAPE, E. faecium, S. aureus, K.
pneumoniae, A.baumannii, P. aeruginosa ve Enterobacter tiirlerinden olusan hem
Gram-pozitif hem de Gram-negatif tiirleri kapsayan bakteri grubunun kisaltilmasidir.
MRSA disindaki bu grup da anilan bakterilerin tamami direng genlerini hastane disinda
da kazanma yetenegine sahiptir.’® Diger taraftan bu grup da yer alan gram negatif
bakterilerin tedavi basarisizliklarina sebep olan karbepenem direngli klinik izolatlarinin
insidansinda son 10 yilda tiim diinyada biiylik artis kaydedilmistir. Avrupa Birligi
tilkeleri ve Avrupa Ekonomik Alani (EU/EEA) igerisinde yer alan iilkelerde 2014 ila
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2015 yillar1 sonuglar1 arasinda hem karbepenem hem de kolistin diren¢li A.baumannii

suslarinda 6nemli prevalans artiglari bildirilmistir.”’

2.4.1. Asinetobakterler- A.baumannii
2.4.1.1.Tanmim

Irak ve Afganistan’da savasan Amerikan askerleri arasinda multiple travma
sonrast olusan deri yumusak doku infeksiyonlari ile dikkat ¢eken A.baumannii, son
yillarda yiiksek mortaliteye orani ile seyreden, kan dolasimi, pnémoni, iiriner sistem
infeksiyonlari, intra-abdominal infeksiyonlar ve MSS infeksiyonlar1 gibi derin doku,
organ veya bosluk tutulumlu SHiE’dan da izole edilerek toplum sagligimi tehdit eden en
Oonemli patojenler arasina girmistir. Farkli katabolik yolaklar1 kullanabilme 6zellikleri
sebebi ile ¢ok sayidaki substrati kullanabildiklerinden, hastane ortaminda biotik ve
abiotik yiizeylerde, antiseptik/dezenfektanlarda, serum sivilarinda, balgam, apse mayi,
idrar ve kan gibi karmagik hasta sivilarinda ve tibbi enstriimanlar {izerinde uzun siire
canli kalabilirler. Hastanelerde kullanilan genis spektrumlu antibiyotiklerde dahil, biitiin
antimikrobiyallere kars1 direng gelistirerek tedavi basarisizliklarina sebep olurlar.”®
Insanlardaki infeksiyonlarda A.baumannii, A nosocomialis ve A.pitti'nin dahil oldugu
A.baumannii grub sorumludur. Ancak SHIE’larin en az %95’ inden 4.baumannii’ nin

sorumlu oldugu tespit edilmistir.

2.4.1.2. Morfolojik Ozellikler

Moraxella ailesi igerisinde yer alan A.baumannii genusu, gram negatif,
karbonhidratlar1 fermente edemeyen, ihtiya¢ duydugu enerjiyi oksijeni elektron alicisi
olarak kullanarak ATP yolagindan saglayan zorunlu aerop, oksidaz negatif, katalaz
pozitif olan, siklikla kokobasil seklinde olmak iizere pleomorfik ¢comaklar seklinde
goriinen, hareketsiz mikroorganizmalardir. DNA’da G+C: 9%39-47 dir. Dogada yaygin
olarak bulunan, su, toprak ve ¢evre kokenli bir bakteri tiirii olan asinetobakterlerin cogu
insanlar i¢in non-patojen veya opurtunistik patojen olan 50°den fazla tlirli tespit

edilmigtir.>®
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2.4.1.3. Tarihce ve taksonomi

Asinetobakterler ilk defa kalsiyum asetat ihtiva eden toprak orneklerinden
Alman mikrobiyolog Beijerinck (1911) tarafindan izole edilerek Micrococcus
calcoaceticus  olarak  adlandirilmiglardir.  Insan  klinik  materyallerinden ilk
izolasyonlarina ait bildirimler ise 1960’11 yillarda, yogun bakim iinitelerinde takip
edilmekte olan hastalardaki SHIE’lardan olmustur.(sekil 1.).” A.baumannii ile ilgili
gelismeler 1960-70°li yillarda SHIE’dan artan sayida bildirimler yapilmas: ile
baslamistir. Bunu 1980-90’11 yillarda antibiyotiklere kars1 kisa siirede diren¢ kazanan
suslarin tedavi basarisizliklarina sebep olduklarina dair artan sayidaki vaka sonuglari
izlemistir. Nihayet 2000’li yillarin basinda, biitiin penisilin, sefalosporinler,
fluorokinolonlar ve aminoglikozidler gibi en az 3 simif antibiyotige direncli “coklu ilag
direncli-MDR” suslarin hastanelerde 6zellikle immunsistemi baskilanmis, invaziv islem
uygulanan ve ¢oklu antibiyotik kullanan hastalar arasinda yaygin goriilmeye baslandigi,
cok sayidaki iilkeden rapor edilmeye baslamistir. Kisa siire i¢erisinde MDR tanimina
uyan hastane kokenli bazi A.baumannii suslari, alternatif amacli kullanilan
karbepenemlere karst da direng gelistirerek “Extensive drug resistant (XDR)
Acinetobacter” suglarina evrilmiglerdir. Bu dramatik degisim, tedavi alternatifleri
yaratilmaya calismasi ¢abalarina parallel olarak siirmiis, 2015 yilindan itibaren hastane
kokenli XDR suslar arasinda ‘Pandrug resistant (PDR) Acinetobacter suslar” olarak
tanimlanan baz1 klinik izolatlarin polymyxinler, kolistin ve tigecycline’e kars1 da
direng gelistirdigi tespit edilmistir.”” Ancak toplum kokenli izolatlarda direng gelisimi
goriilmemekle birlikte, hastanede kolonize olan asemptomatik hastalarin topluma
karigmalar1 ile direngli suslarin toplumda yayilacagi ve toplum kokenli infeksiyon
sebebi ile saglik kuruluslarina bagvuran hastalarda da izole edilebilecegi bildirilmistir."'

Bu gelismeler karsisinda DSO, A.baumannii’ye karst yeni antibiyotiklerin
gelistirilmesini tesvik edebilmek amaci ile bu mikroorganizma grubunu “Oncelikli
patojenler” listesine dahil etti ve toplum saglhigina yonelik ciddi tehditleri olusturdugu

icin A.baumannii'in ncelikli-1 yani kritik bakteri olarak secildigini duyurmustur.>
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Sekil 1: A.baumannii taksonomisi ve antibiyotik direncindeki degisimler.”

2.4.1.4. A.baumannii infeksiyonlarimin Epidemiyolojisi

Asinetobakter tiirleri dis ortam sartlarina son derece direngli ve metabolik
yonden segiciligi olmayan mikroorganizmalar olup tabiatta toprak, su ve organik atiklar
izerinde yaygin olarak bulundugu gibi taze ve dondurulmus yiyeceklerde, giysilerde,
hastane mefrusatinda, yataklarinda, su ve sivi transfer sistemlerinde, ventilator
devrelerinde ve hastane ortaminda hastaya kullanilan her tiirlii biyolojik ve biyolojik
olmayan {iriin ylizeyinde uzun silire aktif olarak kolonize olabilen

629 Diinya genelinde biitin iklim kusaklarinda goriilmekle

mikroorganizmalardir.
beraber 1liman ya da tropik iklimlerde in-vitro sartlarda daha uzun siire yasarlar ancak
insanlardaki infeksiyonlarinin 6zellikle temmuz-ekim aylar1 arasinda arttigi tespit
edilmistir.***® Son 20 yilda hastanelerde 6zellikle yogun bakim initelerinde takip edilen
ventilator veya kateter kullanilan hastalar basta olmak {izere her tiirlii invaziv enstriiman
uygulanmis steril alanlarina miidahale edilmis hastalarda, ileri yaslilarda immun sistemi
baskilayacak diabet gibi kronik metabolik hastaligi olanlarda goriilen ve giderek artan
siklikta, rezerv ilaglarda dahil endikasyonu olan biitiin antibiyotiklere gelistirdikleri
direngc sebebi ile, tedavi basarisizligit ve yiikksek mortalite sebebi haline gelen
A.baumannii suslar1, SHIE’lar1 kontrol ve korunma programlarinin merkezinde yer alan

en onemli ilk ii¢ patojenden birisidir.®”® Gelismislik farkina bagl olarak diinya

genelinde karsilasilan SHIE’larinda prevalanst %3-20 degismekle beraber, iiroloji,
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yogun bakim iiniteleri gibi kritik servislerde bu orak SHIE’lar igerisinde morbidite %70,
mortalite % 30’lara kadar ¢ikmaktadir.”""*

A.baumannii infeksiyonu olan hastalarin prognozuna iliskin veriler sinirlidir. Bu
hastalar yiiksek o©liim oranlarmma sahipken (%30-75), mortalitenin A.baumannii

infeksiyonuna bagli olup olmadigi agik degildir.”>"

Bir diger problem saglikli
insanlarda, ozellikle hastane personelinde; aksilla, inguinal bolge ve ayak parmak
ayaklar1 gibi nemli giines 1s1gindan uzak deri kompartmanlarinda kolonize olabilen
A.baumannii’nin klinik izolatlarmin bir infeksiyona mi1 yoksa bir kolonizasyona m1 ait
olduguna karar verebilmektir. Ancak genel kanaat, hastanede yatan hastadan bir
izolasyon gergeklestirilmigse o hastanin prognozunun iyi olmayacagi seklindedir. Kald1
ki bu mikroorganizma toplumda kazanilan siklikla bakteriyeminin eslik ettigi yiliksek
mortalite hizina sahip pnémoniler ile de iligkili bulunmustur.”

A.baumannii 1iligkili infeksiyonlarda 6nemli bir problemde enfektif klinik
materyallerden izole edilen suslarin infeksiyon ya da basit kolonizasyon suslar1 olup
olmadigina karar verebilmektir.®’

Ulkemizde SHIE etkenleri arasinda ilk sirayr %37.25 insidans oram ile
Enterobacteriaceae ailesi almakta, ancak A.baumannii %20.99 oranla tiir bazinda en sik

karsilagilan etken olma 6zelligini stirdirmektedir. 4.baumannii’ nin iilkemizde daha ¢ok

ventilatér iliskili pnomoni (VIP) lerden sorumlu oldugu belirtilmistir."?

2.4.1.5. A.baumannii virulans Faktorleri

Asinetobakterlerin diger gram negatif bakterilerde goriilen kompleks viriilans
mekanizmalar1 yoktur. Ancak sahip olduklar1 genomda birlikte kodlanan iki
komponentli regiilatér sistem, sensor kinase ve response regiilatdr, yardimi ile
kullanabildikleri farkli metabolik yolaklar bakterinin farkli fizik, simik ve metabolik
ortamlarda gogalmalarma imkan verir.”® Bu bakterileri basarili bir hastane patojeni
haline getiren antimikrobiyaller ve uygunsuz ¢evre sartlarina karsi gosterdikleri direng
sebebi ile hastane ortaminda ve tibbi enstriimanlar {izerinde uzun stireli persistansi
kadar, in vivo sartlarda konak savunma mekanizmalarina karsi da gosterdigi direngtir.
Bu baglamda makrofaj ve l16kosit fagositozuna karsi gosterdigi serum direng faktori,
demir kullaniminda rol oynayan sideroforlari, demir kullanimi ile iliskili plcl ve

plc2’de kodlanan, hiicre membranlarinda bol miktarda fosfadilkolin ihtiva eden insan,
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koyun ve at eritrositleri ile alveolar hiicrelerde sitolitik aktivite gosteren fosfolipaz-C,
phosphatidylcholine-specific phospholipase C (PC-PLC) aktivitesi, epitel hiicrelere
giiclii adezyonda rol oynayan ylizey proteinleri ile konak savunma sistemlerinden kagis
ve direnci saglayan biyofilm, sivi-hava temas yiizeylerinde de ince tabaka “pellicle”
olusturma yetenegidir.”””® Bakterinin yiizeyinde tiire 6zgii sert tip IV piluslar1 yer
alir.””® Adezyon ve biyofilm olusumu kadar hareketten de sorumlu olan bu yap1 sa¢
kil seklindedir. Major dis membran proteini (OmpA) larenks epiteline adezyon ile
solunum yolu epitel hiicrenin apopitoza yonlendirilmesinde Onemlidir. Adezyon ve
biyofilm olusumunda, P fimbria (pap genleri), S (sfa/focDE), Dr antigen ailesi
(afa/draBC) ve tip-I fimbria (fimH)’larin da roliiniin oldugu, biyofilm olusturulurken
OmpA’nin yan sira tip-I sekresyon sistemi, ekstraselliiler matriks mukopolisakkarit,
poly-b-(1,6)-N-acetyl glucosamine (PNAG), BAP —like proteinler; (BLP)-1 ve (BLP)-2
ile efluks iliskili RND efflux pompa, AdeT, sistemi gen/proteinlerinin ekspresyonunun
da arttig1 gosterilmistir.®’®* Bakterinin adezyon ve biyofilm olusumu disinda, dis
membrani iizerinde yer alan, adezyon ve immun sistemden kagisa yardim eden, grup II
polisakkarit kapsiil (kpsMT), fibronektin reseptorii fimrialar ve kivrik fimrialar
bulunur.**® Yeni antibiyotiklerin yaratilamamasi A.baumannii infeksiyonlarmni halk

saglig1 yoniinden daha dramatik hale getirmistir.

2.4.1.6. A.baumannii Diren¢ Mekanizmalari

Antibiyotiklere karsi intrinsik direncin yani sira, hastane ortaminda dogrudan
indiiklenerek mutasyonel yolla veya kanalizasyon sistemleri gibi dogal ortamlarda diger
direngli bakteriler ile temas sonucu konjugasyon, transformasyon ve transdiiksiyon yolu
diren¢ kodlayan; plazmidler, diren¢ adalari, smif 1 ve smif 2 integronlar ve
transpozonlar gibi mobil genetik elementleri kazanarak rezerv antibiyotiklerde dahil
biitiin gruplara karst bilinen biitiin mekanizmalar1 kullanarak kisa siirede direng
gelistirebilirler.®”**®* Genetik degisim icin olduke¢a uygun bir bakteri oldugu i¢in "dogal
olarak doniistiiriilebilir "olarak adlandirilmis essiz  bir grup bakteri icinde
sayllmaktadir.*® 4.baumannii suslarmin sahip olduklar iki aktif gen comFECB ve
comQLONM yardimi ile dis ortamdan transformasyon yolu ile elde ettigi mobil genetik
elemanlar, insersiyon sekanslarini igeren diren¢ adalarimi genomuna entegre ederek

ve/veya sekrete ettigi antibiyotigi modifiye eden enzimler yardimu ile hastane ortaminda

16



kullanilan bir ¢ok antibiyotige karsi kolaylikla direng kazanabilmektedir.*”*” Coklu ilag
direngli A.baumannii suslarinda en az 45 diren¢ geni kodlayan belirsiz bir kaynaktan
transfer edildigi ve genoma yerlestigi diisiiniilen 86-kb biiyiikliigiindeki AbaR1 direng
adas1 duyarh suslar da gosterilememistir.*

Bu baglamda sahip olduklar;; RND, MFS ve MATE gibi birden ¢ok efluks
pompa sistemide antibiyotiklere karsi kisa siirede kazanilan direncin sebebi ve yeni
antibiyotik gelistirme stratejilerinin hedefidir.  Bunun yami sira edinilmis ve
kromozomal olarak kodlanan AmpC veya Asinetobakter tiirevli sefalosporinazlar,
acinetobacter derived cephalosporinaz (ADC) gibi sayisiz beta-laktamazlar, OXA-51,
OXA-23, OXA-24/40, OXA-58, OXA-143 ve OXA-235 alt ailelerin i¢inde bulundugu
OXA tipi karbapenemazlar, dis zar proteinlerinde uyarilmig expresyonel degisiklikler ve
penisilin baglayan proteinlerde (PBPs)ki degisiklik coklu ila¢ direncinin bilinen

mekanizmalari arasindadir.”’

2.4.1.6.1. Sefalosporin Direnci

Son yillarda A.baumannii klinik izolatlarinin biliyiik ¢ogunlugu seftazidim gibi
3.kusak ve sefepim gibi 4. kusak sefalosporinlere kars1 direng gelistirdigi gdzlenmistir.
A.baumannii dogal olarak AmpC beta-laktamaz iiretir.”’ Diger gram negatiflerin aksine
A.baumannii de ADC indiiklenebilir degildir fakat genin oniine destekleyici bir ekleme
sekans1 gelirse expresyonu ciddi kilinik diren¢ olusturacak sekilde artmaktadir. ADC
disinda A.baumannii Genisletilmis spektrumlu beta laktamaz iireterek de sefalosporin

direncine neden olabilir.”"*?

2.4.1.6.2. Karbapenem direnci

A.baumannii tedavisinde kullanilan major ilaglar bir beta laktam grubu olan
karbapenemlerdir. Fakat son yillarda karbapenemlere diren¢ olduk¢a yiiksek
oranlardadir ve giderek de yayilmaktadir. A.baumannii ' de karbapenem direncinin en
onemli mekanizmasi intrensek yada edinilmis karbapenemaz iiretimidir. 4.baumannii
kromozomal olarak kodlanan blapxa.s;1 grubu karbapenemazi diisilk miktarda
iretmektedir tipki ADC de oldugu gibi genin yukar1 kismina bir ekleme sekansinin
transpoze olmastyla daha giiclii bir promotdr bdlge olusur ve karbapenem MIK lerinde

93,94

yiikselmeler tespit edilir. Kromozomda kodlanan karbapenemazlar disinda
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plazmidlerle de bazi1 karbapenemaz genleri edinerek direncgli hale gelirler.4.baumannii
de, OXA-23, OXA-40,0XA-58,0XA-143,0XA,235 olmak {iizere 5 ana grup
karbapenemaz tespit edilmistir.”” Diinya genelinde klon-2 izolatlarinda en yaygin tespit
edilen karbapenemaz blapxa-23 grubudur.96

Son yillarda daha ¢ok Enterobacteriaceae ailesinde sik goriilen, OXA grubu
icinde olmayan karbapenemazlarda A.baumannii izolatlarinda goriilmeye baslandi

97,98
% Bunun disinda

bunlardan en 6nemlisi metallobeta laktamaz grubundan NDM-1 di.
KPC de Porto Riko da bildirilmis fakat ada disinda tespit edilmemistir.”” Ayrica
karbepenem direngli 4.baumannii izolatlarinda hiicre duvarinda eksprese edilen ve
efluks pompas: ile iligkili olduklar1 diisiiniilen 22, 29 ve/veya 33-36-kDa proteinlerin

ekspresyonlarinin azaldigi veya tamamen durdugu tespit edilmistir.'®

2.4.1.6.3. Aminoglikozit direnci

Aminoglikozitler, 30S ribozomal alt biriminin 16S ribozomal RNA'sina baglanir
ve protein sentezini inhibe eder. A.baumannii , aminoglikozit direnci elde etmek igin
cesitli  aminoglikozit  degistirici  enzimler iiretir.'”''%  Asetil transferazlar,
niikleotidiltransferazlar ve fosfotransferazlar igeren ana enzim simiflart tarif
edilmistir.'**

Sorumlu genler ¢ogunlukla aktarilabilir plazmidlerin i¢indeki transpozonlarda
bulunur ve yatay olarak yayilmalarini saglar.'” Ortaya ¢ikan diger bir aminoglikozit
direng mekanizmasi, 16S ribozomal RNA metiltransferaz iiretimi, Ozellikle ArmA
tiretimidir. ArmA, 16S rRNA'min aminoglikosit baglama bdlgesinde (A bolgesi) bir
guanin tortusunu metiller ve bunu aminoglikositlerin baglanmasindan korur.'”® Arm4
iireten A.baumannii , gentamisin, tobramisin ve amikasine kars1 olduk¢a direnglidir ve

Diinya Capinda Klon 2 izolatlar1 arasinda yaygin olarak goriiliir.'"”'%®

2.4.1.6.4. Polimiksin Direnci

Polimiksin ~ grubu  antibiyotikler = MDR A.baumannii'nin sebep  oldugu
infeksiyonlarin tedavisi i¢in "son ¢are" olarak kullanilan peptid yapili antibiyotiklerdir.
Gram negatif bakteriler iizerine bakterisidal etki gdsteren bu antibiyotik grubu 1950’li
yillarda kesfedilmis olmasina ragmen insanlarda, giiglii norotoksik ve nefrotoksik etki

gostermesi  sebebi ile, uzun siire kullanilmamis, ancak MDR ve XDR A.baumannii
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suglar1 ile olusan infeksiyonlarin tedavisinde son segenek olarak tedavi rejimlerine
yeniden girmistir. Hiicrede polianyonik lipopolisakkaritleri hedef alan ve membran
stabilizatorii olan kalsiyum ve magnezyum iyonlarin1 degistiren bu antibiyotiklere
karsida 2007 yilinda A.baumannii  suslarinda direng goriilmeye baglandigi
bildirilmistir.*’Diren¢ mekanizmasi net olarak bilinmemektedir. Fakat direncin, LPS
iiretiminden sorumlu genler; lpxA, [pxC, IpxD, ve IpsB deki mutasyonlara bagli olarak
LPS iiretiminin azalmasi veya tamamen yok olmasi sonucu oldugu veya pmrA ve
pmrB’ genlerindeki mutasyonlara bagli olarak LPS yapisindaki Lipid-A’nin
modifikasyonu sonucu gelistigi diisliniilmektedir. Bir siire Once enterobacteraecea
tiyelerinde plazmid ile kodlanan bir mobil kolistin diren¢ geni, mcr-1, nin varlig1 tespit

o1 12 109-112
edildi.

2.4.1.7. A.baumannii tedavi

Dogal ve kazanilmis direng, A.baumannii tedavisinde antimikrobiyal
seceneklerinin sayisin kisitlar. A.baumannii tedavisinde antimikrobiyallerin etkinligi ve
giivenilirligi ¢cok fazla calisma yapilmamistir. Bu sebeple tedavi protokolleri daha ¢ok
in-vitro ¢aligmalarin sonuglarina gore olusturulmustur.'"?

Duyarli A.baumannii  infeksiyonlarinin tedavisinde seftazidim, sefepim gibi
genis spektrumlu sefalosporinler, sulbaktam iceren bir betalaktam/betalaktamaz
inhibitorii kombinasyonu veya karbapenemler kullanilabilir.

A.baumannii tedavisinde duyarli suglarda yiiksek bakterisid etkisi nedeniyle en
sik kullanilan ajanlar karbapenemdir. Ozellikle A4.baumannii ' ye bagh VIP’ler de
imipenem kullaniminda klinik kiir oran1 %57 ile %83 arasinda degismektedir.''*'"’
Imipeneme duyarli izolatlar meropeneme direngli olabileceginden kullamm &ncesi
karbapenem duyarlilig1 6zellikle degerlendirilmelidir.

Antimikromiyaller 6zellikle genis spektrumlu sefalosporinler ve karbapenemler
tek ajan olarak kullanildiginda yiiksek diizeyde direng gelistigi bilinmektedir.'"*'"” Bu
sebeple siklikla bir aminoglikozid ya da florokinolonla kombine halde verilmeleri
tavsiye edilir. Ancak kombinasyon tedavisinin riski azalttigina dair ya da klinik olarak
daha etkin olduguna dair herhangi bir delil bulunmamaktadir.'**'?!

Direngli A.baumannii infeksiyonlarinin tedavisin de kullanilan major ajanlar

polimiksin B, kolistin gibi polimiksinlerdir. Kolistin A.baumannii ile iliskili pndmoni,
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bakteriyemi ve menenjit olgularinda basar1 ile kullanilmaktadir fakat 6zellikle kolistin
yiiksek diizeyde nefrotoksisite riski olusturmaktadir.'”'**”> Ayrica heniiz nadir de olsa
malesef kolistine direngli 4.haumannii izolatlar1 da goriilmeye baslanmistir.”’

Tigesiklin, minosiklin de direngli 4.baumannii infeksiyonlarinda kullanilan anti-
mikrobiyallerdendir. Tedavi basarisi kolistinle karsilagtirilabilir fakat duyarli bagka bir
antimikrobiyal ajan varsa tercih edilmemelidir. Ozellikle tigesikline karsi direngli
izolatlarda tespit edilmis olup, klinik deneyim smirh kalmugtir.'*®

Direngli izolatlarda ve ampirik tedavide c¢ogunlukla kombinasyon tedavileri
tavsiye edilmektedir. Imipenem ile kombinasyon tedavisinde monoterapiye oranla
mortalitede diisiis tespit edilmistir."*® Yine kolistin monoterapi de kombine terapiye

gbre mortalite 30 giin daha yiiksek bulunmustur.'?’

Kolistin direncli izolatlarda
rifampisin ile kolistin kombinasyonun invitro sartlarda sinerjistik etkili oldugu o6ne
stirilmesine ragmen klinik denemelerde mikrobiyolojik kiir olusturmasina ragmen
infeksiyonla iliskili mortalite tizerine olumlu bir etkisi gésterilmemistir.'?® invitro
sartlarda  ya da hayvan deneylerinde karbapenem-kolistin, Tigesiklin-kolistin,
vankomisin-kolistin, ~ minosiklin-kolistin, = meropenem /  fosfomisin-kolistin
kombinasyonlarinin MDR  A.baumannii  izolatlar1 {izerinde olumlu etkilere neden
oldugu tespit edilmis, ancak bu tedavi rejimlerini degerlendiren yatar sayida klinik veri

< 129-131
saglanamamustir.

Polimiksin direncinin ortaya ¢ikmasi kombinasyon tedavilerinin
kullanilmast ve farkli tedavi yontemlerinin gelistirilmesi gerekliligini glindeme
getirmistir. Faj tedavisi ve uzatilmis inflizyon tedavisi hakkinda klinik verileri yetersiz

olmasina ragmen bu uygulamalarin giiglii alternatifler olabilecegi vurgulanmugtir.'**'**

2.4.1.8. A.baumannii infeksiyonlarinin Siirveyansi

Klinik yonden onemli ve salgin olusturma yetenegindeki, MRSA, VRE gibi
biitlin tiirlerin hastane ve toplum igerisindeki hareketlerinin, bulas kaynak ve yollarinin
tespit edilerek salgin onleyici kontrol programlarinin gelistirilebilmesi igin gerekli olan
siirveyans/izlem A.baumannii infeksiyonlar1 i¢inde ayni1 derce de 6neme sahiptir. Genel
olarak eskiden uygulanan ancak tekrarlanabilirligi diisiik, pahali ve zaman alict olmanin
Otesinde aymrim giicii diisiik olan, antibiyotipleme, biyokimyasal ozellikler veya

antijenik Ozelliklerin dikkate alindigi, siklikla bir protein tarafindan belirlenen bir
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Ozelligin yardimi ile yapilan fenotipik siirveyans A.baumannii infeksiyonlar1 i¢inde
Onemini kaybetmistir.

A.baumannii dogada yaygin bulunmasi, kuruluga dayanikliligi ve direng
genlerini olduk¢a hizli almasi nedeniyle olduk¢a Onemli bir firsat¢r patojen haline
gelmigtir. Bunun yani sira ¢ok iizerinde durulmayan fakat ilerleyen zamanlarda ciddi
sonuglar dogurabilecek dikkat edilmesi gereken bir bagka konuda toplumdan kazanilmis
asinetobakter infeksiyonlaridir. Siklikla tropikal ve subtropikal bolgeler de alkoliklerde
ya da KOAH hastalarinda pnémoni sepsis ya da menenjit seklinde toplumdan
kazanilmis infeksiyon olarak karsilagilan asinetobakter infeksiyonlar1 antibiyotik direnci
acisindan hastane kokenli benzerlerine gére daha duyarli goriinse de %356 oranina
ulasan mortalite hiz1 ile hastanede kazanilmislara benzer klinik sonuclar
dogurmaktadir.'®

Ozellikle karbapenem direncli suslarin ¢ok hizli sekilde yayilmasi bir takim
tedbirlerin alinmasi mecburiyeti dogmustur. Bu sebeple A.baumannii infeksiyonlarinin
saglikli siirveyansinda yiliksek ayirim giicline sahip epidemiyolojik yontemlere yani
siirveyans yoOntemlerine ihtiya¢ duyulur. A4.baumannii suslar1 igin hastanelerde
kullanilan basit siirveyans yontemlerinin hassasiyetlerinin (%55-90 gibi) diisiik olmas1

sebebiyle, MRSA ya da VRE klinik izolatlarinda oldugu gibi aktif gézetim ve rutin
136,137

3

tarama yapilamamaktadir. Fakat aktif taramanin A.baumannii ¢ ye bagl 6liimleri,
siirveyans yontemlerinin duyarliligina gore degismek iizere, %48 ile %78 arasi1 bir
oranda azalttif1 gosterilmistir.'*®

Epidemiyolojik tiplendirme yontemleri, epidemik izolatlarin yayilim kaynagini
ve seklini tespit etmek i¢in Onemlidir bu nedenle 6zellikle hastane kaynakl
infeksiyonlarin 6dnlenmesinde siirveyans ¢aligmalarinin bir pargast olarak kullanilmalar
Onerilir bu amagla ¢esitli fenotipik ve genotipik tiplendirme yontemleri
kullanilmaktadir. Bu yontemler tablo 1 de gosterilmistir.

Fenotipik yontemlerle karsilastirildiginda, molekiiler yontemlerin ayrim giicii
daha yiiksektir ve bircok tiire uygulanabilme avantaji saglamaktadir. Fenotipik
stirveyans sistemlerinin en biiylik eksigi bakteri izolatlarina iliskin yeterli genetik veriyi
belirleyememesidir. Ozellikle SHIE salginlaria neden olan izolatlarm direng profilleri

ve genetik 6zellikleri bilinmeli ve mikrobiyolojik genotiplendirme yapilmalidir.'*’
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Tablo 1: Epidemiyolojik tiplendirme amaciyla kullanilan fenotipik ve genotipik yontemler

Biyotiplendirme
Antibiyotiplendirme
Serotiplendirme
FENOTIPIK Faj tiplendirme

- Kolisin tiplendirme
YONTEMLER Multi lokus enzim elektroforezi
SDS- PAGE

Niikleik asit temelli yontemler

RFLP

PFGE

Ribosomal RNA gel electrophoresis

MLST

PZR Temelli Yo6ntemler

MOLEKULER YONTEMLER | ERiC(enterobacterial repetitive consensus sequences)
REP-PZR(Repetitive extragenic palindromic sequences)
DRE(Double Repetitive Element)

RAPD(Randomly amplified polymorphic DNA
AP-PZR(Arbitrary Primed PZR)

AFLP(Amplified fragment lenght polymorphism)
Amplified ribozomal DNA restriction analysis (ARDRA)

(Genotipik Yontemler)

A.baumannii epidemiyolojisi i¢in fenotipik olarak serotiplendirmenin yani sira
genotipik olarak molekuler tiplendirme de yapilmaktadir. Bu baglamda ARDRA,
pulsed-field jel elektroforezi (PFGE), AFLP, ribotiplendirme “Repetitive extragenic
palindromic PZR (Rep-PZR)” yoOntemleri en sik kullanilan genotipik siirveyans

yontemlerdir.' %!
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2.4.1.8.1. ARDRA

Acinetobacter spp'nin genomik tiirleri, Vaneechoutte ve arkadaslarina gore
ARDRA tarafindan belirlenmistir. ARDRA (PZR-RFLP) yontemi sekans polimorfizmi
temeline dayanir. Acinetobacter igin bu yontem kullanilirken, 16S rDNA sekansi
genigletilir, parcalara ayrilir ve bes farkli kiiciiltiici enzim tarafindan sindirilir.
Kiiciiltiilen pargalar agaroz elektroforezi ile parcalara ayrilir. Bes enzim tarafindan
kombine edilen numuneler bilinen tiirlerin goriintiileri ile karsilastirilir. Bazi tiirlerde
multipl goriintiiler (profiller) ile karsilasilabilir, bu nedenle tanimlama i¢in ilave

fenotipik testlere ihtiya¢ duyulabilir

2.4.1.8.2. PFGE

SHIE lerde kisa zamanli salgin izolatlarmin tiplendirmesinde altin standart
yontem PFGE yontemidir. PFGE; diisiik erime 1s1l1 agaroz igerisine gomiilmiis bakteri
hiicresinden, yapisal biitiinliigli bozulmadan elde edilen genomik DNA’nin, uygun
restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesimi sonucu olusan bant desenlerinin
yorumlanmasiyla gerceklestirilir. PFGE yliksek maliyet ve uzun siirede sonuglanmasina
ragmen yerel salginlarin arastirilmasi i¢in en uygun yontemdir. Bununla beraber kiiresel
epidemiyolojik veri i¢in farkli laboratuvarlarda yapilan calismalarin karsilastiriimasi
gerekmektedir ki PFGE bunun i¢in ¢ok uygun bir yontem degildir ¢iinkii ¢alismanin her

asamasinda birgok faktor ¢alisma sonuglarini degistirebilmektedir.

2.4.1.8.3 REP-PZR

Tekrarlayan diziler, organizmalarin DNA’sinda fonksiyonlar1 bilinmeyen kisa
DNA(35-40 bp) dizileridir ve belirli bir diizende tekrarlanirlar. Rep-PZR primerleri
genom boyunca aralara yayilmis olan spesifik tekrarlayan dizilere baglanirlar. Cesitli
uzunluklarda bir ¢cok par¢a amplifiye edilir. Pargalar boyut ve yiik olarak ayrilabilerler.
Cesitli boyutlarda bir ¢ok banttan olusan rep-PZR parmak izi profili olusturulur.
Mikrobiyal klonlarin profilleri suslara spesifiktir. Bu parmak izleri daha sonra
mikroorganizmalar arasindaki iliskileri gostermede kullanilabilir. Rep-PZR ayrica bir
hastanede A.baumanniimin tiir soylarimi belirlemek ve pan-Avrupa, ¢ok direngli

A.baumannii klon III'i klon I ve II'den ayirmak i¢in bir ara¢ olarak kullanilmustir.
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Laboratuvarlar arasi rep-PZR degiskenligine ragmen, bu yontemin PFGE ve MLST'den
daha hizl1 performans gdsterme avantaji olamasina ragmen diskriminatif giicii digerleri

kadar yiiksek degildir.

2.4.1.8.4. AFLP

Restriksiyon enzimi ile kesimin ve PZR’in bir kombinasyonudur. DNA biri
digerinden daha sik araliklarla kesen 2 farkli RE ile kesilir. Bu restriksiyon stratejisi ile
cok sayida fragment olusturulur. Sonuglar1 daha uygun yorumlayabilmek i¢in izolatlarin
karsilastirilmasinda sadece spesifik bir altkiime kullanilir. AFLP ¢ok tercih edilen bir
yontem olmasina ragmen bazi1 dezavantajlar1 da vardir. Bunlar; zahmetli olmasi, teknik
beceri gerektirmesi, dikkatli bir standardizasyona ihtiya¢ géstermesi ve ekipmanlarinin

pahali olmasidir

2.4.1.8.5. AP-PZR

Rastgele bir primerin kullanildigi PZR teknigidir. Amplifikasyonda kullanilan
rastgele primer herhangi bir spesifik bakteriyel DNA dizisini amplifiye etmek igin
hedeflemez. Primerin rastgele baglanmalari, amplifikasyon sirasinda kullanilan diistik
annealing 1sis1 ile saglanir ve bunun sonucu olarak ¢ok sayida rastgele kromozomal
bogelere eksik hibridizasyon ile DNA sentezi gergeklestirilir. Yontem nozokomiyal
patojenler icin oOteki tipleme metotlarinin ¢ogundan ¢ok daha hizli olsa da,

standardizasyonu saglanamamustir.'**

2.4.1.8.6. MLST

SHIE etyolojisinde rol oynayan tiirlerin, 6zellikle salgm suslarmin,klonal
diizeyde tanimlanmasi ve epidemiyolojik o6zelliklerinin tespitine imkan veren MLST
yontemi bir tiire ait tiim izolatlarda bulunan hayati proteinleri kodlayan genlerin DNA
sekanslarmin kargilastirilmasi temeline dayalidir. Her bir gen bdlgesi i¢in farkh
sekanslar farkli alleller olarak atanir ve bu allelerin farkli kombinasyonu farkli ST ler ile
tanimlanir. MLST internet lizerinden sonuglarin laboratuvarlar arasinda karsilastirilmasi
yada verilerin paylasilmasina imkan verir. Boylece kiiresel molekiiler epidemiyolojik

calismalar i¢in giiclii veri saglamis olur.'*
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Asinetobakterler genis c¢apli genetik mutasyonlara agik olmalarina ragmen,
yapilan ¢ok sayidaki ¢alismada, hastanelerde ki yogun antibiyotik baskisina kars1 sadece
siirl sayida klon’un direnebildigi gosterilmistir.'* A.baumannii’ nin popiilasyon
yapisini arastirmak i¢in kullanilan MLST yontemi, Bartual ve arkadaslar tarafindan
olusturulan “Oxford semas1” ve/veya Diancourt ve arkadaslari tarafindan olusturulan
“Pasteur semas1” ile standardize edilmeye c¢alisilmistir. Bu yontemlerin kullanildigi
molekiiler epidemiyolojik ¢alismalar, 4.baumannii suslarinin genetik olarak farkli atasal
klonlara sahip olduklarin1 ortaya koymustur.145 A.baumannii, ¢ogunlukla karsimiza
SHIE etkeni olarak ¢ikar ve neredeyse her zaman CiD karakterdedir.'* flk olarak LII ve
IIT olarak tanimlanan Avrupa klonlarin diinya genelinde yayildiklar tespit edilmis ve
bu klonlara, Uluslararas1 Klonlar (IC) I ila III, yani IC1, IC2 ve IC3 klonlar1 denmistir.
Daha sonra yapilan epidemiyolojik ¢alismalarin sonuglarma dayanarak IC I ve IC II
klonlarinin Global Klonlar, GC, olarak tanimlanmasina karar verilmistir. Pasteur
semasinda ise genotipler, sekans tiplerine gore isimlendirilmis, yani, ICI, ICII ve ICIII’
iin adlari, sirasiyla ST1, ST2 ve ST3 olarak degistirilmistir. Daha 6nce Avrupa klonu
I/ICI olarak tanimlanan izolatlar, ST1, ST7, ST8, ST19 ve ST 20 olarak tanimlanan 5
farkli sekans tipini igerisine alarak CC1 adi altinda, Avrupa klonu II/ICII’ye karsilik
gelen izolatlar ST2, ST45, ST47 olarak tanimlanan 3 farkli sekans tipini igerisine alarak
CC2 ve nihayet Avrupa klonu III/ICIII’e karsilik gelen izolatlar ise ST3 ve ST14 olarak
adlandirlan 2 farkli  sekans tipini igerisine alarak CC3 adi1 altinda
stiflandirlmistir.**'*71* Oxford semasi pastuer semasmna gére ayrim giicii daha
ylksek olmasina ragmen rekombinasyon problemi yani sira bazi teknik sorunlar
nedeniyle tercih edilmezken ayni anda kapsiiler tiplendirmeye izin verdigi i¢in hala az
sayidaki arastirmaci tarafindan kabul gérmektedir. Buna ragmen Zarilli ve arkadaslari
Pasteur semasinin  A.baumannii ve ilgili tiirlerin popiilasyon biyolojisi ve
epidemiyolojik 6zelliklerinin arastirilmasi i¢in daha uygun oldugunu ve tercih edilen
sema olmasi gerektigini ileri siirmiislerdir.'>® Bununla birlikte, A.baumannii'nin salgm
klonlarmin erken teshisi, 6zellikle heniiz yaygin olmadiklar1 bdlgelerde ¢ok
onemlidir. Bu nedenle kolay ve hizli genotipleme yontemlerinin olusturulmasi c¢ok

onemlidir.'’
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3-GEREC VE YONTEM

Calisma kapsaminda 2017 Haziran ile 2019 Ocak tarihleri arasinda Adana Sehir
Hastanesi ve Mersin Universitesi Hastanesi’ ne basvuran hastalardan izole edilen 160
adet A.baumannii susu incelendi.

Arastirmaya katilan merkezlerde, servis farki gozetilmeksizin gonderilen
orneklerden ve infeksiyon etkeni olarak izole edilen ve oxa-51 pozitif tespit edilen 149
adet karbapenem direngli 4.haumannii izolat1 ile birlikte 8 adet tiim ilaclara duyarh
A.baumannii izolat1 ¢aligmaya dahil edildi. Arastirmaya katilan her iki merkezde de,
proje kapsaminda daha dnceden diizenlenen mikroorganizma bilgi formu her merkezde

arastirmaya katilan Klinik Mikrobiyoloji Uzmani1 veya asistani tarafindan dolduruldu.

3.1 izolatlarin Tanimlanmasi

Oncelikle izole edildikleri merkezlerde (Mersin Universitesi Hastahanesinde
VITEK-2  (bioMerieux,ABD), Adana  Sehir  Hastanesinde = MALDI-TOF
(Bruker,Germany) otomatize sistemlerle A.baumannii olarak tanimlanan izolatlar,
Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda
konvansiyonel yontemlerle ve BBL Crystal E/NF (Becton Dickinson, Australia) kit
kullanilarak, tiir diizeyinde tanimlama dogrulandi. Ayrica, izolatlar tiir diizeyinde
molekiiler tanimlama amaciyla blapxa-s1 gen varligi yoniinden de incelendi.

Tanimlanmasi dogrulanan izolatlar kanl gliserollii buyyonda -20 °C’de saklandi.

3.2. Antibiyotik Duyarhlk Testleri

A.baumannii klinik izolatlarinin duyarliliklar1 Adana Sehir Hastanesinde
MicroScan WalkAway  (Beckman Coulter, ABD) sistemiyle Mersin Universitesi
hastanesinde VITEK2 sistemi (bioMerieux,ABD) ile saptanmis olup,antibiyotik
duyarlilik testleri CLSI zon ¢ap1 ve MIC verileri g6z oniinde bulundurularak Kirby-
Bauer Disk Diffiizyon testiyle dogrulanmistir.
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3.3.DNA ekstraksiyonu

1. Luria Broth (10g pepton, 5 gr yeast extract, 5 gr NaCl, 1000 ml distile su)
hazirlanarak 1 ml epandorflara steril sartlarda paylastirildi

2. Kanli agara tek koloni ekim yontemi ile ekilen bakterilerin 18-24 saatlik
inkiibasyonu sonunda, bakteri kiiltiiriinden tek koloni alindi, LB’a ekildi ve 37°C
18 saat inkiibe edildi.

3. 5 dk 13000 rpm de santrifujlendi. Ustte kalan siv1 atild1 ve pellete 300 pl steril
DNAse RNAse icermeyen su koyulup pipeteaj yapildi.

4. 10 dk kaynatild1 (95 C). 5-20 dk 13000 rpm de santrifiijlendi ve g¢okeltiye
dokunmadan {istii alind1 200-250 pl kalip DNA olarak kullanilmak tizere -20 de
islemler baslayana dek saklandi.

3.4.Multiplex PZR

Ekstrakte edilen DNA 6rnekleri; Beta- laktamaz genleri, efflux pompa genleri,
16S rRNA metilaz geni, AME genleri, kolistin direng genlerinin varligi agicindan
degerlendirilmek iizere tablo 8 deki primerler kullanilarak multiplex PZR ile amplifiye
edildi. Primerlerin anneling 1silar1 ve ¢ogaltilacak bdlgenin baz ¢ifti uzunluklar1 goz

oniinde bulundurularak gruplandirilmig ve multiplex PZR gruplar1 belirlenmistir.

3.4.1.PZR karisimi

Her bir 6rmmek ve PZR reaksiyonu ig¢in asagidaki tablo 2 deki miktarlarda
malzemelerle karisim hazirlandi. Multiplex PZR reaksiyonunda farkli sayida primer
asagidaki oranlarda reaksiyon tiipili i¢cine koyulmus ve her multiplex PZR reaksiyonu
icin primer miktar1 hesaplanarak gerekli miktarlarda su ile 50 mikrolitre hacime

tamamlanarak caligilmistir.
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Tablo 2. Multiplex PZR i¢in kullanilan karigim icerigi

Malzemeler Stok Miktar(ul)
PZR tampon 10X 5
MgCl, 25mM 7
dNTP 1.25mM/her birinden 4
Primer F 10 uM 0.5
Primer R 10 uM 0.5
Taq Polimerase 5 U/l 0.3
DNA 100 pmol/ul 5
Su Her reaksiyon i¢in kalan
kisim su ile tamamlanir.
Toplam 50 ul

Hazirlanan PZR karisimlarini igeren tiipler termal dongii cihazinda (APPLIED
BIOSYSTEMS 2720 Termal Cycler) tablo 3 de verilen amplifikasyon programina gore

calisilmustir.
Tablo 3. PZR dongiisii icin Amplifikasyon programi
Asama Sicaklik °C Stire Dongii sayist

Ik denatiirasyon 94 3 dk 1 siklus
Denatiirasyon 94 30 sn

Annealing(baglanma) 48-68 40 sn 40 siklus
Extension(uzama) 72 40 sn

Son uzama 72 10 dk 1 siklus

Sonuglarin degerlendirilmesi i¢in 1X TBE icinde %2 agarose jel hazirlandi ve
mikrodalga firinda eritildi. 100 ml eriyik i¢cine Smg/ml etidyum bromid ¢6zeltisinden 5
pl eklendi kasete taraklar yerlestirildi ve jel donmaya birakildi. 2 pl yiikleme tampon
cozeltisine 5 pl amplikon eklenerek her bir kuyucuga toplam 7 pl karigim ve ardisik iki
kuyucuga da GeneRuler 50 ve 100bp DNA Ladder plus marker gelecek sekilde jele
ylkleme yapildi. Jel 1XTBE i¢inde multiplex-2, i¢in 110V akim uygulanarak 120dk
yiiriitiilirken diger PZR {irlinleri 120V akimla 60 dakika yiiriitiildii ve sonuglar UV 15181
altinda goriintiilendi. Gel logic 1500 imaging system(ayrim giicli: 1708x1280 pixel
Kodak Company,NY,USA)kullanilarak DNA bant goriintiilerinin fotografi ¢ekildi ve

listelendi.
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3.5. PFGE

Calismaya dahil edilen 157 izolatin tiplendirmesi PFGE yoOntemi ile Apal enzimi
kullanilarak Riza Durmaz ve ark.’nin belirttigi sekilde gergeklestirildi.

3.5.1. izolatlarin hazirlanmasi

1. Tir diizeyinde tanimlanan izolatlarin kanli agar plaklara tek koloni ekimi
yapildi.

2. 37 °C’de bir gece inkiibasyon sonunda kiiltiirlerin saflig1 kontrol edildi.

3. Saf kiiltiir olarak elde edilen koloniler plastik 6ze ile toplanarak, 1 ml hiicre
stispansiyon tamponu (HST) (100Mm tris HCI, 100Mm EDTA pH 8 ) icinde
sispanse edildi.

4. Bakteri yogunlugu 4 McFarland olacak sekilde ayarlandi.

5. Hiicre siispansiyonu, 2500 rpm’de, 4°C’de, 15 dk santrifiij edildi ve santrifiij
sonrast Ustteki HST atildi.

6. Pelletin lizerine tekrar 1 ml soguk HST eklenerek kisa siireli vorteks yapildi

3.5.2. izolatlarin agaroza gomiilmesi

1. HST igerisinde %1.0’lik diisiik erime 1s1l1 agaroz hazirlandi. Balon joje icerisine
9 ml HST ve % 1.0’lik (1.1g) diisiik erime 1s1l1 agaroz (BIO-RAD Low melting
agar 161-3113EDU) eklendi. Balon jojenin agiz kismi aliiminyum folyo ile
kapatildi ve mikrodalga firinda 10 saniye bekletilip ¢ikarildiktan sonra hafifce
karigtirildi. Agaroz tamamen ¢oziilene dek islem tekrarlandi.

2. Agaroz c¢oziildikten sonra balon joje, sicakligi 45-50°C’ye ayarlanmis su
banyosuna birakildi.

3. Ardindan i¢ine %10 sodyum dodesil siilfat (SDS) Iml eklendi ve stok
sollisyondan 1,5 ml’lik ependorflara 200 pl dagitilarak, kuru 1s1 blogunda 45-
50°C’de kullanima hazir sekilde bekletildi.

4. HST igerisinde hazirlanmis bakteri siispansiyonundan 200 pl alinarak, 50°C’de
tutulan ve igerisinde 200 pl diisiik erime 1s1l1 agaroz-SDS bulunan tiipe eklendi.

Birkag kez pipetaj yapilarak hiicrelerin homojen olarak dagilmasi saglandi.
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5. Karisim bekletilmeden buz kalibi iizerinde agaroz kalibina (10mm x Smm x
1,5mm, Bio Rad Laboratories) aktarildi.
6. Kaliplar 4 °C’de 20 dakika bekletildi.

3.5.3. Agaroz i¢erisindeki hiicrelerin parcalanmasi

1. Lizis solisyonu (50 Mm Tris, 50 Mm EDTA, %] sarkozil, 20 mg/ml proteinaz
K) hazirland1 ve 500 pl steril kapakl: tiiplere dagitildi.
2. +4°C’deki kaliplar lizis soliisyonu igerisine yerlestirildi.

3. Soliisyonlar 55 °C’de 2 saat siireyle ¢alkalamali su banyosunda bekletildi.

3.5.4. Lizis isleminden sonra kaliplarin yikanmasi

Lizis asamalarinin ardindan kaliplar 2 kez ultra-saf su ile ve 3 kez TE tamponu
ile 15°er dakika yikandi. Boylece saflastirilmis olan DNA kaliplar1 restriksiyon enzimi

(RE) ile kesime hazir hale getirildi ve enzimle kesim islemine kadar +4 °C’de saklandu.

3.5.5. Agaroz kaliplar icindeki DNA’nin RE ile kesilmesi

1. A.baumannii i¢in etkinligi daha dnceden arastirilan Apal enzimi kullanildi.

2. DNA iceren agaroz kalibi bir lam iizerine alinarak bistiiri yardimiyla 1/4
oraninda kesildi. Pargalardan biri 200 pul RE tamponu igerisinde 37 °C’de 30
dakika inkiibe edildi.

3. Her kalip 30 {inite Apal karisimi ile 37 °C’de 4 saat inkiibe edilerek kesim
isleminin gergeklesmesi saglandi.

4. Kesim isleminden sonra kaliplar 200 pl 0.5X TBE tamponu ile yikanarak

elektroforez tankina yiiklenmeye hazir hale getirildi.

3.5.6. Elektroforez jelinin hazirlamasi ve kaliplarin jele yiiklenmesi

1. 100 ml 0.5X TBE tamponu i¢inde %1’lik agaroz (Pulsed-field certified agarose,
BioRad Laboratories) hazirlandi.

2. Diiz bir zeminde agarozun dokiilecegi kalip hazirlandi.

3. RE ile kesilmis olan agaroz kaliplar1 taragin u¢ kismina paralel olarak

yerlestirildi.
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4. Kurutma kagidi veya kagit havlu ile agaroz kaliplarinin etrafindaki sivinin
fazlas1 alind1.

5. 45-50°C ye kadar soguyan agar kasetin tizerine dokiildii.

6. Oda sicakliginda 20 dakika katilasmasi icin bekletildi ve katilagtiktan sonra
taraklar c¢ekildi.

7. Agaroz kasetinin ¢ergeveleri cikarildi ve iginde 1900-2000 ml 0,5X TBE
tamponu bulunan PFGE tankina yerlestirildi.

3.5.7. Elektroforez

CHEFF-DR 1I cihazinda (Bio-Rad Laboratories, Nazareth, Belgium) tablo 4
deki sartlarda elektroforez yapildi.

Tablo 4. PFGE elektroforez sartlar

Baslangi¢ vurus siiresi S saniye
Bitis vurus siiresi 20 saniye
Vurus agist 120°
Akim 6 V/ecm?
Sicaklik 14 °C
Elektroforez siiresi 19 saat
Akim 135-145

3.5.8. Sonuclarin gozlenmesi ve analizi

1. Elektroforez isleminden sonra jel, 5 pg/ml etidyum bromiir igeren 400 ml ultra-
saf su iginde 20 dakika bekletilerek boyandi.

2. UV 1sik altinda goriintiilendi.

3. Gel logic 1500 goriintiileme sistemi (Kodak Company, NY, USA) kullanilarak
DNA bantlarmin fotografi ¢ekildi ve fotograflar TIFF formatinda bilgisayara
kaydedildi.

4. Gel compar-2 yazilim sistemi kullanilarak bant profillerinin analizi

gerceklestirildi.

3.6.MLST

MLST igin uluslararasi bir veritabani olan https://pubmlst.org/ adresinin

Onerileri birebir uygulanmstir.
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3.6.1.i1zolatlarin hazirlanmasi

PFGE ile tiplendirilen izolatlardan %100 benzer izolatlardan ve tamamen farkl
kiimelerde olan izolatlardan random segilerek MLST uygulamasi i¢in kullanildi. Tespit

edilen izolatlar kanli agar plaklarina ekilerek 37 °C de 16-18 saat inkiibasyona birakildi.

3.6.2.DNA izolasyonu

Cogaltilmis saf bakteriden bir beyaz 6ze dolusu alindi ve 200 pl steril DNAase
siz su i¢inde siispanse edilmistir. 96 °C lik 1s1 blogunda 10 dakika bekletildikten sonra
13000 rpm de 5 dakika santrifujlendi.1.5 ml lik eppendorf tiipleri i¢ine siipernatan alindi
ve kalip DNA olarak kullanildi.

3.6.3.PZR Amplifikasyonu;

PubMLST veritaban1 Pasteur semasinda verilen her bir housekeeping gen igin
yine ayni veri tabaninda belirtilen tablo 5 deki primerler Macrogen firmasina
sentezletilmistir. Her bir primer icin tablo 6 daki miktarlarda malzemelerle karisim

hazirlandi. Segilen klinik izolatlar i¢in her bir primer tek tek ¢alisiimistir.

Tablo 5. MLST Pasteur semas1 primerleri

Primer adi (5°-3”) dizilimi /(3°-5’) dizilimi
cpn60:F:cpn60F ACTGTACTTGCTCAAGC
cpn60:F:cpn60R TTCAGCGATGATAAGAAGTGG
fusA:F:fusA7 ATCGGTATTTCTGCKCACATYGAT
fusA:R:fusA8 CCAACATACKYTGWACACCTTTGTT
gltA:F:gltAF AATTTACAGTGGCACATTAGGTCCC
gltA:R:gltAR GCAGAGATACCAGCAGAGATACACG
pyrG:F:pyrG7 GGTGTTGTTTCATCACTAGGWAAAGG
pyrG:R:pyrGS8 ATAAATGGTAAAGAYTCGATRTCACCMA
recA:F:RAI CCTGAATCTTCYGGTAAAAC
recA:R:RA2 GTTTCTGGGCTGCCAAACATTAC
rplB:F:rplB7 GTAGAGCGTATTGAATACGATCCTAACC
rplB:R:rpIB8 CACCACCACCRTGYGGGTGATC
rpoB:F:Vic4 GGCGAAATGGC(AGT)GA(AG)AACCA
rpoB:R:Vic6 GA(AG)TC(CT) TCGAAGTTGTAACC
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Tablo 6. MLST housekeeping gen amplifikasyonu i¢in hazirlanan karisimin igerigi

Malzemeler Stok Miktar(pul)
Su 34
PZR buffer 10X 5
MgCl, 25mM 3
dNTP 1.25mM/her birinden 4
Primer F 10 uM 1
Primer R 10 uM 1
Taq Polimerase 5 U/l 0.17
DNA 10 ng/ul 2

Toplam 50 pl

2- Tiim PZR reaksiyonlar1 tablo 7 deki amplifikasyon sartlarinda gergeklestirilmistir.

Tablo 7. MLST housekeeping gen amplifikasyonu igin kosullar

Asama Sicaklik °C Siire Dongii sayis1
[k denatiirasyon 94 2 dakika 1
Denatiirasyon 94 30 saniye
Annealing(Baglanma) 50 30 saniye 35
Extension(uzama) 72 30 saniye
Son uzama 72 5 dakika 1

3- 4 pl PZR fdrtnt 3 pl yikleme tamponuyla karistirilarak %1 agarose jele
yiiklendi ve 120V akimla 60 dakika yiiriitiildii ve UV 151k altinda goriintiilendi.

3.6.4.DNA Saflastirma ve Dizileme

PZR iriinleri Exosap/Sephadex purifikasyon kitleri kullanilarak iireticinin
talimatina gore saflastirildi. Segilen house-keeping genler ABI 3130XL cihaziyla
{ireticinin talimatlar1 dogrultusunda ABI BigDye hazir kiti kullanilarak dizilendi. Her
gen icin spesifik primerler tablo da belirtilmistir. Sekans verilerinin PubMLST

veritabanindaki Pastuer semalarina gore allelik tanimlar1 yapilmis ve gruplandirilmistir.
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Tablo 8. Primerler

PZR set ismi Primer ismi (5°-3”) dizilimi /(3°-5") dizilimi Amplikon uzunlugu Annealing sicakligi
ant (3)-1F TGATTTGCTGGTTACGGTGAC 284 55
ant (3)-IR CGCTATGTTCTCTTGCTTTTG
AdeCF ATTTCAGGTCGTAGCATT 370 55
AdeC R CTTGATAAGTAGAGTAGGGATT
0-51-GD2M- F GACCGAGTATGTACCTGCTTCGACC 497 55
MULTIPLEX-1 0-51-GD2M- R GAGGCTGAACAACCCATCCAGTTAACC
adeB F AAAGACTTCAAAGAGCGG 623 55
adeB R TCACGCATTGCTTCACCC
AdeS F ACTATTGTGAATTTAAGCGTTACGC 829 55
AdeS R GGGCCTTCATCCTCAATTTT
adeR-F TCTTGTGGTAGAAGATGACTACGAT 557 52
adeR-R CGCTATCATTCATGCAGTGA
aphAl-F GCGTTGCCAATGATGTTACAG 623 55
aphAl1-R CGAGCATCAAATGAAACTGC
MULTIPLEX-2 AdeA-F GAAATCCGTCCGCAAGTC 683 55
AdeA-R ACACGCACATACATACCC
aphA6-F ATGGAATTGCCCAATATTATTC 736 55
aphA6-R TCAATTCAATTCATCAAGTTTTA
MultiIMP -For TTGACACTCCATTTACDG 139 56
MultilMP-Rev GATYGAGAATTAAGCCACYCT
MultiVIM_For GATGGTGTTTGGTCGCATA 390 56
MULTIPLEX-3 MultiVIM Rev CGAATGCGCAGCACCAG
MultiKPC_For CATTCAAGGGCTTTCTTGCTGC 538 56
MultiKPC Rev ACGACGGCATAGTCATTTGC
0-23GDM-F CCTGATCGGATTGGAGAACCAG 516 52
0-23GDM-R GATGCCGGCATTTCTGACCG
0-24GDM-F GGTCGATAATTTTTGGTTAGTTGGCCC 237 52
MULTIPLEX-4 0-24 GDM-R CCATTAGCTTGCTCCACCCAACCAG
0Oxa58-GD3M-F GTGCTGAGCATAGTATGAGTCGAGc 630 52

0Oxa58-GD3M-R

GGTCTACAGCCATTCCCCAGCC
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PZR set ismi Primer ismi (5°-3”) dizilimi /(3°-57) dizilimi Amplikon uzunlugu Annealing sicakligi
TEM-F CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC 800 57
. TEM-R CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC
MULTIPLEX-5 SHV-F AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC 713 57
SHV-R ATCCCGCAGATAAATCACCAC
NDM-F CCCGGCCACACCAGTGACA 129 55
. NDM-R GTAGTGCTCAGTGTCGGCAT
MULTIERE6 SIM-F TTGCGGAAGAAGCCCAGCCAG 613 55
SIM-R GCGTCTCCGATTTCACTGTGGC
oxa-143 F TGGCACTTTCAGCAGTTCCT 149 52
MULTIPLEX-7 oxa-143 R TAATCTTGAGGGGGCCAACC
blaoxaass F TTGTTGCCTTACTTAGTTGC 768 52
blaoxa.23s R CAAAATTTTAAGACGGATCG
PZR-1 Arm-A F GGGGTCTTACTATTCTG 503 55
Arm-A R TTCCCTTCTCCTTTC
PZR-2 aadB-F ATGGACACAACGCAGGTCGC 495 68
aadB-R TTAGGCCGCATATCGCGACC
PZR-3 aacCl1-F ATGGGCATCATTCGCACATGTAGG 421 64
aacCl-R TTAGGTGGCGGTACTTGGGTC
PZR-4 aadA1-F ATGAGGGAAGCGGTGATCG 624 62
aadA1-R TTATTTGCCGACTACCTTGGTG
PZR-5 PmrA-F ATGACAAAAATCTTGATGATTGAAGAT 175 57
PmrA-R CCATCATAGGCAATCCTAAATCCA
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4-BULGULAR

Calismamiza Haziran 2017 Ocak 2019 tarihleri arasinda kalan onsekiz aylik siire
igerisinde Adana Sehir Hastanesi ve Mersin Universitesi Hastanesi Mikrobiyoloji
labarotuvarlarina farkli klinik ve polikliniklerden tani1 amaci ile gonderilen 148 hastaya
ait orneklerden izole edilen 160 A.baumannii susu arasindan blaoxa.s; pozitif olan 157

sus dahil edilmistir(Tablo 9, Sekil 2 ).

Tablo 9. izolatlarin servis dagilimi

Servisler Adana Sehir H. Mersin Universitesi TOPLAM
Say1/% H.
Say1/%
Anestezi YB 25/29.0 27/38.0 52/33.1
Dahiliye YB 23/26.7 12/16.9 35/22.3
Cerrahi YB 16/18.6 2/2.8 18/11.4
Diger YB™ 5/5.8 1/1.4 6/3.8
Nefroloji Servis 5/5.8 2/2.8 7/4.6
Diger Servisler ™ 12/13.9 18/25.3 30/19.1
Poliklinikler - 9/12.6 9/5.7
TOPLAM 86 71 157

Cerrahi YB:Beyin Cerrahisi ve Genel cerrahi YB

“Diger YB:Cocuk YB,Koroner YB,Yenidogan YB,Yanik YB

**Cocuk S.KVC S.,Nefro S,Uroloji S.,Ortopedi S.,infeksiyon S.,Gogiis Cerrahisi S.,Organ Nakli S.,Beyin
Cerrahisi S.,Gogiis Hst.S.,Néroloji S.,Immunoloji S.,KBB S.,0Onkoloji S.,Hematoloji S.,FTR S.,Gastroloji
S.,Infeksiyon Hst.S.
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Sekil 2. A.baumannii izolatlariin génderildigi servislerin dagilimu.

A.baumannii 1izole edilen 6rneklerin izole edildikleri klinik materyallere goére
dagilimina bakildiginda ise, Adana Sehir hastanesi ve Mersin Universitesi
Hastanesi’nden de en sik izolasyonun sirasi ile % 45.3 ve % 30.9 oranlar1 ile TAK’dan
gerceklestigi, balgam 6rneklerinde izolasyon oranlarinin ise yine sirasi ile olmak iizere

%5.8 ve % 12.7 oldugu goriildii(Tablo 10, sekil 3)

Tablo 10. izolatlarin 6rnek dagilimi

Servisler Adana Sehir H. Mersin Univ.H. Toplam
Say1/% Say1/% Say1/%
TAK 39/45.3 22/30.9 61/38.8
Kan 13/15.1 12/16.9 25/15.9
Yara 18/20.9 9/12.7 27/17.2
Idrar 6/6.9 12/16.9 18/11.5
Balgam 5/5.8 9/12.7 14/8.9
Diger 5/5.8 7/9.8 12/7.5
Toplam™ 86 71 157

*Safra,Doku,Plevral s1v1,BOS,Abse,KiD,Katater
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Sekil 3. A.baumannii izolatlarin izole edildigi materyallerin dagilimi(Toplam 6rmek dagilim %)

A.baumannii klinik izolatlarimin duyarliliklar1 Adana Sehir Hastanesinde
MicroScan WalkAway  (Beckman Coulter, ABD) sistemi, Mersin Universitesi
hastanesinde VITEK2 sistemi (bioMerieux, ABD) ile tespit edilmis olup, Adana Sehir
Hastanesi izolatlar1 arasinda en yiiksek diren¢ oranmnin % 100 ile seftazidim,
piperasilin-tazobaktam ve imipeneme kars1 gériiliirken, Mersin Universitesi Hastanesi
izolatlar1 arasinda en yiiksek direncin % 90.1 orani ile ciprofloxasin, Imipenem,
Levofloxacin, Meropenem ve piperasilin-tazobaktama kars1 gelistigi goriilmiistiir.
Kolistin direnci Adana Sehir Hastanesi izolatlar1 arasinda %29.1 gibi yiiksek bir orana
sahipken Mersin Universitesi Hastanesi izolatlar1 arasinda kolistin ~ direnci

goriilmemistir(Tablo 11) .
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Tablo 11. 4.baumannii izolatlarinin direng profili.

Antibiyotikler Adana Sehir H. Mersin Univ.H. Toplam
Say1/% Say1/ % Say1/%

Amikasin 80/ 93 62/87.3 142/90.4
Ciprofloksasin 84/97.7 64/90.1 148/94.2
Gentamisin 77/89.5 63/88.7 140/89.1
Imipenem 86/100 64/90.1 140/ 89.1
Levofoksasin 85/98.8 64/90.1 149/94.9
Meropenem 85/98.8 64/90.1 149/94.9
Trim./stifometoksazol 83/96.5 61/85.9 144/91.7
Seftazidim 86/100 63/88.7 149/94.9
Piperasilin/Tazobaktam 86/100 64/90.1 150/95.5
Kolistin 25/29.1 0 25/15.9

A.baumannii izolatlarimizda kaydedilen direncin molekiiler mekanizmalarini

tespit amaci ile PZR yontemi kullanarak yaptigimiz gen analizinde ilk olarak blapxa.-si
geni sorgulanmig, bu genin tespit edilemedigi 3 izolat ¢alisma dis1 birakilmistir.
Calismaya dahil edilen suslarda ise en yliksek oranda karsilagilan karbepenemaz geninin
her iki merkez de de blaoxa-23 oldugu, bunu blaoxa-235 ve blaoxa-24’in izledigi, blapxa.-
ss genine sahip sus bulunmadigi goriilmiistir (Tablo12). Ilging olarak biitiin
antibiyotiklere duyarl oldugu tespit edilen 8 A.baumannii susundan 6’sinda PZR ile
arastirdigimiz direng genlerinden hig birisini bulamadik.
Karbepenemazlar disindaki diger beta-laktamazlarin dagilimi  yine PZR ile
sorguladigimizda, her iki merkezde de en sik tespit edilen ESBL geninin TEM geni
oldugunu bunu her iki merkez i¢in de NDM takip ettigini gordiik. Adana Sehir
Hastanesinden aldigimiz kolistin direncli izolatlarda TEM siklig1 %61,5 ‘iken kolistin
duyarl izolatlarda TEM pozitifligi %35 olarak tespit edildi (Tablo 12, Sekil 4).
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Tablo 12. Beta-laktamaz gen dagilimi

Genler Adana Sehir H Mersin Univ.H Toplam
Say1/% Say1/% Say1/%
blaoxa-23 74 /86 65/ 91,5 139/ 88,5
blaoxa-24 10/ 11,6 9/ 12,7 19/ 12,1
blaoxa-23s 53/ 61,6 23/32,4 76/ 48,4
NDM 5/'5,8 15/21,1 20/ 12,7
TEM 37/43 19/ 26,8 56/ 35,7
100
90
80
70 M oxa-23
60 [ oxa-24
50 [ oxa-235
40 CINDM
30 COTEM
20
10
0
Adana Sehir H. mersin Gniversitesi H.

Calismada kolistin direng genlerinden pmr-A, Adana Sehir hastanesinden izole

edilen orneklerin 80 tanesinde(%93), Mersin Universitesi Hastanesinden gelen

Sekil 4. Betalaktamaz Dagilimi

orneklerin 70 tanesinde (%98,6) tespit edilmistir.

Diger taraftan yine farkli multiplex ve uniplex PZR ile izolatlarda AME
genlerinden ant-3, aphA-1(aph(3)1), aphA-6(aph(3)6), aadA-1, aadB(aad(2)1a, aacC-
I(aac(3)la) ve armA metilaz gen dagilim ve varligini arastirdigimizda en yiiksek
oranda armA metilaz geninin suslar arasinda goriildiigiinii tespit ettik. Bunun yanisira
en sik goriilen AME geninin ise aph(3)1 (%49) oldugu tespit edildi. Adana Sehir
Hastanesinden gonderilen 6rneklerde %2.3 ve % 3.5 oranlarinda tespit ettigimiz ancak
Mersin Universitesi Hastanesi &rneklerinde bulamadigimiz aadAl, aad(2)la genleri

izolatlar arasinda en diisiik siklikta tespit edilen AME genleri olmustur.(Tablo 13, Sekil

5)

40




Tablo 13. Aminoglikozid direng genleri dagilimi

Adana sehir Mersin iiniversitesi Toplam
Genler hastanesi pozitif hastanesi pozitif
ornek sayisi ornek sayisi
armA 56/ 65,1 51/71,8 107/ 68,2
ant-3 22/ 25,5 13/18.3 35/22,2
aadAl 2/23 0 2/1.3
aacCl(aac(3)1a 29/ 33,7 2/2,8 31/19,7
aadB(aad(2)1a 3/3,5 0 3/1,9
aph-1(aph(3)1 43/ 50 34/48 77/49
aph-6(aph(3)6 25/29 11/154 36/22.9
Aminoglikozid direng genleri dagilimi
% 718 68,2
70 651 ‘
marmA
60
W ant-3
50
W aphAl
40
aphA6
30
W aadAl
20 M aadB
10 M aacCl
0

Adana sehir H.

TOPLAM

Sekil 5. Aminoglikozid direng genleri dagilimi

Antibiyotikler, dezenfektanlar ve toksik boya maddelerine karsi1 direng de

onemli rol oynadiklar1 bilinen eflux pompa mekanizmasi ile iligskili genlerin varligi,

miktar1 veya bu genlerde olusan mutasyonlarda ¢alismamizda PZR bazli yontemler ile

degerlendirilmistir. Biz bu baglamda ade-C genini her iki merkezden izole edilen biitlin

suslarda mevcut oldugunu gordiik. Diger eflux pompa genlerinden; ade-B %96,8 orani,

ade-R 95,5 orani, ade-A 90,4 orani

edildi (Tablo 14, Sekil 6)
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ve ade-S 74,5 orani ile degisen sikliklarda tespit



Tablo 14. Eflux pompa genlerinin dagilimi

Genler Adana sehir Mersin iiniversitesi toplam
hastanesi hastanesi

ade-A 74/86 68/ 95,7 142/ 90,4

ade-B 83/ 96,5 69/ 97,1 152/ 96,8

ade-C 86/100 71/100 157/100

ade-R 83/ 96,5 67/ 94,4 150/ 95,5

ade-S 58/ 67,4 59/83 117/ 74,5

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Eflux pompa genlerinin dagilimi

Adana sehir
hastanesi

mersin sehir toplam
hastanesi

M ade-A ade-B ade-C ade-R ade-S

Antibiyotik direnci muhtemel salgin suslarinin tespiti amaci ile A4.baumannii
suslarmi klonal iliskiler yoniinden PFGE ile degerlendirdigimizde 157 A.baumannii
izolatinin 79 farkli pulsotip olusturduklarini gordiik.
birbiriyle ayni1 profili gosteren >2 sus icerdigi belirlendi. Kiimelerin genisliginin 2—10
sus arasinda degistigi ve 14 farkli PFGE grubu oldugu gosterildi. Kiimelesme oran1 56,9
olarak hesaplandi. Pulsotipler arasindaki benzerlik orani >%85 alind1 ve 8 susun

benzersiz/unique oldugu, 149 (%94,9) susun ise birbirleriyle iliskili 14 grup igerisinde

Sekil 6. Eflux pompa genlerinin dagilimi

toplandig1 kaydedildi (Sekil 7).

PFGE kiimeleri incelendiginde biiyiik kiimenin,43 tiyeli C kiimesi oldugu, bunu

sirastyla 27 ve 21 iyeli G ve D kiimelerinin izledigini gordiik. Tiim antibiyotiklere
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Pulsotiplerden 29 tanesinin




duyarli 8 izolatin 5 ‘i unique iken, 3’1 diger suslarla klonal iligkisi bulunan kiimelerde
yer aldi. Klonal iliskinin bulunmadig1 izolatlarin tamaminin poliklinik hastasi oldugu,
klonal iligki bulunan 3 izolatin ise sirasiyla Gogiis hastaliklar1 servisi, yenidogan yogun

bakim servisi ve infeksiyon polikliniginden geldigi tespit edildi.
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Sekil 7. Calismada degerlendirilen A.baumannii izolatlarna iligkin PFGE dendogrami
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Sekil 7(Devami). Calismada degerlendirilen A.baumannii izolatlarina iliskin PFGE dendogramu.
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Sekil 7(Devam). Calismada degerlendirilen A.baumannii izolatlarina iliskin PEFGE dendogramu.

PFGE ile degerlendirilen 6rneklerin gonderildikleri merkezlere gore klonal iliski
degerlendirilmesini de yaptik. Adana Sehir Hastanesi’nden 2017-2018 yillarinda izole
edilen 88 izolattan, blapxa-si pozitifligi bulunan 86 sin1 PFGE ile tiplendirdik. PFGE
dendrogrami sekil 8 ’de goriilmektedir. Bu verilere gore izolatlar arasinda 45 farkh
pulsotip tespit edildi. Pulsotiplerden 19 tanesinin birbirleriyle ayirt edilemez, % 100
iligkili, en az 2 izolat i¢erdigini gordiik. Kiimelesme oranini % 57,2 olarak hesapladik.

Pulsotipler arasindaki benzerlik oranint >%85 olarak aldik ve 1 susun klonal yonden
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ilintisiz oldugu, 85 susun ise birbirleriyle iliskili 5-7 {iyeli 12 kiime igerisinde toplandigi
kaydettik. (Sekil 8) PFGE kiimelerinden en biiyiigii 15 iiyeliydi. Orneklerin alindig
kliniklerle karsilastirildiginda, Tiim YBU izolatlarinin en yiiksek dagilimla 30,9
(n=22/71) smin C kiimesine dahil oldugunu, servislerden gelen 6rneklerden izole edilen
suslarin ise %30.7 sinin D grubunda yer aldigini, ancak hig birisinin C kiimesinde yer
almadigin1 gordik.

Nefroloji kliniginde yatirilarak takip edilen bir hastanin es zamanli olarak alinan
kan (A57) ve idrar 6rnegi(AS8) izolatlarinin % 100 iligkili olduklarmni gordiik. Yine
cocuk YB kliniginden 20 giin arayla aliman ayni hastaya ait balgam (A61, A67)
orneklerinden izole edilen suslar, Anestezi YB da yatan bir hastadan ayni anda alinan
kateter (A7) ve aspirat (A12) 6rneklerinden izole edilen suslar, Dahiliye yogun bakim
tinitesinde takip edilen bir hastadan da ayni1 anda alinan aspirat (A75) ve her iki koldan
es zamanli alinan kan orneklerinden izole edilen (A78,A81) suslar, ayni iinite takip
edilen bir bagka hastadan da ayni1 anda alinan aspirat (A20) ve kan (A21) 6rneginden
izole edilen suslarin %100 iligkili oldugunu gordiik. Bunun yan1 sira Anestezi YB da
ayn1 hastadan alindig: tespit edilen iki kan 6rneginden {iretilen izolatlarin (A24, A49)
tamamen farkli gruplarda yer aldigini, izolat bilgilerine bakildiginda antibiyotik
duyarlilik kaliplarininda tamamen farkli oldugu ve iki 6rnek alimi arasinda 20 giin
oldugu tespit ettik. Bunu reaktivasyondan ¢ok reinfeksiyonu gosteren bir sonug olarak
degerlendirdik. Benzer sekilde Cocuk Hastaliklar1 servisinde yatan bir hastadan
31.12.2017 tarihinde alinan yara kiiltiiriinden izole edilen sus ile ayni hastadan
10.08.2018 tarihinde alinan kan 6rneginden izole edilen sus tamamen farkli kiimelerde
yer alirken, bu iki susun antibiyotik duyarlilik kaliplar1 ve MLST ile kiimlenmesi de
farkli idi. Agustos ay1 igerisinde alian kan 6rnegi izolatinin ayni ay igerisinde alinan
yogun bakim iiniteleri izolatlarinin yogun olarak kiimelendikleri C3 kiimesi i¢erisnde

yer aldigin1 gordiik.
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Dice (Opt:1.00%) (Tol 1.1%-1.1%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
pfae

pfge

|
I

Sekil 8. Calismada degerlendirilen Adana Sehir Hastanesi 4.baumannii izolatlarina iliskin PFGE

dendogram

47

A51



Mersin Universitesi Hastanesi’nden 2017-2018 yillarinda izole edilen 72 izolatin
blapxa-s1 pozitif bulunan 71’inin klonal iligkileri yoniinden PFGE ile degerlendirdik.
PFGE dendrogram sonucunu sekil 9°da gosterdik. Bu verilere gore izolatlar arasinda 40
farkl pulsotip tespit edildi. Pulsotiplerden 12 tanesinin birbirleriyle ayirt edilemez, yani
% 100 iligkili, profil gdsteren en az 2 susa sahip oldugunu gordiik. Benzer sekilde
Pulsotipler arasindaki benzerlik oran1 >%85 olarak aldigimizda 8 susun klonal yonden
ilintisiz oldugunu, 63 susun ise Izolatlarin iiye sayilarinin 2-6 sus arasinda degisen
birbirleriyle iligkili 6 biiyiik kiime icerisinde toplandig1 kaydettik (Sekil 9).

PFGE kiimelerini incelendigimizde en genis kiimenin 25 sustan olustugu
gordiik. Orneklerin alindign  kliniklerle kiimelesmenin korelasyonunda YBU
izolatlarinin % 52.5 inin (n=21/40) G kiimesinde yer aldiklarinikliniklerden gelen
ornek izolatlarmin ise %50 sinin C kiimesine dahil oldugu tespit ettik. Polikliniklerden
alman orneklerden izole edilen suslarin ¢ogunlukla klonal ilisikinin olmadiklarini ve
farkli kiimelere dagildiklarini gordiik.

YBU sinde takip edilen bir hastanin safra drnegi izolat1 (M46) ile aym hastadan
alman kan ornegi izolatinin(M52) birbirleri ile % 100 iliskili olduklarin1 gordiik.
Benzer sekilde farkli iki serviste bir ay arayla yatirilarak takip edilen bir hastanin idrar
orneginden iiretilen izolatlarinin (M55,M72) da birbirleriyle %100 benzerlik gosteren
iligkili suslar olduklarin1 gordiik. Diger taraftan noroloji kliniginde takip edilen bir
hastanin bir ay ara ile alinan trakeal aspirat ornekleri izolatlarinin, farkli antibiyotik
duyarlilik profillerine sahip olduklari, tamamen iliskisiz PFGE kiimelerinde yer
aldiklari, ikinci ornek izolatinin daha fazla direng genine sahip olup, en biiylik PFGE

kiimesi igerisinde yer aldigini1 gordiik.
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Dice (Opt:1.00%) (Tol 1.1%-1.1%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]
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Sekil 9. Calismada degerlendirilen Adana Sehir Hastanesi 4.baumannii izolatlarina iliskin PFGE
dendogram
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Calismaya dahil edilen 157 A. baumannii izolatinin, PFGE ile % 100 benzerlik
orani gosteren iliski suglardan 28’1 ile farkli kiimelerden rastgele sectigimiz 13 izolati,
pubMLST sayfasinda verilen 7 housekeeping gen polimorfizmi ydniinden arastirdik.
Suslardan izole edilen DNA orneklerinde hedef genlerin tespiti i¢in dnce PZR yaptik.
PZR sonugclart gekil 10 da gosterildi. PZR sonucunda amplikonlarin tamamina her bir
gen i¢in dizi analizi yaptik.

Izolatlardan 3 tanesi disindaki tamaminin ST-2 klonuna ait olduklarmi tespit
ettik. Farkli olan 3 izolattan 2 sinin ST-718, birisinin ise ST-158 klonuna ait oldugunu
tespit ettik. izolatlara ait 7 house keeping gen alleli ve ST leri tablo 15 de gdsterilmistir.

Ayni hastadan alman ornekler icinde aynt PFGE pulsotiplerinde kiimelenmis
olan izolatlarin ST si de ayni ¢ikarken, ayn1 hastadan farkli zamanlarda alinan trakeal
aspirat Ornegiden elde edilen izolatlarin farkli PFGE pulsotipinde ve farkli ST
olduklarmi gordiik. ST158 klonuna ait ¢ikan tek izolat (M16) ndroloji servisinde yatan
bir hastadan alinan TAK o6rneginden izole edilmisti ve aminoglikozidlere, seftazidime
duyarli, imipenem ve meropeneme direncli bulunmustu. Ayni hastadan 1 ay sonra
yeniden alinan TAK Orneginden izole edilen A.baumannii izolatinin (M11)
aminoglikozidlere, seftazidime, ve karbapenemlere direngli ve ST2 klonuna ait
oldugunu gordiik. Yani bu bulgu hastada bir ay ara ile infeksiyon sorumlusu olan
izolatin bir reaktivasyona degil re infeksiyona isaret ettigini diisiindiik. Bu yontemin

ayirim giicli kadar siireveyansin dnemini gosteren ciddi bir delildir.

50



CEREEELTTEEL "

- - w-d‘“.‘t..‘m--.

— i ———— ok ——

e ledalatt L LT Ty

el A A L L X 2 2 1 X 1)

E) F)

Sekil 10. cpn60 geni PZR sonuglar B. fis4 geni(iistte) GltA geni(altta) PZR sonuglar1 C. pyrG geni PZR
sonuglar1 D. recA geni PZR sonuglar E. rplB geni PZR sonuglari F.rpoB geni PZR sonuglar1
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rpoB ST PFGE

rplB

Tablo 15. Her bir susa ait gen allelleri, sekans tipleri, PFGE gruplar1

Ornek

recA

fusA gltA pyrG

cpn60

no

718 A4

718

30
30

A3

Ad

AS

K5

2

2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
g
2
2
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A6
A10
Al4
Al8
A20
A21
A22
A24
A25
A33
A34
Ad44
A49
AS7
AS8
A65
A73
A7S5
A78
A81
AS88

K4

K5

(0]

2

12
12

(0]

2
2
2
2
2
2
2
2

(0]

02

H3

H5

K16

Ml

J12

J12

K4

7
I8
J8
I8

M5

J21

M8
M11

K17

J16
I3

J11

J11

M15

158

14

13
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M16

2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2

M17

M18

124

M30

J16

M37

J16

M40

MS2

J18

J10

M54

J4
J20

MSS5S
Mo60

Mo66

J4

J6

J6
124

Me68
M70

M71

J4

M72
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Tablo 16. 2 merkezden toplanan 6rneklere ait bilgiler ve her 6rnek icin elde edilen veriler. Antibiyotik direnc verileri hastanelerin kendi sistemleriyle elde

edilmis verilerdir.

ORNEK PFGE ORNEK CINSIYET YAS SERVIS ORNEK CAZ CIP STX GEN MEM AK IMP COL Direng Genleri OXA
NO TARIHI TURU 51
Al Al 27122017 E 41 DAH.YB ASPIRAT R R R R R R R >4 oxa23, oxa235, TEM, arm-A, aph-Al, ant-3 +
A2 10.11.2017 E 5 C.HEMA.YB KAN H H H H H H H >4 -
A3 K1 31.122017 E 6 COCUK HAST.  YARA R R R H R R R 4= oxa23, aphA6 +
A4 D3 21.122017 E 78 CERRAH.YB ASPIRAT R R H R R R R 4= oxa23,ant-3, +
A5 K1 17.01.2017 K 51 BEY.CER. YB ASPIRAT R R R H R R R 4= oxa23, oxa235, armA,aphA6, +
A6 3 02.02.2018 E 75 DAH.YB ASPIRAT R R R R R R R >4 oxa23, TEM,aphAl, ant3 +
A7 Fl 01.02.2018 K 63 ANESTEZi YB  KATATER R R R R R R R >4 oxa23, oxa235, TEM,aphA1, aphA6, ant3 +
A8 3 04.02.2018 K 90 ANESTEZI YB  ASPIRAT R R R R R R R = oxa23, oxa235, TEM, armA, aphA1l, ant3 +
A9 Cl6 05.02.2018 E 69 ANESTEZI YB  ASPIRAT R R R R R R R >4 oxa23, oxa235, TEM, armA, aphAl, aphA6, +
A10 C3 03.02.2018 E 58 DAH. YB KAN(SAG) R R R R R R R >4 oxa23, oxa235, TEM, armA, aphAl, +
All N1 07.022018 K 69 DAH. YB ASPIRAT H R R R R R R = oxa23,0xa235, ant3, aacC1l +
Al12 F1 04.02.2018 K 55 ANESTEZi YB  ASPIRAT R R R R R R R >4 oxa23,0xa235, TEM, armd, ant3, +
Al3 3 10.02.2018 E 69 DAH YB ASPIRAT R R R R R R R >4 oxa23, oxa235, TEM, armA,aphAl, ant3, +
aacCl
Al4 [ox} 11.022018 E 60 DAH YB KAN SAG R R R R R R R >4 oxa23,0xa24, oxa235, TEM, armA, aphAl, +
ant3,
Al5 20.02.2018 K 2 GOCUK YB ASPIRAT H H OH R H R H >4 -
Al6 RI1 21.022018 K 62 GOG.HST SER. BALGAM R R R R R H R >4 oxa23, oxa235, TEM, ant3, aacC1 +
A17 Cl4 23.03.2018 E 77 ANESTEZi YB  ASPIRAT R R R R R R R <4 oxa23, oxa235, TEM, aphAl, aphA6, ant3, +
Al18 Pl 27.02.2018 K 66 ANESTEZI YB  YARA R R R R R R R >4 o0xa23,0xa24, 0xa235, TEM, aphA6, ant3, +
aacCl
A19 E3 09.03.2018 E 67 DAH YB ASPIRAT R R R R R R R >4 oxa23,0xa24, oxa235, TEM, armA, aphAl +
A20 El 05.042018 K 76 DAH YB ASPIRAT R R R R R R R 4= oxa23, oxa235, TEM,armA, aphAl +
A21 El 05.04.2018 K 76 DAH YB KAN SOL R R R R R R R 4= oxa23,0xa235, TEM,armA, aphAl, ant3, +
A22 Pl 09.04.2018 K 77 ANESTEZI YB  ASPIRAT R R R R R R R 4= oxa23, oxa235, aphA6, aacCl +
A23 S1 27.042918 E 62 ANESTEZIYB  ASPIRAT R R R R R H R 4= oxa23, oxa235, aphAl +
A24 Pl 23.042018 E 49 ANESTEZI YB  KAN SAG R R R R R H R >4 oxa23,0xa235, armA, aacCl +
A25 P2 24.04.2018 K 89 ANESTEZi YB ASPIRAT R R R R R R R >4 oxa23,armA,aphA6, aacC1l +
A26 Cl4 30.05.2018 K 49 ANESTEZi YB  ASPIRAT R R R R R R R <2 oxa23, TEM, armA, aphA1, aphA6, +
A27 D5 30.05.2018 E 54 ANESTEZi YB  ASPIRAT R R R R R R R <2 Oxa23, oxa235, armA, +
A28 C17 29.05.2018 K 73 DAH YB ASPIRAT R R R R R R R <2 Oxa23, oxa235, armA +
A29 A3 30.05.2018 K 52 BEY.CERR YB  ASPIRAT R R R R R R R <2 Oxa23, TEM, armA, aphAl +
A30 Al 30.05.2018 E 76 ANESTEZi YB  ASPIRAT R R R R R R R <2 Oxa23, TEM, arma +
A31 A3 30.05.2018 E 22 BEY.CERR YB  ASPIRAT R R R R R R R <2 Oxa23, oxa235, TEM, armA, aphAl, aphA6, +
A32 Al 31.052018 E 65 DAH YB ASPIRAT R R R R R R R <2 Oxa23, TEM, armA, aphAl +
A33 A2 01.06.2018 E 73 KVC YB ASPIRAT R R R R R R R <2 Oxa23, 0xa235, aphAl, aphA6, +
A34 A4 01.06.2018 E 85 ANESTEZi YB  ASPIRAT R R R R R R R <2 Oxa23, oxa235, armA, aphAl, aphA6, +
A35 D6 01.06.2018 E 41 ORG.NAK.SER  IDRAR R R R R R R R <2 Oxa23, oxa235, armA, +
A36 A3 04.06.2018 K 64 ANESTEZi YB  ASPIRAT R R R R R R R <2 Oxa23, oxa235, armA, aphAl +
A37 A3 04.06.2018 E 75 BEY.CERR YB  ASPIRAT R R R R R R R <2 Oxa23, 0xa235, armA, aphAl +
A38 AS 04.06.2018 E 62 DAH YB BALGAM R R R R R R R <2 oxa23, armA, +
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5-TARTISMA

Saglik bakim hizmeti veren tesisler i¢inde, hastaneler ve 6zelikle immun
yetmezligi olan, kritik hastalarin izlendigi YBU'leri, ¢oklu ilag direngli bakterilerin
ortaya c¢ikmasi ve yayillmasi i¢in en uygun ortamlardir. Antibiyotiklerin ve
dezenfektanlarin irrasyonel kullanimi sonucu gelisen CID bakteri klonlar1 hastanelerde,
kontamine dezenfektanlar ve hastaya uygulanan sivilar, hastaya hizmet veren
asemptomatik tasiyici saglik personeli, diger hastalarla direkt ya da indirekt temas ve
nihayet kontamine hastane ekipmanlar1 aracilif1 ile tan1 veya tedavi amaci ile steril
viicut alanlarina miidahale edilmis kritik hasta gruplarinda kolaylikla kolonizasyon ve
infeksiyon sansi yakalamaktadir. Hastanin hastanede kalis siiresi, uygulanan invaziv
girisimin tiir ve siiresi ile daha 6nce hastanede yatis ykiisiiniin bulunmasi gibi sebepler
CID suslar ile infeksiyon riskini artirmaktadir. Ampirik veya irrasyonel kullanilan
antibiyotikler tedavi siiresince direng gelisimi ve direngli klonlarin ¢ogalarak
infeksiyona hakim olmasina ve infeksiyonun prognozunun degismesine sebep olurlar.
Antibiyotik tedavisi sirasinda spontan ve indiiklenmis mutasyonlar yolu ile veya
plazmidler ve transpozonlar gibi mobil genetik elemanlar araciligi ile direng genlerinin
horizontal veya vertikal yolla kazanilmasi sonucu ortaya ¢ikan diren¢li veya direng
gelistiren klonlarin infeksiyon alaninda persiste ederek cogalma ve yayilmalari,
SHIE’lardaki artmis insidanslarinin sebebidir. Ulke igerisi ve iilkeler arasi insan
hareketlerinin, farkli sebeple, arttig1 giiniimiizde bir hastada ve/ veya bir hastanede
ortaya c¢ikan direngli klonlar kisa bir siire igerisinde, diger hastalar, hastanedeki
servisler, il ve bolgedeki hastaneler, iilke geneli ve iilkeler arasinda, yayilabilmekte ve
toplum saghgn icin global bir tehdit haline gelebilmektedir.””'"** Giiniimiizde
gelismislik farki gozetmeksizin tiim diinyada hastanelerde verilen nitelikli, ytliksek
teknolojiye ve bilgi birikimine dayali saglik hizmetlerinin kalitesini tehdit eden
SHIE’larin insidansi igerisinde A baumannii oraninin, diinya genelinde %3-17,
Tirkiye’de ise %5-15 arasinda degistigi  bilinmektedir."”>"*® YBU’de goriilen
SHiE’larinda bu oran % 20’lere kadar ¢ikmaktadir.’” Asinetobakter tiirleri de ¢ok
diisiik virtilansa sahip olmalarina ragmen yiiksek morbidite ve mortalite oranina sahip
infeksiyonlar olusturmasi, bu mikroorganizmanin bilinen biitiin diren¢ mekanizmalarini

kullanarak kisa siirede antibiyotiklere diren¢ kazanabilme yetenegidir. Bu sebeple
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ozellikle karbepenem direncli A.baumannii, DSO tarafindan “’&ncelikli ya da kritik-1"’
olarak tanimlanmistir. Amerikan Enfeksiyon Hastaliklar1 Dernegi ise A4.baumannii’yi
SHIE’den sorumlu 6 &nemli patojenden (ESCAPE) biri olarak tamimlamistir. Bu
baglamda Avrupa iilkeleri igerisinde A.baumannii suslar1 arasinda  en yliksek direng
oranlari; Tiirkiye, Yunanistan, Italya, ispanya ve Ingiltere den bildirilmistir.”® CIiD
A.baumannii klonlarinin hastane digina da taginmalari, bu klonlar1 hastane popiilasyonu
kadar hastane dis1 popiilasyon i¢inde risk haline déniistiirmiistiir.’

Giiniimiiz de SHIE etkenleri siralamasinda ilk swrayr % 37.25 oranla
Enterobacteriaceae ailesi tiirleri almaktadir. Ancak Asinetobakterlerin etken olarak izole
edildikleri klinik birimler ve infeksiyon lokasyonlari ¢alismalar arasinda farkliliklar
gostermekle birlikte 4.baumannii tiir olarak tek basimna %?20’lere ¢ikan insidans oranina
sahiptir. Ventilator iliskili pndmoniler (VIP) basta olmak &zere bakteriyemi, sepsis,
tiriner sistem enfeksiyonlari, deri-yumusak doku enfeksiyonlari, menenjitis, peritonitis,
konjunktivitis, osteomiyelitis ve sinovitis, A.baumannii klonlarinin etken patojen olarak
en sik izole edildikleri SHIE’lardir.”®"**° Asinetobakter enfeksiyonlar: iilkemizde daha
cok ventilator iliskili pndmoni etkeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir."

Ozdem ve arkadaslari, klinik yakinmasi olan hastalara ait drneklerden izole
ettikleri 465 Asinetobakter susunun; 274 (%58.4)'linii yogun bakim {initelerinde takip
edilen hastalardan, 141 (%30.3)'ini diger kliniklerde yatan hastalardan, 49 (10.5)'unuda
polikliniklerde takip edilen hastalardan alinan orneklerden izole ettiklerini
bildirmislerdir. Bu grup izolatlarin; 184 (%39.5)"liniin trakeal aspirat, 92 (%19.7)'sinin
yara yeri, 70 (%15)'inin kan, 40 (%8.6)'min idrar, 79 (%16.8)'unun ise balgam,
bronkoskopi sivisi, apse, kateter ucu, BOS, torakosentez gibi diger drneklerden izole
ettiklerinin belirtmiglerdir.'>®

Hacettepe {iniversitesi Tip Fakiiltesinde yapilan bir ¢alismada; klinik
orneklerden izole edilen A.baumannii suslarinin = %30.5’inin dahiliye yogun bakim
tinitelerinde, %52.4’{iniin cerrahi yogun bakim iinitelerinde, %11’inin yanik {initesinde
ve %6.1’inin de acil servislerde takip edilen hastalara ait orneklerden izole edildigi,
ancak invaziv 6rneklerden 4.baumannii suslarinin izolasyon sikliginin kan kiilttirlerinde
% 89 ile ilk sirada yer aldigi bildirilmis, sepsis-A.baumannii iliskisine dikkat

cekilmistir.'
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Bizim ¢alismamizda da iilkemize ait sonuclarini paylasan her iki merkezle de
benzer sekilde, A.baumannii izolatlarinin en biiyiikk kismini, %70.6 orani ile yogun
bakim tinitelerinde izlenmekte olan hasta 6rneklerinden elde edilmistir . Bu oranimiz %
58.4’lik Ozdem ve arkadaglarina ait orandan yiiksek, %88.7°lik Hacettepe
Universitesine ait ¢calismadan diisiiktiir. Bizim 6rneklerimizin % 33.1’u reanimasyon
hastalarina aitti. A.baumannii izolatlarimizin; %38.8 ini TAK, %17.2 sini yara, %15.9
ini kan, %11.5 ini idrar, %8.9 unu balgam %7.6 sin1 da safra, doku plevral sivi BOS ve
kateter gibi diger klinik 6rneklerden izole edilmisti. Bulgularimiz bizim gibi genis hasta
gruplar1 ile ¢alisan Ozdem ve arkadaslarmm bulgulan ile biiyiik dlgiide benzerlik
gostermektedir. Ancak Hacettepe calismasinda daha secilmis hasta grubuna ait sonuglar
verilmis olup verileri bizim verilerimizden Ozdem ve arkadaslarmin verilerinden
farkhidir.

SHIE’da A.baumannii suslarmi tehdit haline getiren antibiyotiklere kars
gosterdikleri direngtir. Bu baglamda bu mikroorganizmalardaki en 6nemli direng
mekanizmalarindan birisi “Genisletilmis spektrumlu B-laktamaz (ESBL)” iretimidir.
KPC' ler, GES tipi A smifi karbapenemazlar, TEM ve SHV beta-laktamazlar
A.baumannii' de izolatlarinda da tammlanmustir.'* Ancak D smifi karbapenemazlar ve
oksasinazlar, A.baumannii suslarinda en sik goriilen karbapenemazlardir."**'®" Akdeniz
iilkelerinde  karbapenem direngli A.baumannii izolatlar1 arasinda blapxa-ss
karbapenemaz geninin baskin oldugu bildirilmistir.'®® Ancak 2009 yilindan sonra
Tiirkiye’nin de igerisinde oldugu Akdeniz {ilkelerinin ¢ogunda balgam izolatlarinda
blaoxasgeninin  blaoxa.ss geni ile yer degistirdigi bildirilmistir.'®'** Insidansda
bildirilen bu yer degisikligi, blaoxa-23* lin blapxa-ss’e gore daha yliksek karbapenemaz
aktivitesi gostermesine, antibiyotik baskisinda klonal seleksiyonla persiste eden ve
yayilan klonlar yaratmasina baglanmustir.'®'* Diger taraftan  p-laktam grubu
antibiyotiklere diren¢li A.baumannii klonlarinda bugiine kadar; IMP benzeri, VIM
benzeri, SIM benzeri ve NDM' ler olmak {lizere dort farklh MBL grubu
tanimlanmustir.'*°

Son yillarda, Ulkemiz izolatlarinda da GES-11'in goriildiigii, baz1 izolatlarda,
OXA23 ve GES-11'in birlikte sentezlendigi bildirilmis ve bu suslarin diinya capinda
dagilmis klon II grubunun bir parcasi olan ST2'ye ait oldugu ileri siiriilmiistiir. Iran’da

Abdar ve arkadaglar1 yaptiklar1 bir ¢alismada ESBL-pozitif 4.baumannii suslarinin %
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42'sinde TEM  geni tespit ettiklerini  ancak SHV  genleri bulamadiklarini
bildirmislerdir.'*%'%

Beris ve arkadaslar1 2016 yilinda yayinladiklar1 calismalarinda; 519 klinik
A.baumannii izolatinda blaoxa-s;, CTX-M1, CTX-M2, TEM, SHV, GES ve VIM tipi
beta-laktamaz geninin varligint PCR bazli yontemler kullanarak aragtirdiklarini,
izolatlarin tamaminin blapoxa.si pozitif oldugunu, en yaygin tipin % 55.7 oram ile
TEM1 oldugunu bunu % 12.1 ile CTX-M2, % 8.1 ile CTX-M1, % 7.7 ile SHV ve % 1.5
ile GES’in izledigini tespit ettiklerini bildirmislerdir.'®®

Sarikhani ve arkadaslar1 fran’da 2017 yilinda 108 klinik izolat ile yaptiklar1 bir
calismada; 97 KRAB izolatin 80(%82.47) inde blapxa-23, 54(%55,67) sinde blaoxa-ss,
22 (%22.68) sinde blaoxa-a0, 14(%14.43) izolatta ise blaoxal43 tespit ettiklerini
bildirmislerdir.'®

Yine Fas’ta Uwingabiye ve arkadaslarinin ayni yil yaptig1 bir ¢calismada 36’s1
cevre izolati, 47’s1 klinik O6rnek izolati olan toplam 83 A.baumannii susu
karbapenamazlar yoniinden degerlendirilmis ve izolatlarin tamaminda blapxa-23 tespit
edildigi, 27 izolatta blapxa-3 ile NDM1’in, 2 izolatta ise blaoxa-23 ile blapxa-24 birlikte
gordiiklerini ancak test izolatlarin higbirisinde blapxa-ss genini tespit edemediklerini
bildirilmisler, NDM1 oraninin ¢evresel izolatlarda klinik izolatlardan fazla oldugu
vurgusunu yapmuslardir. Izolatlarm PFGE analizi ile 2 pulsotipe dagildiklarini, siklik
sirasina gore ilk pulsotipin ST195 ikinci pulsotipin ise ST 1089 a ait oldugunu
bildirmislerdir.'”

Savari ve arkadaslari ise yine 2017 de KRAB izolatlarinda antibiyotik direncinin
molekiiler mekanizmalarini arastirdiklar1 ¢alismalart sonunda degerlendirdikleri suglarin
tamaminda TEM pozitifligi tespit ettiklerinin, blaoxa-23’iin - %83.7 orani ile en sik tespit
edilen karbapenamaz oldugunu, bunu %12.2 ile oxa-40’1n takip ettigini ancak oxa-58,
oxa-143, IMP, VIM, SIM ve NDMI tespit edemediklerini bildirmislerdir.171

Alkasaby ve arkadaslar1 ise KRAB izolatlarinda en sik tespit ettikleri metollo-
betalaktamazin %95.7 oranmi ile IMP oldugunu bunu, %47.1 oram ile SIM’in takip
ettigini bildirmislerdir. Calismada TEM’in de en sik tespit edilen ESBL tipi oldugunu
belirtmislerdir.'™

Zhang ve arkadaglarinin 2017 de yayimlanan calismasinda ise duyarli suslarda

IMP %25, TEM % 685, blaOXA_23 % 188, blaOXA_24 % 37.5, armA % 12.5, aph3 % 63,
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ant-3 % 6.3 bulunurken indiiklenmis direng¢li suslarda IMP % 27, TEM % 81.1,
blaoxa-23 % 64.9, blaoxa-24 % 37.5, arm-A % 90.9, aph-3 % 54.5, ant-3 % 81.8 tespit
edildigi bildirilmistir. Rapor da ila¢ indiiksiyonundan once ve sonra direngli genlerin
tasima oranlar1 arasinda blaoxa-24, TEM-1 ve IMP hari¢ digerlerinde anlamli artislar
gosterdiginin PCR verileri ile desteklendigi soylenmistir.'”

Ulkemizden Telli ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alisma sonunda KRAB izolatlarinda
diren¢ gen profilini degerlendirdikleri ¢alismalarinda izolatlardan %78’inin blapxa-23, %
12’sinin blapxa-ss genine sahip oldugunu blapxa-24 genine sahip suslarinin olmadigini
bildirmislerdir. Ayrica izolatlarin % 54’iinde sadece blapxa-s1 gen pozitifligi
gormelerine karsilik 4 izolatda blaoxa.2z ve blaoxa-ss direng genlerinin birlikte
bulundugunu belirtmislerdir. Bu grup IMP, VIM, GIM, SPM, SIM genlerinin hicbir
susta pozitif olmamasina karsilik bir sus ta NDM-1 direng geni bulduklarini da
bildirmislerdir.'™

Kiilah ve Metan 2010 ve 2013 yillarinda 145 ve 100 KRAB klinik izolat1 ile
yaptiklar1 ¢aligmalarinda blaoxa23 bulamadiklarini sirasi ile % 78 ve % 52 oraninda
blaoxa 58 betalaktamaz geni tespit ettiklerini bildirmislerdir.'”>'"

Bizim test izolatlarimiz da en sik tespit ettigimiz karbapenamaz geni % 88.5
orani ile blapxa-23 oldu. Bunu % 48.4 oranla blapxa-235s ve % 12.1 ile blapxa-24’1in takip
ettigini gordiik. Izolatlarimizin hi¢ birisinde blaoxa.ss ve blaoxa-143 gen pozitifligi
yoktu. Karbepenemazlar diginda sik karsilasilan diger beta-laktamaz genlerini arasinda
ise en sik tespit ettigimiz % 35.7 oranla TEM olurken, izolatlarin % 12.7 sinde NDM
tespit edilmis ancak VIM, SIM, IMP, KPC, SHV genleri hicbir izolatta tespit
edilememistir. Bizim blagxa-»3 ile ilgili bulgumuz, Sarikhani’nin % 82.47, Savari’nin
%83.7 Telli’nin % 78’lik ve Zhang’mn %18.8 oranlarindan yiiksek olmakla birlikte
benzerlik gostermektedir. Ancak blaoxa2; bulamadiklarini bildiren  Metan ve
arkadaglar1 ile Kiilah ve arkadaslarinin bulgular ile biiyiik oranda ¢elismektedir.Diger
OXA genlerine ait bulgularimiz yine literatiirde belirtildigi gibi tlir ve oran baglaminda
farkliliklar sergilemistir.Biz, Beris, Savari, ve Alkasaby gibi izolatlarimizin hig¢ birisinde
blapxa-ss bulamazken, Sarikhani % 55.67 Telli ise % 12’lik bir sonug bildirmistir. Bu
farklilik yerelde kullanilan antibiyotik politikalarinin ve her tiirlii mekanizma ile direng
gen transferi yapma yetenegine sahip asinetobakterlerin karsilastiklar1 diger

mikroorganizmalardaki oxa gen profillerindeki farkliliklardan kaynaklantyor
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olabilecegini diisiindiik. Ancak bizim i¢in 6nemli bir siirpriz diger calismalarda
rastalamadigimiz ve iilkemizden bildirilmemis olan blaoxa235 beta-laktamaz geninin %
48.8 gibi yiiksek bir oranda, goriilmesiydi. Yine NDM-1 ve blaoxa24 gen oranlari
hakkinda bilgi veren Fas ve Zhang’in bu iki gene ait oranlarimizin ayni olmamakla
birlikte yakin olmasi idi. Bizim bdlgemizde Enterobacterecea ailesi klinik izolatlarda
NDMI varliginin Suriyeli bir hastada daha 6nce bildirilmis olmasi, insan hareketlerinin
A.baumannii gibi her ortamda ve mekanizma ile diren¢ geni aktarabilen bakteriler igin
Onemini gdstermesi agisindan da ilgingtir. Biz izolatlarimizin % 35.7’sinde TEM-1
GSBL tespit ettik. Buna karsilik Savari TEM-1’1 biitiin izolatlarda gosterdigini
bildirirken, Zhang bu orami1 duyarli izolatlarda %68.5 direngli izolatlarda ise %88.1
verirken, Beris ise % 55.7 olarak vermistir ve bolgesel siklik farkliliklariin normal
oldugu diistiniilmiistiir.

Diger taraftan  Aminoglikozid modifiye edici enzimler, =~ AMEs,
aminoglikozidlerin amino ve hidroksil gruplarinin fonksiyonlarini bozarlar ve
bakterilerde aminoglikozidlere karst dirence sebep olurlar. Bu baglamda
asetiltransferazlar, niikleotidil transferazlar ve fosfotransferazlar gibi aminoglikozid
modifiye edici enzimler aminoglikozid direncinin en yaygin sebebidir. Kisa bir siire
once 16S rRNA metilazlar; armA, rmtA, rmtB, rmtC ve rmtD’nin de direngin ortaya
¢ikisinda rol oynadigi bildirilmistir.'”” Bakterilerde bu genlerinin dagilimi bityiik dlgiide
bakteri tiiriine baghi ve aminoglikozitlerin kullanimi ile de iliskilidir.'”® Ancak 16S
rRNA metilaz armA' nin ortaya ¢ikmasi ve yayginlasmasindan bu gene sahip klonlarin,
cogalip yayilmasi ve yatay gen transferinin sorumlu oldugu ileri siiriilmiistir.'**'"

Yoo Jin Cho’ nun 2009 da Cin de yaptig1 ¢calismada 61 4.baumannii izolatinin
%88.5 inde aph3-1a, % 85.2 sinde armA, %83.6 sinda aac6, %85.2 sinde ant-3, % 14.7
sinde aacCl, tespit edilmistir.'®

Sarhaddi ve arkadaslarinin 2017 de yaptigi ve AMEs genleri ve efllux pompa
genlerini 54 izolatta arastirdiklar1 calismalarinda; izolatlarin %83.,3’iin de AME ve
efflux pompa genlerinin birlikteligini gézlemlediklerini bildirmislerdir. En sik tespit
edilen efflux pompa geni %72’lik oran ile adeB, AMEs geninin de % 85,2 orani ile
aacC1 oldugunu bunu % 81,5 ile aphA6, % 59.3 ile aadAl, % 31.5 ile aadB ve % 29.6

orant ile aphAl’in izledigini tespit etmislerdir.'®
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Biz calismamizda kullandigimiz 4.baumannii suslar1 arasinda en yiiksek oranda,
% 68.2, arm-A metilaz geninin varligini tespit ettik. Bunu siklik sirasina gore; % 49 ile
aph(3)1, %22.9 ile aph(3)6, %22.2 ile ant-3, %19.7 ile accCl, %1.9 ile aadB ve %]1.3
ile aadA1 AMEs genleri izledi.

Bizim arm-A ile ilgili % 68.2°lik bulgumuz, Cho’nun % 88.5 lik bulgusu ile
Zhang’in antibiyotikler ile indiiklenmis bakterilerdeki % 90.9’luk bulgularindan
diisiiktiir. Ancak Zhang’in 4 baumannii suslarim1 aminoglikozidler ile indiiklemeden
once ki %12.5’1lik oranindan yiiksektir. Ayn1 sekilde Zhang’in indiiklenmemis bakteriye
ait AME gen oranlar1 bizim oranlarimizdan ¢ok diisiikken bakteri indiiklendikten sonra
elde ettigi sonuglar bizim sonuc¢larimizdan yiiksektir. Bu fark restriksiyon metilasyon
enzim aktivitesinin indiiklenebilir dogasindan kaynaklanan bir sonugtur ve antibiyotik
tedavi protokollerindeki aminoglikozd grubu antibiyotiklerin kullanim siklig1 ve sekli
ile baglantilidir. Bu a¢idan degerlendirildiginde Sarhaddi ve arkadaslarinin en sik olarak
bildirdikleri AMEs geni, aacl’i biz suslarimiz da oldukg¢a diisiik oranda tespit ettik.
Diger taraftan biz ¢aligmamizda, Zhang ve arkadaglarinin %54.5 oranla 3. sirada tespit
ettikleri aph(3) genini,, alt tipleri ile aragtirdik. Sonug olarak aph(3)1’i ¢aligmamiz da
aph(3)6 dan daha yiiksek siklikta bulduk. Buna karsilik Sarhaddi ve arkadaglarinin
calismalarinda, bizim %19.7 oran1 ile 4. siklikta tespit ettigimiz aacCl, % 85.2 orani ile
en sik bildirilen AMEs’i olurken, bizim en yiiksek oranda tespit ettigimiz aph(3)! aym
calismada en diisiikk oranda tespit edilen AME olarak bildirilmistir. Daha Oncede
bahsedildigi gibi oranlardaki farkliligin sebepleri; her ii¢ merkezde uygulanan
antibiyotik kullanim politikalar1 ve 6rnek se¢iminin bir sonucu olarak izah edilebilir.

Son yillarda 4.baumannii’nin ilag¢ direncinde, aktif ila¢ pompa sistemlerinin de
etkin rol oynadigin ileri siiren ¢alismalarin sayis1 giderek artmaktadir. Bes siiper pompa
grubu arasinda, direng-nodiilasyon-boliinme (RND) sistemleri, ¢oklu ila¢ direngli
A.baumannii'de en yaygm olanlardir. RND pompalar1 tipik olarak antibiyotikler,
boyalar, biyositler, deterjanlar ve antiseptikleri igerebilen genis bir substrat araligi
sergiler. Iki bilesenli bir diizenleyici sistemi kodlayan adeRS genlerindeki mutasyonlara
sekonder olan AdeABC'nin asir1 ekspresyonu, 4.baumannii'de gili¢lii bir ¢oklu direng
mekanizmasi olusturur. Bu tiir i¢cin 6zel olan AdelJK,” da dogal direncten sorumludur.
Ancak belirli bir esigin iistiinde eksprese edilmeleri, hasta i¢in toksik oldugundan,

kazanilmis direng icin katkis1 minimumdur.'®?
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Angoti ve arkadaslar1 2016 da yaptig1 bir calismada 61 A.baumannii izolatinin
54 iinde (88.5%) adeA, 61 inde (100%) adeB, 57 sinde (93.9%) adeC tespit ettiklerini
bildirmislerdir.'®

Japoni-Nejad ve arkadaslarinin 56 A.baumannii izolatiyla yaptiklari ¢calismada,
adeA, adeB ve adeC genlerini sirastyla izolatlarin %100, %100 ve %96.5 unda
bulundugu rapor edilmistir.'**

Biz calismamizdaki izolatlarimiz da efflux pompa genleri adeC’yi %100, adeB
‘yi% 96.8 ve adeA’y1 %90.4 oraninda bulduk. Diizenleyici genlerden; adeR %95.5,
adeS ise %74.5 oraninda pozitif idi. Calismamizda adeB’yi gosteremedigimiz 4
izolattan 2 sinde sadece adeC bulunurken, diger 2 izolatta sadece adeB’nin eksik
oldugunu diger genlerin kodlandigin1 gérdiik. Bu izolatlarda efflux pompa genlerinde
mutasyon olabilecegi ya da farkli efflux pompa bilesenlerinin gorev alabilecegini
disiindiik.

A.baumannii klonlarinin epidemiyolojik 6zelliklerinin tespiti; bu suslarin
toplum ve hastanelerdeki goriilme sikliklari, antibiyotik direng profilleri ve tedavi
basarisi i¢in prediktif degere sahip sonuglarin iiretilebilmesinin yani sira, direng gelisim
ve yayiliminin kontrol altina alinabilmesi i¢in sarttir. Bu amagla tekrarlanabilirligi
yiksek PFGE ve MLST gibi yontemlerin, tek baslarima veya kombine edilerek,
molekiiler siirveyans amaci ile kullanilmasi ile ayirim giicii yiiksek kiyaslanabilir
sonuclarin elde edilmesinin miimkiin olacagi bildirilmistir. Tomaschek ve arkadaglar
2016 yilinda hem A.baumannii molekiiler epidemiyolojisi hakkinda bilgi edinmek hem
de MLST semalarin1 karsilastirmak amaci ile Almanya, Tiirkiye, isve¢ ve Polonya’da
bulunan 24 farkli hastaneden sporadik 99 asinetobakter izolatin1 degerlendirdikleri
calismalarinda; aralarinda klonal iligki tespit edilen 78 izolatin 26 PFGE kiimesinde
toplandigini, iki izolatin bir iiyeli kiimelere dagildigini tespit etmislerdir.Bu izolatlarin
Pasteur MLST tipleme semasma gore CCIl, CC2, CC15, CC25, CC157 olarak
tanimlanan 5 farkli CC kiimesi icerisine dagildiklarini, ST158 olarak tanimlanmis bir
izolatin tek iiyeli kiime olusturdugunu, 5 CC kiimesi igerisine dagilan izolatlarin ise 13
ST kiimesinin yer aldigi, bu kiimelerden en c¢ok iiyesi olanin da ST2 oldugunu
bildirmislerdir.'®

Pournaras ve arkadaslart 2000-2009 yillar1 arasinda Yunanistan’ da 11

hastaneden topladiklar1 194 farkli izolat ile yaptiklar1 calismalarinda, izolatlarmin 7
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PFGE kiimesi icerisine dagildiklarini, MLST ile de 157(% 80.9)’sinin ST-2, 36 (%
18.6)’stnin - ST-1, 1(%0.5)’inin de ST78 sekans tipine sahip oldugunu tespit
etmislerdir.'®®

Italya’da 2004 ila 2009 yillar1 arasinda 22 hastaneden toplanan 202 KRAB
izolatiin genotiplemesi yapilmustir. izolatlarin PFGE ile 6 kiime, 21 altkiime igerisine
dagildiklari, her kiime/alt kiimeden random olarak alinan birer sus ile MLST analizi
yapildiginda suslarm 4 ST kiimesinde yer aldiklar1 bildirilmistir. Ornekleme ile alman
izolatlar baz alinarak sonug¢ genellestirildiginde; 202 sustan 9(%0.44)’unun ST-1,
176(%87.1)’sinin ST-2, 6’sinin ST-20 ve 11(%0.54)’inin de ST-78 MLST kiimesi
igerisinde yer aldig1 sonucuna ulagmislardir.'’

Avrupa'da salginlarda 6zellikle ICI, II ve III olarak adlandirilan {i¢ klonunun
baskin oldugu bildirilmistir.'*” ICI’in, ispanya, Polonya ve Ingiltere, ICII’nin italya,
Ispanya, Portekiz, Fransa, Yunanistan, Ingiltere ve Tiirkiye izolatlarinda sik goriildiigii
bildirilmistir."**'*° Avrupa hastanelerinde 1990’11 yillardan baslayarak devam eden
ligiincii bir pan-Avrupa klonu olan ICIII klonu yakin zamanda Fransa, Hollanda, Italya
ve Ispanya'da tanimlanmugtir.'*®

Ulkemizde hastane kokenli A.baumannii suslan ile ilgili, PFGE, AFLP, REP-
PCR gibi yontemlerin kullanildigi molekiiler temelli sinirh sayida siirveyans calismasi
mevcuttur. Bu arastirmalarda, hastanelerdeki A.baumannii izolatlar1 arasinda %60-70
gibi oldukca yiiksek oranlarda klonal iliski tespit edilmis ve ulusal diizeyde baskin
klonlarin tespiti ve epidemiyolojik Ozelliklerinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in ¢ok
merkezli ¢alismalara duyulan ihtiya¢ vurgulanmistir. Bu baglamda  Kiilah ve
arkadaslari. 2010 yilinda 145 KRAB izolat1 ile yapmis olduklar1 ¢alismada 72, 20 ve 12
sustan olusan 3 biiyiikk AFLP klonunun yani sira az sayidaki susu barindiran kiigiik
kiimeler ve 23 tek tiyeli kiime tespit etmislerdir. Avrupa klonlari I, II ve III'in referans
tipi suslar1 da AFLP ile degerlendirilmis ve klonal benzerlik acisindan analiz edilmistir.
Bu izolatlarin, biiylik Avrupa klonlar I, II veya III ile ilgili A.baumannii suslari
olmadigini bildirmiglerdir. Bu grup bizim bulgularimizdan da farkli olarak blaoxa-ss
pozitifligini % 78 oraninda en sik olarak tespit ettiklerini ancak blapxa-23’e¢ sahip
izolatlarinin bulunmadigini bildirmislerdir.'”

Metan ve arkadaslarida 2013 de 100 tane A.baumannii kan kiiltiirii izolat1 ile

yaptiklart caligmalarinda suslarmi AFLP ve MLST yontemlerini = kullanarak
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tiplendirmislerdir. Sonucda %80 benzerlik diizeyi baz alindiginda en biiyiigii 41 izolat
iceren 8 benzer klon ve 3 tane de benzersiz izolatin olusturdugu klonlar tespit ettiklerini
bildirmislerdir. Ana AFLP kiimelerinin her birinin bir izolati, tarif edilen uluslararasi
klonlarla iligkilerini degerlendirmek iizere MLST ile karakterize ettiklerinde ise izolat
sayisinin fazla oldugu biiyliik AFLP kiimelerinden segilen izolatlarin siklik sirasina gore
CC-2, CC-1, CC-15 ve ST109 tipine ait olduklarini rapor etmislerdir. Buna ek olarak bu
calismada 52 izolat blapxa.ss pozitif bulunurken blaoxa-23 pozitifligi tespit
edilememistir.'"®

Biz 157 izolat1 degerlendirdigimiz ¢alismamizda PFGE ile 148 izolatin klonal
olarak iligkili 14 kiime igerisinde toplandigini, 8 izolatin ise tek tiiyeli klonlara
dagildigini tespit ettik. Ayirim giiciinii diistirerek iliski oranin1 % 80 e ¢ektigimizde
kiime sayisinin 5’e diistiigiinii gordiik. Bu saglikl siirveyans i¢in 6nemli bir ayrintidir.
En cok iiyesi olan C pulsotipi ile izolat sayisi fazla olan diger kiimelerden random
olarak sectigimiz toplam 41 izolat1i MLST ile tiplendirdik. MLST analizi sonunda 2
izolatin ST718, 1 izolatin ST158 ve kalan 154 (%98) izolatin ST2 klonuna ait oldugunu
gordiik. Ulkemizde bizim ile aym yontemi kullanan c¢alisma bulamadik. Ancak
Yunanistan’da yapilan tiplendirme ¢aligmasinda bildirilen % 80.9 ve Italya’dan
bildirilen % 87.1’lik oran bizim oranlarimizdan diisiik ama baskin klonun tespiti
acisindan belirleyici ve uyumludur.

Calismamizin bazi kisith yonleri bulunmaktadir. Calismamizda kullanilan
orneklerin alindig1 hastalarin yatis sebepleri, ne kadar siire hastanede kaldiklari,
orneklerin kaginci giinde alindigi, daha 6nceki antibiyotik kullanim Oykiileri gibi hasta
ile ilgili bilgilere ulagilamamistir. Bunun diginda bir diger kisitliligimiz da efflux pompa
genleri ile ilgili calismay1 realtime-PCR olarak planlanmisken biitce yetersizligi sebebi
ile tek tiip in-house PCR kullanilmistir. Bu degisim gendeki upregiilasyonu gérmemizi
engellemistir. Diger taraftan MLST ile tiplendirilen suslarin sayisinin arttirilmasi hatta
tim suslarin MLST ile tiplendirilmesi Avrupa ve diinyadaki suslarla karsilastirilarak
tilkemizdeki farklt ST tiplerinin ortaya c¢ikarilmasina katkida bulunabilirdi. Bu
baglamda diren¢ mekanizmalarinin profili hakkinda da, bizim yiiksek sayilabilecek
oranda, ki iilkemizden daha once bildirilmedi, blapxa-235s bulgumuz gibi, daha saglikli

ve yerel farkliliklar yakalanabilirdi. Diger taraftan izolatlarimizin tamami klinik
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orneklerden elde edilmisti. Belki bunlara ek olarak c¢evresel izolatlarin calismada
kullanilmas1 4 baumannii epidemiyolojisi hakkinda bakis agimiz1 genisletebilirdi.

Diinya genelinde hali hazirda halk sagligi agisinda A.baumannii’nin 6nemi
SHIE’daki oynadigi roldiir. Yaklasik olarak %80 oraninda SHIE’lardan sorumlu
patojen olarak izole edilen A baumannii tedavi basarisizliklar1 ve yliksek mortalite ile
seyreden klinik tablolara sebep olmaktadir. Ozellikle irrasyonel antibiyotik kullaniminin
problem oldugu tilkemiz de dahil Akdeniz iilkelerinde direngli asinetobakter salginlari
ihtimali halk sagligi agisindan en biiylik tehditlerden birisidir. Unutulmamahidir ki
antibiyotik direncini kodlayan mobil genetik elemanlar1 kolaylikla transfer edebilen A
baumannii bu genetik elemanlar ile taginan farkli viriilans genleri yardimu ile karakterde
degistirebilir. Bu sebeple daha cok epidemiyolojik veri toplanarak asinetobakter
infeksiyonlarinin 6nlenmesi konusunda titiz ¢alismalar yiiriitiilmeli ve ortak bir ¢alisma
protokolii olusturulmali. Asinetobakter enfeksiyonlarinin tedavisinde yasanan sikintilar
g0z Oniine alindiginda, tlkeler, bolgeler hatta hastaneler genelinde direncin yayilimin
takip edilmesi ve asinetobakter viriilansi, direncin patogenezi, gibi konular {izerine daha
¢ok calisma yapilmasina 6nem ve imkan verilmelidir.

Calismamizin  bir sonraki asamasinda hastalara yonelik kisisel bilgilerin
edinilerek bu bilgilerle ¢alismamizin derinlestirilmesi ve iliskilendirilmesi bu sayede
hastanelerde mortaliteyi belirleyen faktorlerin ve direng gelisimi ve yayilimi {izerine
antibiyotik kullaniminin etkisinin degerlendirilmesi saglanip ilgili hastanelerde ampirik
antibiyotik  kullanimi  ile ilgili  protokol olusturulmasinin  desteklenmesi

amaglanmaktadir.
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6-SONUCLAR VE ONERILER

I¢c ve Dis gocler sebebi ile niifus hareketinin ¢cok yogun oldugu bdlgemizin en
biiylik 2 hastanesinin poliklinik ve kliniklerde infeksiyon siiphesi ile takip edilip, tani
amagh olarak klinik 6rnekleri alinan hasta 6rneklerinden izole edilmis, A4.baumannii
suslarinin antibiyotik direng profil ve mekanizmalar1 ile suslar arasindaki klonal

iliskinin belirlenmesinin amaglandig1 bu ¢alisma sonucunda;

1. Kliniklerde yatarak tedavi goren hastalarin Orneklerinden izole edilen
A.baumannii suslarinin tamami KRAB iken ayaktan tedavi gérenlerde bu oranin
%50 (8 hastadan 4 ii KRAB) oldugu,

2. Beta laktam grubu antibiyotiklere direngli suslar arasinda en sik karsilagilan
beta-laktamaz geninin blaoxa-23 ve blaoxs23s gibi D grubu karbapenemazlar
oldugu, bunu A grubu beta-laktamaz (GSBL)’lardan TEM-1"in izledigi,

3. Aminoglikozid direncinden de siklikla armA4 metilaz geni ve aph(3)] AME
genlerinin sorumlu olduklari,

4. lizolatlarimzin % 48’inde tespit ettigimiz blaoxa3s geni ile ilgili verimizin
iilkemizdeki ilk sonu¢ oldugu, bunun daha genis Ornek gruplarindan izole
edilecek suglar ile yapilacak caligmalar ile {ilkemize 0zgli sonuglarin
tiretilebilecegi,

5. PFGE analazi yontemi ile % 85 benzerlik oranina ragmen izolatlarin %94.9 unda
tespit edilen klonal iligskinin, A.baumannii izolatlarmin dagilimimin biyiik
farkliliklar olusturmadigini, yani muhtemelen direngli klonlarin persiste ederek
klonal genisleme gostererek hastaneler ve topluma hakim olmaya basladigi,

6. MLST analizi sonucunda, iilkemizde yaygin olan klonun diger Avrupa
iilkeleriyle uyumlu sekilde ST-2 dizi tipine ait oldugu, yani PFGE ile elde edilen
sonuglar ile birlikte degerlendirildiginde, ger¢ekten klonal genislemenin oldugu,
bunun bir tesadiif degil antibiyotik ve dezenfektanlara kars1 yiliksek persistens
gosteren suslar ile gerceklestigi, etkili siirveyans ve kontrol programlarinin
gelistirilememesi halinde yakin gelecekte ¢ok daha biiylik saglik problemlerine

yol acabilecegi kanaatine varilmstir.
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Her ne kadar iilkemizde saglikli sonuclar elde etmek icin standardize edilmis
protokoller ile yapilmis ¢ok merkezli ve yeter sayida Ornegin kullanildigi calisma
bulunmasa da bizim direngli suslarda tespit ettigimiz betalaktamaz, karbepenemaz ve
aminoglikoz direncinden sorumlu gen profilimiz genel itibar1 ile tllkemizin diger
bolgelerinden ve komsu {iilkelerden bildirilen gen cesitlilige benzerlik gostermektedir.
Ki bu benzerlik klonal dagilim ve beklentiye de uygundur. Ancak yapilacak daha genis
bolge ve ¢ok sayidaki susun dahil oldugu calismalarla iilke profilinin ¢ikarilmasinin
gerekli oldugu, bu ¢alismalar sonucunda farkli direng kaliplar1 ve farkli ST dizilimine
ait klonlarla karsilasilabilecegi goriilmektedir. Istenen diizeyde yapilacak calismalar bir
taraftan siirveyansa katki verirken diger taraftanda tedavi protokollerinin gdézden
gecirilmesine sebep olacak, belki de ileride yapilacak immunizasyon g¢alismalart i¢in

hedef as1 gen/proteinlerinin tespitini saglayacagi diistintilmiistiir.
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