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OZET

Yiksek Lisans Tezi

YOGUN BAKIM HASTALARINDAN VE YOGUN BAKIM UNITESI
ORTAMINDAN IZOLE EDILEN ACINETOBACTER SUSLARININ
GENOTIPIiK OLARAK KARSILASTIRILMASI

Esra KIRKGOZ

Gaziantep Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Mikrobiyoloji Anabilim Dali

Damisman: Dog. Dr. Yasemin ZER
Aralik 2011, 96 sayfa

Hastane infeksiyonlarin genel 0Ozelligi, yaygin olarak c¢oklu ilag direnci olan
mikroorganizmalarla meydana gelmesi, yliksek mortalite ve morbidite oran1 ve artmis
tedavi maliyetidir. A. baumannii’de hastane infeksiyonlarinda sik rastlanan c¢oklu
direngli bir mikroorganizmadir. Cevre sartlarina olduk¢ca dayanikli olan
Acinetobacter’lerin  hastalara bulasinda ¢evrede bulunan suslarmm  bir kaynak
olusturabilecegi diisiiniiliir. Bu ¢alisma Yogun Bakim Unitesinde (YBU) ¢esitli cansiz
ortamlardan izole edilen Acinetobacter suslar1 ile hastalardan izole edilen suslarin
karsilastirilmas1 ve bakterinin bulasinda ¢evresel alanlarin kaynak olup olmayacaginin
arastirilmasi amaciyla yapildi. Ocak 2010-Haziran 2011 tarihleri arasinda hastanemiz
YBU’den laboratuarimiza gonderilen cesitli drneklerden izole edilen A. baumannii
suslar1 ile calisildi. Bir hastadan A. baumannii izole edilmesi durumunda, YBU nin
cesitli alanlarindan siirtintii 6rnekleri alindi. A. baumannii suslarinin tanimlanmasi ve
antibiyotik duyarlhlik testlerinin yapilmasinda Vitek 2 (bioMerieux, Fransa) tanimlama
sistemi kullanildi. Genotiplendirme rep-PCR yontemiyle DiversiLab (bioMerieux,
Fransa) kullamlarak yapildi. Ornek toplama siiresi igerisinde 61 hastadan 92 &rnek ve 8
cevreden izole edilen Ornek olmak tiizere 100 A. baumannii susu bulundu. Hasta
orneklerinden en sik trakeal aspiratlarda A. baumannii susu izole edildi (%52). Klinik
orneklerden saptanan suslarin tamami ¢oklu direngli bulunurken, en etkili antibiyotikler
kolistin (% 99) ve tobramisin (%94) idi. Suslarin genotipik analizinde, ayn1 hastaya ait
farkl orneklerde farkli genotiplerin oldugu, cevreden izole edilen suslarin biri diginda
hastalardan izole edilen bircok susla ayni oldugu saptandi. Hastane infeksiyonlarinin
onlenmesinde en Onemli kavram kontrol Onlemlerinin dogru uygulanmasidir. A.
baumannii suslar1 i¢in ¢evresel ylizeyler bir kaynak olabileceg§inden dezenfeksiyon ve
dekontaminasyon prosediirleri dogru yapilmali ve salgin diye tanimlanabilecek yaygin
bir infeksiyonla karsilagildiginda kokenlerin genotipik analizi ile kaynak arastirilmasi
yapilmalidir.

Anahtar Kelimeler: Acinetobacter baumannii, genotiplendirme, rep-PCR, hastane
infeksiyonu
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ABSTRACT
Master Thesis

COMPARISON AS GENOTYPIC ACINETOBACTER STRAINS THAT WERE
ISOLATED FROM INTENSIVE CARE UNIT AND INTENSIVE CARE
PATIENTS

Esra KIRKGOZ
University of Gaziantep, Institute of Health Sciences
Department of Microbiology
Supervisor: Dog¢. Dr. Yasemin ZER
December 2011, 96 pages

The general featwe of hospital infections, extensively taking place in microorganism
which has multi-drug resistance, high mortality and morbidity rate and increased cost of
treatment. Acinetobacter baumannnii is also a multi-resistant microorganism very
common in hospital infections. Acinetobacters that are pretty resistant to environmental
conditions, when the patients are infected, 1t is considered that strains in around create a
resowce for infection. This study has been done fort he comparison of Acinetobacter
strains which were isolated from various non-living environments in Intensive Care
Unit and strains that isolated from patients and also when bacterial contamination was
experienced, 1f the resowce of infection is a reason of environmental areas or not. 4.
baumannii strains which are isolated from various samples that were sent to our
hospital’s intensive care unit labratory in the date between January 2010 and June 2011
were studied. In isolation of A. baumannii from a patient, swab samples were taken
from various areas of intensive health care unit. In defining of A. baumannii strains and
in making antibiotic sensitivity tests, Vitek 2 (bioMerieux, France) identification system
was used. rep-PCR method DiversiLab was used in genotyping. In the time of gathering
sample, from 61 patients 92 samples and from 8 samples isolated from environment
totally 100 samples of A. baumannii strains were found. A. baumannii strains has been
isolated commonly or frequently in tracheal aspirate sample among the patient’s
samples (52%). All of strains that were started from clinical samples were found as
multi-resistant and the most effective antibiotics are colistin (99%), tobramycin (94%).
In genotypic analysis of strains, 1t was realized that different samples that belong the the
same patient have different genotype and 1t was found that strains isolated from
environment (except for one of then) is the same with most of strain that were isolated
from patients. In avoiding from hospital infections, the most important concept is to
apply control precautions properly. The disinfection and decontamination procedures
should be made properly why environmental surfaces may be a reason for 4. baumannii
strains and when we face with a common infection which is called epidemic, the
genotype analysis of origins and resowce investigation should be made.

Key words; A. baumannii, genotyping, rep-PCR, hospital infection



1. GIRIS ve AMAC

Son 20 yildir gelismis iilkelerde, ¢ogul antibiyotik direngli Gram negatif basillerin neden
oldugu hastane infeksiyonlar1 (HI) énemli bir problem olusturmaktadrr (1). Hastane
infeksiyonlari, hasta hastaneye basvurdugunda inkiibasyon doneminde olmayan, hastaneye
yatistan itibaren 48 saatten uzun bir siirenin sonunda veya bazen taburcu olduktan sonra
ortaya ¢ikan ya da sik poliklinik muayenelerine bagh olarak gelisen infeksiyonlardir. Bu
grup infeksiyonlar mortalite ve morbiditesi yiiksek infeksiyon tiirleridir. Bu agidan, sebep
olduklar1 morbidite-mortalite ve biiyiik maliyet gozoniine alindiginda, giiniimiiziin en ciddi
infeksiyon tiirii olarak gdoziikkmektedir (2).

Hastane infeksiyonlar1 hastanelerin belirli iinitelerinde daha sik goriilmektedir ve hemen
cogu kez de en sik goriildiigii {inite yogun bakim iiniteleridir (YBU). YBU’de hastaneye
yatan hastalarin sadece %5-10"u tedavi gormesine karsin, tiim nozokomiyal infeksiyonlarin
yaklasik %20-25’1 bu iinitelerde gelismektedir (2).

YBU’ler, genel durumu kétii olan kritik hastalarin izlendigi birimlerdir. YBU’de bulunan
hasta grubu, hastanedeki en agir hastalifi olan, invaziv girigimlerin ve monitorizasyon
cihazlarmmin en fazla uygulandigi, diger hastalara gore hastanede kalis siiresi daha uzun olan
ve daha fazla antibiyotik kullanilan hastalardir. Biitiin bu nedenlere bagli olarak YBU
hastalari, hastane infeksiyonlarina yol agabilen konaga ve cevreye ait pek ¢ok faktore
sahiptirler (3). YBU’de gorillen nozokomiyal infeksiyonlarin %353.6’smm  &liimle
sonug¢landig1 géz Oniine alindiginda, bu infeksiyonlarin onlenmesinin énemi daha da iyi
anlagilmaktadir (4).

Hastane kaynakli infeksiyonlarda son yirmi yildir ¢ogul direncli Gram negatif basillerin
yaygin etken oldugu bildirilmektedir. Genis spektrumlu antibiyotiklerin 70°1i yillardan
itibaren yaygin kullanimi sonucunda, artan oranda direncli patojenler ile olusan hastane
infeksiyonlar1 karsimiza ¢ikmaktadir. Bunlardan en sik nonfermenter bakteriler
Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter baumannii hastalik etkeni olarak izole
edilmektedir (5).

Bu patojenlerden Acinetobacter tiirleri, yatan hastalarda kolonizasyon, bakteriyemi, liriner
sistem infeksiyonlari, sekonder menenjit ve dzellikle YBU’lerde ventilatdr kaynakli olmak

tizere pndmonilerde dnemli bir rol oynar. Etkin antibiyotiklere karsi gelisen direng bu



patojenlerin neden oldugu infeksiyonlarin tedavisinde klinisyenler i¢in genellikle biiyiik
sorun olusturur ve etkin tedavide genelde antibiyotiklerin kombine kullanimina gerek
duyulur. Acinetobacter tiirlerinin hastane ortaminda uzun siire canliligini korumasi ve

insandan insana gegisinin ¢ok kolay olmasi sorunu bir kat daha artrmaktadir (6).

Acinetobacter tiirii bakterilerin ¢evrede uzun siire canli kalmasi klinik 6rneklerden izole
edilen suslarm yorumunu giiclestirebilmektedir. Izole edilen Acinetobacter suslarinin
cogunlukla infeksiyon yerine kolonizasyon kaynakli olmasindan dolayr bildirilen

infeksiyonlarin gercek sikligini tahmin etmek zordur (5, 7).

Bu ¢alismanin amaci, YBU deki ¢esitli ortamlardan izole edilecek Acinetobacter suslari ile
hastalardan izole edilecek suslarin genotipik olarak karsilastirilmasi ve bulagta muhtemel
reservuar olabilecek yerlerin saptanmasidir. Boylece her iki ornek tiiriinde de genotipik
olarak benzer suslarin bulunmasi durumunda, infeksiyon kontrol Onlemlerinde c¢esitli
yonlendirmeler yapilabilecek, hastalara bulas ve Acinetobacter infeksiyonlari i¢in onlem

almabilecektir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Hastane Infeksiyonlar

Giiniimiizde tip alanindaki gelismelerin artmasimna, en iyi tekniklerin uygulanmasina
ragmen Hi halen énemli bir sorundur. Hastane infeksiyonlar1 basvuru aninda inkiibasyon
doneminde olmayan, hastaneye yatistan sonra gelisen veya hastanede gelismesine ragmen,

bazen taburcu olduktan sonra ortaya ¢ikabilen infeksiyonlar olarak tanimlanmaktadir (8).

Degisik c¢aligmalarda hastane infeksiyonlarinin hastaneye yatirilan hastalarin  %3.1-
14.1’inde gelistigi saptanmistir (9). Bugiin Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) %5’in
iizerinde hastane infeksiyonu goriilmektedir (10). Ulkemizde degisik hastanelerden
bildirilen hastane infeksiyonlar: insidans1 %3—7.8 arasindadir (11). Bu oranlar hastaneden
hastaneye farkhlik gosterebildigi gibi, ayni hastanenin degisik servisleri arasinda da
birbirinden farkli olabilir. Ozellikle gelismekte olan iilkelerde infeksiyon hastaliklarmin
yiiksek oranda goriilmesi, hastalarda ciddi mortalite, morbiditeye neden olmakta ve
getirdikleri ekonomik kayiplar sonucunda tiim diinyada oldugu gibi lilkemizde de tibbi ve

farmakoekonomik bir sorun olmaya devam etmektedir.

2.2. Acinetobacter Tiirleri

Acinetobacter cinsi bakteriler HI’ye yol acan etkenler icinde dnemli bir yer tutmaktadir (1).
Acinetobacter infeksiyonu, YBU’lerdeki hastalarda gittikge artan siklikta goriilmektedir
(12). Bu etkenlerin Hi’de sik olarak saptanmalarinin nedenleri, dis ortam kosullarinda
kolaylikla yasayabilmeleri ve antibiyotiklere karsi ¢ogul diren¢ kazanabilmeleridir (13).
Acinetobacter tiirleri hastane ortaminda uzun siire canliligini korur ve toprak, su, yiyecek
gibi maddelerden izole edilebilir. Saglikli kisilerin florasinda bulunabildigi gibi hastaneye

yatirilarak tedavi edilen hastalarda kolonizasyon da yapabilirler (14).

2.3. Morfoloji, Kiiltiir ve Biyokimyasal Ozellikleri

Acinetobacter tiirleri Neisseriaceae ailesine dahilken, yapilan molekiiler taksonomik



calismalarla yeni bir aile olan Moraxellaceae ailesine dahil edilmistir (15). ikiserli veya
kiime halinde goriiliirler. Kanli agarda 24 saat sonra gelisen kolonileri 1.0x1.5 ile 1.5%2.5

um ¢apinda, yar1 saydam, opak ve konveks sekillidir ( Resim 1).

Resim 1. A. baumannii’nin mikroskoptaki goriinimii

Saf kiiltiirden yapilan Gram boyamada, hiicre boyutlar1 ve diizeninde degiskenlik siklikla
gozlenebilmektedir. Normalde diizglin bazen mukoid, yesilimsi beyaz veya soluk sari
koloniler olustururlar (Resim 2). Bazi g¢evresel kaynakli izolatlar kahverengi pigment
olusturmaktadirlar. Tim tiirleri kesin aerop, oksidaz negatif, katalaz pozitif ve
nonfermentatiftirler. Oksidaz testi diger nonfermentatiflerden ¢abuk ve kesin ayrimini
saglayan testtir. Genomik tiir 4 olarak da tanimlanan Acinetobacter haemolyticus koyun
kanlt agarda hemoliz olusturabilir. Tirler arasinda kesin ayrimi saglayabilecek bir

metabolik test yoktur (1, 16).



Resim 2. A. baumannii’nin kanl besiyerindeki goriiniimii

Laboratuvarlarda siklikla kullanilan besiyerlerinde kolaylikla iirerler. Klinik 6rneklerden
dogrudan izolasyon i¢in diger mikroorganizmalarin liremelerini inhibe eden Herellea agar,
Holton’s agar, Leeds Acinetobacter Medium gibi segici besiyerlerinin &zellikle
Acinetobacter salginlarinda antibiyotikler ilave edilerek kullanilmasinda yarar vardir. Az
sayida bakterinin bulunabilecegi ¢evre ortamlarindan alinan kiiltiirlerde amonyum veya
nitrat tuzlar1 iceren, pH’1 5.5-6.0 olan ¢ogaltici siv1 besiyerleri kullanilabilir. Baz1 genomik
tirlerinin 37°C ve iizerindeki sicakliklarda, bazilarinin ise 30°C’de iireme oOzelligi

gostermeleri g6z oniinde bulundurulmalidir (17).

Cevre taramalarindan elde edilen Ornekler; ozellikle de az sayida mikroorganizma
bulunanlar sivi zenginlestirme besiyerlerine ekilebilmektedir. Ayrica az sayida
Acinetobacter bulunduran ve ¢esitli mikroorganizmalarla kontamine 6rnekler asetat, laktat
veya piriivat gibi tek karbon ve enerji kaynaginin yaninda, nitrojen kaynagi olarak da
amonyum veya nitrat tuzlari iceren pH 5.5-6.0 olan sivi mineral besiyerine inokiile
edilebilmektedir. Sivi besiyerindeki ornek, 24-48 saat kuvvetlice sallanarak inkiibasyon
sonrasi segici besiyerine inokiile edilmektedir. Bu yontem digki, ¢esitli klinik ve gevresel

orneklerden Acinetobacter izolasyonunda kullanilmaktadir (6, 17).



Rutin laboratuvar kosullarinda, biyokimyasal reaksiyonlara ve iireme Ozelliklerine gore
Acinetobacter tiir ayrimi yapilmaktadir. Glukozu oksitleyen ve hemoliz yapmayan, 44°C’de
ireyebilen kokenler A. baumannii’dir (Tablo 1) (18). Klinik laboratuvarlarda
nonfermantatif mikroorganizmalarin izolasyonunda genellikle kanli agar ve eozin metilen
blue agar gibi besiyerleri kullanilir. Bromkrezol moru, safra tuzlari, laktoz, maltoz sekerleri
iceren Herellea agar klinik orneklerden ve vankomisin, sefsulodin, sefradin gibi
antibiyotikleri iceren Leeds Acinetobacter Medium ise hem klinik 6rneklerden hem de
cevreden Acinetobacter’lerin izole edilmesinde kullanilabilen secici ve aywt edici

besiyeridir (17, 19).

Tablo 1. Acinetobacter tiirlerinin tanimlanmasi i¢in basitlestirilmis sema (18)

< < m < <| o < < o S <
Ureyebildigi 1s1
44° C - + - - - |- - - - - -
41° C - + + - + |- - - - - -
37° C + + + + + |+ - + + + +
Glukozdan asit + + + D - | D - D + - D
Jelatin hidrolizi - - - + - |+ - - - - -
Karbonhidrat
kullanimi
dl-Laktat + + + - + | - + + + + +
dl-4-aminobutirat | + + + + - + + +
Trans-akonitat + + + - |- - - N R R
Sitrat + + + + D |+ + - + + -
Glutarat + + + - - |- - - + + T
Aspartat + + + D D |D D - + D -
Azelat + + + - - |- - + D D T
B -Alanin + + + - - |- - - T T ;
I-Histidin + + + + + |+ - - + + -

A A 3 A A |9 10 A




calcoac | bau haemo | A Ajo | Iwof radi
TEST eticus man Iyticus | . hns | fii oresi
nii ju onii sten
ni S
i
d-malat - + + + + | D D D + + -
Malonat + + D - - - D - - - +
Histidin - - - - - |- - - D + _
I-Fenilalanin + D D - - - - - - - +
Fenilasetat + D D - - - - + D D +

3, 6,9, 10: Isimlendirilmemis tiirler, (+) : %90-100 pozitif, (-) : %0-10 pozitif, (D): Degisken, %11-89 pozitif

Acinetobacter genusu iginde DNA-DNA hibridizasyon bazli ¢aligmalarda 25 farkli genomik
sus tanimlanmis olup, giiniimiizde bunlarin 17’si resmi olarak isimlendirilmis kabul
edilmektedir. A.baumannii, A. calcoaceticus, ve A. Iwoffii klinik literatiirde en sik rapor
edilen suglardir (20).

Bu cins i¢inde 4. baumannii nozokomiyal infeksiyonlardan en sik izole edilen tiirdiir.
Acinetobacter johnsonii ve A. Iwolffii gibi tiirler daha az siklikla olmakla birlikte, genusun
infeksiyon nedeni olabilen diger tiirleridir. Acinetobacter tiirleri 6zellikle A. baumannii
YBU’lerde mekanik ventilasyon uygulanan hastalarda pndmonilerin % 4-15’inden
sorumludur. Bakterinin ¢evre sartlarina gosterdigi direng ve antibiyotiklere kolayca direng
gelistirmesi hem infeksiyonlar1 kontrol altina almada hem de tedavide giigliik yaratmaktadir
(21).

Alt solunum yollar1 ya da cerrahi yara infeksiyonlarina sekonder bakteriyemi
A.baumannii’nin olusturdugu en 6nemli infeksiyondur. A. baumannii’ye bagli bakteriyemi
ozellikle YBU’lerde goriilen nozokomiyal bir infeksiyondur. Firsatc1 bir patojen olan bu
mikroorganizma, 6zellikle invaziv girisimler uygulanan predispoze hastalar1 infekte eder.

A. baumannii ile kolonizasyon/infeksiyon i¢in baslica risk faktorleri hastanede uzayan yatis,



YBU’de bulunma, enteral beslenme ve daha 6nceden iiciincii kusak sefalosporin kullanimidir
(22).

Epidemik suslarin tiplendirilmesi yayilmanin kaynak ve sekli hakkinda 6nemli bilgi verir.
Acinetobacter tiirlerinin tiplendirilmesinde hicbir sistem tek basina kabul gérmemektedir ve
bu konu halen 6nemli bir arastrma konusudur. Biyotiplendirme, antibiyotik duyarlilik

testleri, serotiplendirme, faj tiplendirme, bakteriyosin tiplendirme, protein profili, plazmid

profili, multilokus enzim elektroforetik tiplendirme ve pulsed field jel elektroforez analizi,
ribotiplendirme ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) bu amagla kullanilan sistemlerdir (18,

19).

2.4. Patogenez, Virulans Faktorleri ve Yayihm

Acinetobacter cinsi bakteriler genel olarak virulansi diigiikk patojenlerdir. Konak savunma
mekanizmalar1 normal olan bireylerde infeksiyon olusturmalar1 oldukga giigtiir. Genellikle
hastane kaynakl firsat¢i infeksiyonlara neden olmaktadirlar (23). Malignite, yanik, konagin
savunma sistemini baskilayan durumlar ve konagin yas1 infeksiyon gelisimini kolaylastiran
baz1 faktérlerdir. Agir cerrahi girisim, uzun siire YBU’de kalma, uzun siire mekanik
ventilatore bagh kalma, uzun siireli antibiyotik kullanimi, damar i¢i kateterizasyon, enteral
beslenme, idrar sondasi, endotrakeal tiip ve trakeostomi varligi baslica risk faktorleridir. Son
30 yildir hastane ortaminda yeni, genis spektrumlu antibiyotiklerin yaygin ve uygunsuz
kullanimi, hem Acinetobacter tiirleri ile gelisen HI oranini arttirmis hem de bu bakterilerde
bircok antibiyotige karsi direng gelismesine neden olmustur. Antibiyotik kullanma
aliskanliklar1 ve cevresel faktorlerin katkisi ile antibiyotik direnci hastaneler, sehirler ve

iilkeler arasinda farklilik gostermektedir (24).

Acinetobacter tirleri, her ne kadar diisiik virulanshi bir organizma olarak diisiiniilse de,
toplumdan kazanilmis Acinetobacter pndomonisinin fulminan seyirli olabilmesi, bu
organizmalarin bazen, yliksek patojeniteli olabildigi ve invaziv hastaligina sebep olabildigini

gostermektedir (25).

Acinetobacter cinsi bakteriler diisiik virulansli olarak kabul edilmelerine ragmen virulanstan

sorumlu fakt6rleri arasinda;



1- Polisakkarit kapsiil: L-ramnoz, D-glukoz, D-mannoz ve D-glukronik asitten olusup,
bakteri ylizeyinin hidrofilik olmasini saglar ve fagositozdan korur. Ek olarak intravenz
kateter, trakeal kaniil gibi ylizeylere tutunmay1 kolaylastirir.

2- Fimbria ve/veya kapsiiler polisakkarit: Insan epitel hiicrelerine baglanmay1 saglar.
3- Lipopolisakkarit ve lipid A: Hiicre duvarinda bulunan lipid A potansiyel toksik etki
gostererek patojeniteyi arttirir.

4- Dokulardaki lipidleri yikan enzimler iiretirler.

5- Aerobaktin ve siderofor gibi demir tutucu dis membran reseptdr proteinlerinin tiretimi ile

bakteri liremesi i¢in gerekli demir temin edilmesi sayilabilir.

Ayrica son zamanlarda yapilan c¢aligmalarda antibiyotik direnci saglayan PER—1 enziminin
viriilans1 arttirdig1 ve klinik olarak daha Sliimciil infeksiyonlara neden oldugu gosterilmistir

(23, 26).

2.5. Acinetobacter Infeksiyonlarinda Klinik Tablo

Acinetobacter tirleri septisemi, pndmoni, endokardit, menenjit, cilt, yara ve liriner sistem
infeksiyonlart gibi cesitli infeksiyonlardan izole edilebilmektedirler. Diger Gram negatif
bakterilerle olusan nozokomiyal infeksiyonlarla bolgesel farklilik gostermezler. Uygulanan
tan1 veya tedavi amacli invaziv girisimlere bagli olarak daha cok YBU’de ortaya
¢ikabilmektedirler. izole edilen Acinetobacter suslarmm g¢ogunlukla infeksiyon yerine
kolonizasyon kaynakli olmasindan dolay: bildirilen infeksiyonlarin gergek sikligmi tahmin

etmek zordur (5, 18).

YBU’de Acinetobacter suslar1 ventilatér ekipmani ve calisanlarm elleri yoluyla
yayilmaktadir. Yapilan bir salgin ¢calismasinda her ii¢ hastane personelinden birinde birden
fazla A. baumannii susu ile gegici el kolonizasyonu tespit edilmistir (27). Acinetobacter
tirlerinin hastane personelinin %15-33’iinde ellerinde kolonize oldugu, bu kokenleri

hastalara ve ekipmanlara aktardiklar1 gosterilmistir (24).

Bakterinin midede asir1 iiremesi hastane kokenli pnomoni veya bakteriyeminin gelismesine
yardimc1 olan diger bir yol olarak goriilmektedir (27). 4. baumannii kontrolii zor ani

salginlara neden olmaktadir. Unite icinde dolasan araclar ve cevre; infeksiyonun tipini,



yayilma yolunu ve salgin olusumunu belirlemektedir (25).

Acinetobacter ile infekte semptomlu hastalar kolonizasyonun sadece goriinen kismini
olusturmaktadir ve gdzlenemeyen yayilim agisindan ¢ok onemli oldugu diistiniilmektedir.
Acinetobacter infeksiyonlar1 goriilmeye basladiginda kolonize hastalarin sayis1 biiyiik
olasilikla yiiksektir ve genellikle salgin1 6nlemek i¢in alinan tedbirler i¢in ¢ok ge¢ kalinmistir.
Salgin gelistiginde ¢evredeki tiim cansiz yiizeyler Acinetobacter rezervuari olabilmektedir.

Acinetobacter ozellikle YBU’lerdeki yiizeylerde hatta kuru yiizeylerde bile uzun siire,
haftalarca canli kalabilmektedir (14, 25).

Acinetobacter infeksiyonlar1 siklikla hastane kaynakli olmasma ragmen toplum kdkenli alt

solunum yolu infeksiyonlarindan da izole edilmistir (21).

2.5.1. Solunum sistemi infeksiyonlari

YBU’de nozokomiyal pulmoner infeksiyon salgmlar1 ¢esitli arastirmacilar tarafindan rapor
edilmektedir ve bunlarin basinda ventilator kaynakli pndmoniler ilk sirayr almaktadir.
Yaymlanmig  birgok  arastirmaya gore nozokomiyal pndmonilerin = %3-12’sini
Acinetobacter’ler Ozellikle de A. baumannii olusturmaktadir. Alt solunum yollarinda
Acinetobacter kolonizasyonu veya pndmoni olusmasinda ilerlemis yas, kronik akciger
hastaliklar1, immiinsiipresyon, cerrahi girigimler, gastrik ve endotrakeal tiip kullanim1 gibi
risk faktorleri rol oynamaktadir. Ventilator kaynakli Acinetobacter nozokomiyal pnoémonisi
olan hastalarda 6liim oran1 %30-75"dir. Bu infeksiyonlarin prognozu P. aeruginosa disindaki
diger Gram negatiflerle olusan pnomonilerden ¢ok daha agirdir (28,29). YBU’den yayilim
ventilatdr ekipmanlari, eldivenler, kolonize saglik personeli ve kontamine olmus parenteral
nutrisyon soliisyonlarina baglanmistir. Nozokomiyal Acinetobacter pnomonisinde siklikla

multilober tutulum, kavitasyon, plevral eflizyon ve bronkoplevral fistiil olusumu gézlenmistir

21).

2.5.2. Bakteriyemi

Bakteriyemide en sik rastlanan Acinetobacter tiirii A. baumannii’dir. Ayrica A. baumannii’ye
bagl bakteriyemilerde diger tiirlere gore klinik tablo daha agir seyreder. Bazen tek basina

patojen olarak izole edilitken bazen de polimikrobiyal bakteriyemilerde yer almaktadir.
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Polimikrobiyal bakteriyemilerde mortalite oran1 artmaktadir (29).

Yetigskinlerde immiin yetmezlikli hastalar en biiylik grubu olusturmaktadirlar. Bu hastalarda
kaynak genellikle solunum sistemi infeksiyonlaridir ve hospitalizasyonun ikinci haftasinda
ortaya ¢ikar. Maligniteler, travma, yanik diger siklikla goriilen predispozan faktorlerdir.
Yetiskinlerde bakteriyemi ile sonuglanan cerrahi yara ve yanik infeksiyonlar1 siklikla
gorilmektedir. Vaskiiler kateterizasyon uygulamalar1 Acinetobacter infeksiyonlari i¢in risk
faktorleri olarak kabul edilmekte ve asepsi kurallarina uyularak 48 saatte bir kateterlerin
degistirilmesi bu riski azaltmaktadir. Yenidoganlar ikinci 6nemli hasta grubunu olustururlar
ve predispozan faktorler; diisik dogum agirlhigi, dnceden uygulanan antibiyotik tedavileri,

mekanik ventilasyon ve neonatal konviilsiyonlar olarak sayilabilir (30).

2.5.3. Menenjit

A. baumannii ¢ogunlukla sekonder menenjite sebep olurken, 6zellikle kafa travmasi veya
norosiriirjikal prosediirii izleyen primer menenjitli sporodik vakalar da rapor edilmistir (5).
Ventrikiilostomi, beyin-omurilik sivis1 (BOS) fistiilleri, bes giinden fazla tutulan ventrikiiler
kateterler ve beyin cerrahisi yogun bakim fiinitelerinde asir1 antibiyotik kullanimi siklikla

karsilagilan risk faktorleridir (31).

2.5.4. Uriner sistem infeksiyonlari

Acinetobacter tiirleri ile olusan nozokomiyal {iriner sistem infeksiyonlart olduk¢a nadirdir.
Genellikle yash, debil, YBU’lerde yatan ve siirekli iiriner kateteri olan hastalarda

gorilmektedir. Prostatik genisleme nedeniyle kateter kullanimina bagli olarak hastalarin

%80°1 erkektir. Ancak su da bir gercektir ki, liriner kateter tasiyan hastalardan izole edilen her

Acinetobacter gergek infeksiyon etkeni olarak degerlendirilmemelidir (5, 28).

2.5.5. Yumusak doku infeksiyonlari

Acinetobacter baumannii vendz katater kaynakli seliilite neden olabilir. Travmatik yaralar,
yaniklar, postoperatif inzisyonlar etkenle kolaylikla kolonize olabilir. Yumusak dokuda

siklikla polimikrobiyal yapmin bir komponenti olabilir. Nekrotizan fasitte Streptococcus
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pyogenes’le birlikte sinerjistik oldugu tanimlanmistir (21).

2.5.6. Diger infeksiyonlar
Endoftalmit, protez kalp kapag1 endokarditi, periton diyalizi ile iligkili peritonit, perkiitan

transhepatik kolanjiografi ve perkiitan safra drenajiyla iliskili kolanjit, pankreas ve karaciger

apseleri, otolog kemik iligi transplantasyonundan sonra gelisen osteomyelit, septik artrit
bildirilen diger nadir olgulardir. Travmatik yaralar, cerrahi insizyon bolgeleri, yanik, venoz

kateter uygulamasi, bagisiklik sisteminin baskilanmasi baslica risk faktorleridir (23, 21).

2.6. Predispozan Faktorler

Acinetobacter tiirleri ile olusan nozokomiyal infeksiyonlarda bir¢ok predispozan faktor
saptanmigtir. Biiyiik cerrahi girisimler sonrasinda, malignitelilerde, yaniklarda ve immiin
sistemi baskilanmis Ozellikle yasli hastalarda ve yenidoganlarda Acinetobacter tiirleri ile
olusmus nozokomiyal infeksiyonlar karsimiza ¢ikmaktadir (28, 32). Pndmoni ve alt solunum
yollar1 kolonizasyonunda rol oynayan ilerlemis yas, kronik akciger hastaligi, immiin
yetmezlik, cerrahi girisim, antibiyotik kullanimi, endotrakeal ve gastrik tiip kullanimi,
mekanik ventilasyon ile uzun siireli hospitalizasyon gibi risk faktorleri YBU’lerde olusan
nozokomiyal infeksiyonlarda rol oynar. Genis spektrumlu antibiyotiklerin uzun siireli
kullanimi normal floray1 ortadan kaldirmakta ve Acinetobacter gibi direngli

mikroorganizmalarin seleksiyonuna neden olmaktadir (28, 32) (Tablo 2).
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Tablo 2. Acinetobacter infeksiyonlarini kolaylastiran risk faktorleri (33)

KONAGA AIT FAKTORLER DIiGER RiISK FAKTORLERI
o Tlerlemis yas e  Cerrahi girisimler
e  Malignite e  Mekanik ventilasyon
* Yanik e Endotrakeal tiip

e  Kronik akciger hastalig e Trakeostomi

Iskemik kalp hastalig ..
*  iskemikkalp hastaligl e  Damar i¢i katater

e  Diabet .
e  Idrar sondasinin varligt

e  Prematiirite
e Enteral beslenme
e  Uzun siire YBU’de kalma

e Uzun siire antibiyotik kullanim1

e Immiinosupresyon

2.7. Epidemiyoloji

Acinetobacter tirleri, canli kalabilmek i¢in gereksinimlerinin olduk¢a az olmasi ve gesitli
karbon kaynaklarini kullanabilmesi nedeniyle dogada toprak, su ve yiyeceklerde saprofit
olarak serbest yasayabilmektedir (21, 34). Ozellikle koltuk alti, kasik gibi nemli bolgeler
basta olmak iizere derinin normal florasinda yer alabilmekte ve saglikli bireylerin yaklasik
%?25’inin  derilerinde Acinetobacter tirlerini tasidigi distiniilmektedir (6). Faringeal
kolonizasyon %7 oraninda goriilmektedir. Deri disinda agiz boslugu ve solunum yollarinda
tasiyicilik s6z konusu olmaktadir (22). Hastaneye yatirilmamis bireylerde ise bu durum son
derece nadir goriilmektedir. Hastanede izlenen hastalarda ozellikle salgin donemlerinde
tagtyicilik  hizi  yiiksek olup %7-18 bogaz tastyiciligi gorilmektedir. Trakeostomi
stirlintiilerinde bu oran %45’e kadar ¢ikmaktadir (6, 22).

YBU’de mekanik ventilasyon uygulanan hastalarda bu cihazlarin kontaminasyonu nedeniyle
solunum yollarinda kolonizasyon ¢ok yiiksektir. Yine bu hastalarda cilt kolonizasyonu da
siktir ve bu nedenle saglik ¢alisanlarmin ellerine bulagmakta ve hastanede yayilmasi soz
konusu olmaktadir. Acinetobacter’in sindirim yolu kolonizasyonu nadir olmakla birlikte
ancak solunum yolu kolonizasyonu olan hastalarda orofarengeal kolonizasyonu pek nadir
sayllmaz ve direngli suslar i¢in 6nemli bir rezervuardir. Hastane kaynakli infeksiyonlarda,

ayaktan hastalarla yatan hastalar arasindaki farkliliklar yayilmanin ¢apraz gegis ve hastane
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cevresinden kaynaklandigini gostermektedir (35). Avrupa ve ABD’deki YBU’lerinde Gram

negatif infeksiyonlarin %2-10’undan sorumlu tutulmaktadir (20).

2.8. Hastane Cevresinde Kahcihig

Hastane ¢evresinde Acinetobacter tiirlerinin varlig ile ilgili ¢ok sayida ¢aligma yapilmistir.
Pozitiflik orani1 hastane ve epidemiyolojik calismalarin sekline gore cok degisiklikler
gostermektedir. Acinetobacter hastanelerde lavabo musluklarinda %27 ve yer siirlinti
kiiltiirlerinde %20 oraninda saptanmistir. Kolonize hasta mevcut degilken hava yoluyla
kontaminasyon nadirdir, ancak kolonize veya infekte hastalarin ¢evresindeki respirator gibi
cihazlarim ve havanin kontamine olabildigi bildirilmistir. Ayrica kolonize kisilerin yastik,
carsaflar1 ve odalarmin perdeleri, telefon ahizeleri, kap1 kollari, hasta tabelalar1 gibi yerlerde
kolonizasyon saptanmistir (Tablo 3) (14). Yatak esyalarmin bu bakterinin c¢evre
kontaminasyonu ve kaliciliginda 6nemli rol oynadig1 goriilmektedir. Yine yukaridaki verilere
ilaveten Acinetobacter’lerin giinlerce kuru ortamda, tozlarda canliligmi korudugu ve

Staphylococcus aureus’dan daha uzun siire bu canlilig siirdiirdiigii saptanmustir (14).
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Tablo 3. Acinetobacter salginlarinda ¢evresel kontaminasyonu gdozlenen hastane

mobilyasi ve ekipmanlar (14)

e Infiizyon pompalari

e Higroskopik bandajlar

e  Vakum ekipmanlari

e  Dus bagliklar1 ve musluklar
e Resultasyon ekipmanlari

e Masa

e Komudin

e Ventilator

e  Yastik ve minder

e Paslanmaz ¢elik sedye

e Nemlendirici

e  Yeterli sterilize edilmemis arteriyel kateter ve transduser

e Distile su

e {drar torbasi

Ancak bu organizmalarm klinik dis1 toprak, su ve yiyecek gibi maddelerden de izole
edilebilecegi bilinmelidir. Klinik 6rneklerle ¢evre kaynakli drnekler arasinda anlamli bir
genomik farklilik vardir. Bu nedenle epidemiyolojik caligmalarda yargiya varmak icin

mutlaka genomik tiir seviyesinde tanimlama yapilmasi gerekmektedir (1, 7).

2.9. Tedavi

Tedavide Oncelik, infeksiyon tanmismin kesinlestirilmesi ve kolonizasyondan ayirt
edilmesidir. Acinetobacter tiirlerinin diisiik virulansina ragmen, etkin ve zamanimda

tedavinin yapilmadig1 durumlarda morbidite ve mortalitede artis gdzlenmektedir.

A. baumannii infeksiyonlarinin tedavisi, bu mikroorganizmanin birgok antibiyotige direngli
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olmasimndan dolay1 olduk¢a giictiir. Karbapenemler, sulbaktam ve kolistin en etkili
antibiyotikler olarak goriinmektedir (36). Genellikle ikili, parenteral ilag¢ kullanilmaktadir
(37). Tedavide ilk tercihi karbapenemler olusturmaktadir (38).

Karbapenemlerden imipenem ve meropenem en etkin ilaglari olusturmaktadir. Ancak
monoterapi degil, amikasin, kinolon grubu antibiyotikler ya da seftazidim ile
kombinasyonlar1 da tercih edilmektedir (6). imipenem en duyarli antibiyotik ve suslarin
%100’e yakin1 duyarl iken ancak son yillarda imipeneme de direncli nozokomiyal
izolatlarm rapor edilmesinde artis goriilmektedir. Direng genelde A. baumannii olarak
identifiye edilen suslarda gozlenmektedir. A. baumannii olmayanlarda MIC degerleri
oldukca dustiktiir (0.3 mg/L). Ancak yakin gelecekte bu suslarda da direng¢ problemi ile
karsilasacagimiz asikardir. A. baumannii disindaki A. Iwoffii, A. johnsonii ve A. junii gibi
tiirlerin hastane ortamindan izolasyonu daha nadir oldugu i¢in bu suslar daha duyarlidirlar.
Antibiyotik kullanim aligkanliklar1 ve gevresel faktorlerin etkisiyle iilkeler arasinda direng

farkliliklar1 gozlenmektedir (28, 38).

Sulbaktam, Acinetobacter tiirleri lizerine bakterisidal etkilidir. Beta laktam antibiyotikle
kombine edilmis sulbaktam (sefoperazon + sulbaktam, ampisilin + sulbaktam) tedavide iyi
bir alternatiftir (33). Sulbaktama duyarli A. baumannii nin kullanildig1 deneysel pndmoni
modelinde, sulbaktam, imipenem kadar etkili bulunmustur. Sulbaktam ile azitromisin,

rifampin, kombinasyonlar1 da denenmektedir (36).

Kolistin ¢oklu direngli 4. baumannii infeksiyonlarinda kullanilabilecek bir secenek olarak
goriilmektedir. Polimiksin B ile kotrimoksazol, azitromisin ve rifampin kombinasyonlar1 da
denenmektedir. Endotrakeal veya aerosol seklindeki antibiyotik uygulamalar1

tartisitlmaktadir (36).

Imipenem ve meropeneme orta diizeyde direngli A. haumannii nin kullamldig1 in vitro

calismalarda rifampisin + kolistin kombinasyonu sinerjik etkili bulunmustur (39).

2. 10. Acinetobacter Infeksiyonlarinda Kombine Antibiyotik Kullanimi
Genis spektrum elde etmek, polimikrobiyal infeksiyonlarin tedavisinde, direngli
mikroorganizma olusumunu azaltmak ve monoterapilere oranla daha giiclii bir bakterisidal

veya bakteriyostatik etki elde etmek amaci ile antibiyotikler = kombine
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kullanilabilmektedirler (40). Antibiyotiklerin kombine kullanimlarinda in vitro olarak;
aditif, sinerjik veya antagonistik etkilesme goriilebilmektedir (41).

Acinetobacter spp.’lerin neden oldugu agir sistemik infeksiyonlarda onerilen antibiyotik
kombinasyonlari; imipenem ile aminoglikozid veya kinolon; seftazidim ile aminoglikozid
veya kinolon; tikarsilin/klavulanik asit ile sulbaktam ve rifampisin; rifampisin ile kolistin
seklindedir. Bu kombinasyonlarin pek ¢ogunun etkisi in vitro veya hayvan deneyleriyle

kanitlanmasina ragmen klinik sonuglar1 tartigmali goriinmektedir (40).

2. 11. Acinetobacter infeksiyonlarinda Kullanilan Antibiyotikler

2.11.1. Beta-laktam antibiyotikler

Beta-laktam  antibiyotikler, etkilerini  peptidoglikan  sentezinde gorevli olan
karboksipeptidaz ve transpeptidazlari inhibe edip, hiicre duvar sentezini durdurarak
gosterirler. Bu enzimler penisilin baglayan protein (PBP) olarak adlandirilir. Bir bakteride
cok sayida PBP bulunur. Bu enzimler molekiiler agirlig1 en biiyiikten baslanarak PBP-1,
PBP-2 vb. olarak gosterilir. Cesitli beta-laktam antibiyotiklerin bir bakterinin PBP’lerine
baglanma kabiliyeti farklidir. Bu nedenle beta-laktam antibiyotiklerin farkli bakterilere
etkileri de ¢ok farkli olur. Beta-laktam antibiyotikler hiicre duvari sentezi yapilan, yani
cogalmakta olan bakterilere etkilidir (42).

Beta-laktam grubunda penisilinler, sefalosporinler, karbapenemler, bir monobaktam olan
aztreonam yer almaktadirlar. Bakteri hiicre duvarinin sentezini bozarak bakterisidal bir etki
olustururlar. En oOnemli etkileri bakteri duvarinda ayr1 ayr1 duran peptidoglikan
komponentlerin  birlesmesini saglayan transpeptidasyon olaymin aktivatér enzimi

transpeptidazin aktivitesini bloke etmesidir (43).

2.11.1.1. Beta-laktamaz inhibitorlii beta-laktamlar

Bu grupta klavulanik asitle kombine edilmis amoksisilin ve tikarsilin, sulbaktamla kombine
edilmis ampisilin ve sefoperazon, tazobaktam ile kombine edilmis piperasilin vardir. Beta-
laktamazlar hemen tiim bakteri gruplarinda rastlanirlar ve beta-laktam antibiyotikleri

hidrolize ederek etkisiz kilarlar. Yapilar1 geregi bakterilerin peptidoglikan tabakasini
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olusturan PBP’lere benzerler. U¢ molekiil de (klavulanik asit, sulbaktam, tazobaktam) beta-
laktamaz inhibisyonunda irreversibl inhibitor olarak davranir. Pasif kovalent inhibitor
olarak da gruplandirilan bu bilesikler beta-laktamazlar ile inaktif yeni molekiil olusturmak
lizere birlesir. Bu inhibitorler tiim beta-laktamazlar1 inhibe edemez. Bunlarin higbirisi
Enterobacter cloacae, Morganella morganii, Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter
suslarinda bulunan kromozomal beta-laktamazlar1 inhibe edemez, daha ¢ok plazmid

kokenli enzimleri inhibe ederler (43).

2.11.1.2. Antipsodomonal Penisilinler
Karboksipenisilin (karbenisilin ve tikarsilin ) ve ureidopenisilin (azlosilin, mezlosilin ve
piperasilin) yapisindaki bu antibiyotiklerin Gram negatif basiller {izerine etkinligi
aminopenisilinlerden daha fazladir (43).
Bakteri hiicre duvar sentezinin son basamagini inhibe ederek etki gosterirler. Bunlar
icerisinde piperasilin ve tikarsilinin beta-laktam inhibitorlii kombinasyonlar1 Acinetobacter

kokenlerine karsi etkinlik gostermektedir (44).

2.11.1.3. Sefalosporinler

Bu grupta yer alan antibiyotikler hiicre duvar sentezinde rol oynayan PBP’lere baglanarak
sentezi bozarlar ve dozdan bagimsiz olarak bakterisidal etki gosterirler. Sefalosporinler
dort kusak altinda smiflandirilirlar. Birinci kusaktan dordiincii kusaga gidildikge Gram
negatif etkinlikte artis goriilmektedir.  Ozellikle {igiincii kusak sefalosporinlerden
sefaperazonun  sulbaktamla  kombinasyonu, seftazidim ve  dordiincii  kusak
sefalosporinlerden sefepim Acinetobacter infeksiyonlarinda etkilidirler (44).

Seftazidim, aminotiazolil grubu yar1 sentetik bir {i¢iincii kusak sefalosporindir. Tiim viicut
stvilarinda dagilimi oldukgca iyidir. Antipsddomonal etkinligi 6n plandadir. Duyarli
Acinetobacter infeksiyonlarmda kullanilabilir. Ancak son yillarda yapilan c¢alismalarda
yiiksek direng oranlar1 bildirilmistir (45).

Sefepim dordiincii kusak yari sentetik, parenteral kullanima uygun ¢ift iyonik karakterde
aminitiazolil sefalosporindir. Aminotiazolil grubunun varligi Gram negatif etkinligi ve
beta-laktamazlara direnci saglayan bir 6zelliktir. Uciincii karbon atomunda N-metilpirolidin

bulunmasi da Gram negatif hiicre duvarindan gecebilme ve beta-laktamaz direnci 6zelligi
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saglar. Pseudomonas kokenleri de dahil tiim Gram negatif comaklara, Gram pozitif koklara
ve anaeroplara karsi etkilidir. Gram pozitif koklara karsi etkisi ticlincii kusak
sefalosporinlerden fazla, ikinci kusak sefalosporinlerden azdir. Tip 1 kromozomal beta-
laktamazlardan daha az etkilenmesi nedeni ile Gram negatif enterik basillere {igiincii kusak

sefalosporinlerden daha etkilidir (46).

2.11.1.4. Karbapenemler

Imipenem ve meropenem giiniimiizde kullammda olan iki karbapenem derivesidir.
Karbapenemler kimyasal olarak sentetik ya da yar1 sentetik beta laktam tiirevi
antibiyotiklerdir. Penisilinlerden farkli olarak, C1 atomuna bir kiikiirt atomu buna da bir
tiazolidin halkas1 baglanmistir. C2 ve C3 atomlarinda doymamis baglar vardir. 6-
transhidroksimetil grubunun varligi birgok beta-laktamaz tiiriine kars1 molekiiliin direncini
saglar. Karbapenemler, basta PBP2 olmak lizere PBP1A, PBP1B, PBP3, PBP4 ve PBP5’e
baglanarak hiicre duvar sentezini engellerler (47).

Imipenem, bir beta laktam halkast igerir, penisilin ve sefalosporinlerden farkli olarak

« -halkasindaki siilfiir atomunda metilen vardir. Bu yapi1 bakteri hiicresindeki hedef
proteinlere baglanmasint arttirrr.  Bunun sonucunda etki spektrumu genisler ve
antibakteriyel giicii artar. Molekiil agirlig1 diistiktiir, bakteri hiicre membranindan girisi
kolay olur. Beta laktam halkasinda bulunan hidroksimetil yan zinciri beta laktamazlara
dayaniklilig1 saglar. Penem halkasinda bulunan alkil tiyo yan zinciri ise molekiiliin P.
aeruginosa’ya etkinligini saglamaktadir. Meropenem, Gram negatif mikroorganizmalara
kars1 imipenemden daha etkilidir (47).

Karbapenemler tiim antibiyotikler icerisinde en genis spektrumlu gruptur. Gram negatif
comaklar ve koklar, Gram pozitif koklar ve anaeroplar ilizerine etkilidirler. Diger beta
laktam antibiyotiklerde post-antibiyotik etki sadece Gram pozitif bakterilerde goriiliirken,
imipenemin hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakteriler i¢cin post-antibiyotik etkisi
saptanmistir. Bu farkin nedeni, imipenemin PBP2’ye de baglanarak bakterilerde sferoblast

formasyonu olusturmasidir (47).
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2.11.2. Protein Sentezini Inhibe Eden Antibiyotikler

2.11.2.1. Aminoglikozidler

Aminoglikozidler, Streptomyces ve Micromonospora cinsi mantarlardan elde edilen dogal
yada yar1 sentetik bakterisidal etkili antibiyotiklerdir (48). Etkilerini mRNA’daki
kodonlarin okunusunu azaltarak ve tRNA antikodonlarindaki bilginin ribozomlarda yanlis
okunmasi ile proteinlerin yanlis kodlanmasma yol agarak gosterirler. Bunun sonucunda
bakteri protein sentezi sonlanir. Bu etkinin gerceklesebilmesi i¢in streptomisin ribozomal
30S alt birimine baglanirken diger aminoglikozidler hem 30S hem de 50S alt birimlerine
baglanirlar (44).

Aminoglikozidler bakterilerin dis membranlarindaki porin kanallarindan periplazmik
araliga diflizyonla girer, ancak bakteri sitoplazmik membranmi gegebilmeleri enerji ve
oksijene bagimli aktif transport mekanizmasi ile olmaktadir. Bu islem EDP 1 (Energy
Dependent Phase) ve EDP 2 olmak iizere iki fazda gerceklesir. Diger protein sentezini
inhibe eden antibiyotikler bakteriyostatik etki gosterirken aminoglikozidlerin bakterisid etki
gdstermesinin transport esnasinda hiicre membraninda delikler olugsmasina ve sonugta hiicre
duvar gecirgenliginin bozulmasina bagli oldugu diistiniilmektedir (49).

Aminoglikozidler genellikle P. aeruginosa ve Acinetobacter tiirlerini de igine alan Gram
negatif basillerin neden oldugu infeksiyonlarin tedavisinde kullanilir. Acinetobacter’lerin

klinik izolatlarinin arasinda aminoglikozid direnci yaygindir (49).

2.11.2.2. Tetrasiklinler

Tetrasiklinler ~ Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere, aerop ve anaerop
mikroorganizmalara, spiroketlere, 6zellikle riketsiya, klamidya ve mikoplazma tiirlerine
etkili genis spektrumlu antibiyotiklerdir. Tetrasiklinler Gram-negatif bakterilere dis
duvardaki porin kanallarindan pasif difiizyonla girer (50). Protein sentezi yapmakta olan
70S ribozomun 30S alt {initinde yeni tRNA molekiiliiniin yerlesecegi bolge ile birlesir.
Bunun sonucu tRNA fiziki olarak ribozomdaki yerini alamaz, tRNA’nin getirdigi aminoasit
sentezlenen polipeptide baglanmaz ve protein sentezi duraklar (50).

Tetrasiklinler ~ terapotik  konsantrasyonlarda  bakteriyostatiktirler.  Oral  yoldan

uygulandiklarinda tetrasiklinler esas olarak jejenumun yukari kismindan %90-95 oraninda
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absorbe olur. Doksisiklin ve minosiklin en fazla lipofilik 6zellige sahiptirler ve bu nedenle

dokulara ve viicut sivilarina iyi penetre olurlar (50).

2.11.2.3. Tigesiklin

Yapisal olarak tigesiklin, minosiklinin 9-t-biitilglikamido derivesidir (51). Bakterilerde
tetrasiklin direncinden sorumlu ribozomal korunma ve efluks mekanizmaya karsi direngli
olmasi tigesiklinin en 6nemli 6zelligidir (52).

Tigesiklin de tetrasiklinler gibi bakteri ribozomlarinin 30S alt iinitlerine baglanarak protein
sentezini elongasyon basamaginda inhibe ederler. Baglanma noktasi tetrasiklinlerden farkli
oldugu icin Tet(M) proteininden etkilenmez ve tetrasiklinlere gore bes kat daha giiclii
olarak baglanir (53).

Tigesiklin aerobik Gram-pozitif, Gram-negatif ve anaerop patojenlere karst etkinlik
gosterir. Ayrica tigesiklin karbapenemaz flireten Acinetobacter suslarna karsi etkili

bulunmustur (54, 55).

2.11.3. Niikleik Asit Sentezini Inhibe Eden Antibiyotikler

2.11.3.1. Kinolonlar

DNA sentezini direkt olarak inhibe eden tek antimikrobiyal gruptur. Kinolonlar
bakterilerde DNA replikasyonu i¢in gerekli olan DNA-giraz (topoizomeraz II) ve
topoizomeraz IV enzimleri ile etkilesime girer. Dolayisiyla DNA’nin replikasyonu ve
RNA-polimeraz enziminin DNA’ya baglanarak mRNA olusturmasi engellenir ve niikleik
asit sentezi durur. Etkileri konsantrasyona bagimli bakterisidaldir. Genel olarak Gram-
negatif bakteriyel aktivite DNA giraz, Gram-pozitif bakteriyel aktivite ise topoizomeraz IV
inhibisyonu ile iliskilidir (51).

Kinolonlar sentez edildikleri siraya gore dort gruba ayrilirlar:

1. Kusak kinolonlar: Nalidiksik asit

2. Kusak kinolonlar: Siprofloksasin, ofloksasin, pefloksasin, norfloksasin, enoksasin,
fleroksasin.

3. Kusak kinolonlar: Levofloksasin, grepafloksasin, sparfloksasin, travofloksasin.

4. Kusak kinolonlar: Moksifloksasin, gatifloksasin, gemifloksasin.
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Ofloksasin ve siprofloksasin, enterik bakterilerin yan1 sira Acinetobacter spp. tirlerine de
etkilidir. Direncli Acinetobacter infeksiyonlarinda kombine tedavide siprofloksasin siklikla
kullanilan bir ajandir. Acinetobacter tiirlerine karsi, 1988’li yillara kadar oldukga etkili olan

florokinolonlar glinimiizde direngli kokenler 6n plandadir (50).

2.11.4. Sitoplazma Zarim Etkileyen Antibiyotikler

2.11.4.1. Kolistin

Polimiksinler kimyasal olarak bes farkli bilesigi iceren (polimiksin A-E) polipeptid
antibiyotiklerdir. Klinik pratikte sadece polimiksin B ve polimiksin E (kolistin)
kullanilmistir (56). Kolistinin hedefi bakteri hiicre membranidir. Katyonik bir peptid olan
kolistin ile Gram-negatif bakterilerin dis membranindaki anyonik LPS molekiilleri
elektrostatik iliskiye girerler ve hiicre membraninda diizensizlige yol agarlar. Kolistin, LPS
molekiillerini stabil halde tutan magnezyum ve kalsiyumun yerini degistirerek dis
membranda bozulmaya ve olusan permeabilite bozuklugu bakterinin 6liimiine neden olur.
Kolistin konsantrasyona bagimli olarak etki gostermektedir. Gram-negatif bakterilerde
mutasyon ya da adaptasyon yolu ile kolistine kars1 direng gelisebilmektedir (57).

Son yillarda ¢ogul ilaca direngli A. baumannii ve P. aeruginosa bakterilerinin neden oldugu
infeksiyonlarda ve 6zellikle de kolistin digindaki tiim antibiyotiklere direngli suslarin neden

oldugu infeksiyonlarin tedavisinde kolistin kullanilmaktadir (56).

2.11.5. Folat Sentezini Etkileyen Antibiyotikler

2.11.5.1. Siilfonamidler ve trimethoprim

Siilfonamidler, bakterilerde ve bazi protozoonlarda bulunan ve yasamsal 6nemi bulunan
folik asit sentezi i¢in gerekli olan paraaminobenzoik asit (PABA) yerine gegerek niikleik
asit sentezini inhibe eder ve bakteriyostatik etki gosterirler (42).

A. baumannii izolatlar1 trimethoprim-siilfametoksazole karsi yiliksek diizeyde direng
gostermektedirler, ancak bu direncin genetik temeli ¢ok az bilinmektedir. Trimethoprim
direncinden, plazmid DNA’s1 tarafindan tasmman dhfr geninin kodladigi dihidrofolat

rediiktaz enziminin sorumlu oldugu bildirilmistir (58).
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2.12.  Acinetobacter Infeksiyonlarinda Kullamlan  Antibiyotiklerin  Direnc
Mekanizmalari

Acinetobacter tiirlerinde bir¢ok antibiyotige karsi hizla direng gelismektedir. Coklu
antibiyotik direnci en sik A. baumannii /calcoaceticus kompleksi ve A. haemolyticus’da
goriilmektedir. Intrensek veya kazanilmis diren¢ mekanizmalar1 nedeniyle bu
infeksiyonlarin tedavisi oldukca giliclesmistir (59). Siklikla imipenem tek etkili tedavi
secenegidir. Yeni ilaglarin uygunsuz ve asirt kullanimi direncin ortaya ¢ikisina katkida
bulunmaktadir. 4. baumannii disindaki tiirlerle olusan infeksiyonlarin tedavisinde ciddi
problem goriilmemektedir. Yapilan bir ¢alismada A. baumannii suslar1 arasinda biyotip 9
diger biyotiplerden daha direngli bulunmustur. 4. baumannii disindaki tiirlerde 3, 10 ve

A. johnsonii en yiiksek direng gosteren tiirler olarak goriilmektedirler. Duyarli suslarin cogu
A. junii ve A. Iwoffii olarak tespit edilmistir (38).

Nozokomiyal infeksiyonlarda siklikla karsilasilan ¢ogul direngli Acinetobacter’lerin
YBU’lerdeki infeksiyonlarinm tedavisinde biiyiik problemler yasanmaktadir.
Aminoglikozidler, tireidopenisilinler, florokinolonlar, ticlincii kugsak sefalosporinler gibi
genis spektrumlu antibiyotiklerin yaygin kullanimi, Acinetobacter tiirlerini antibiyotiklere
direngli hale getirmistir (60).

A. baumannii ampisilin, amoksisilin, birinci kusak sefalosporinlere dogal diren¢ 6zelligi
gosterir (61). A. baumannii diger tiirlere gore daha direnclidir ve YBU’deki mortalitenin
%19-25’inden sorumludur (62).

Transpozonlar ve plazmidler, Acinetobacter tiirlerinin biyolojisinde dnemli rol oynarlar.
Acinetobacter’lerin %80 oraninda c¢esitli molekiil biyiikliiklerinde ¢ok sayida plazmid
tasidiklar1 bildirilmistir. Kromozomda lokalize transpozonlar aracilifiyla ¢ogul antibiyotik
direng geninin tasindig1 bildirilmistir (23).

Acinetobacter’lerde bulunan antibiyotik diren¢ mekanizmalarinin bazilar1 Tablo 4’de

gosterilmistir.

23



Tablo 4. Acinetobacter’lerde bulunan antibiyotik direng mekanizmalar (1)

ANTIBIYOTIKLER DIRENC MEKANIZMALARI

Beta laktamlar Beta laktamaz (plazmid ve/veya kromozom kdkenli)
Penetrasyonun azalmasi

Hedef molekiilde degisiklik

Aminoglikozidler Enzim ile modifikasyon

Iceri alinmanin azalmasi

Florokinolonlar Hedef molekiilde degisiklik

Penetrasyonun azalmasi, aktif disar1 atim

2.12.1. Beta-laktam Antibiyotiklere Karsi Diren¢ Mekanizmalari

Beta-laktam ilaglar, kimyasal yapilarinda ortak bir beta-laktam halkasi tasiyan ve hiicre
duvar sentezini inhibe ederek antibakteriyel etki gdsteren genis bir antibiyotik grubunu
olusturmaktadir (63).

Ozellikle YBU’lerdeki hastalardan soyutlanan 4. baumannii izolatlarinda penisilinlere ve
sefalosporinlere karsi beta-laktam direnci diger tiirlere gore daha siktir. Seftazidim,
piperasilin ve karbapenemler A. baumannii’ ye karsi en etkili beta-laktam antibiyotiklerdir
(58).

Diger tiirlere gore 4. baumannii kdkenlerinde beta laktam direnci daha siktir (64, 65).

Beta laktam antibiyotiklere kars1 olusan direng ti¢ farkli mekanizma ile gelisebilmektedir:

1- Beta laktamaz enzimleriyle antibiyotigin par¢alanmasi,

2- Beta laktam antibiyotigin hiicre i¢ine girisinin engellenmesi,

3- Penisilin baglayan proteinlerde (PBP) degisikliklerin olusmas,

Genellikle bu mekanizmalarin bir arada islemesi sonucu direng gelisimi gdzlenmektedir
(65).

1- Beta laktamaz enzimleriyle antibiyotigin parcalanmasi: Acinetobacter kokenlerinde
beta-laktam antibiyotiklere karsi olan direng biiyiik 6l¢iide beta-laktamaz iiretimine baglidir
(66, 67). Beta-laktamazlarin sentezi kromozom, plazmid veya transpozon kontroliindedir

(68).
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Gram negatif bakterilerdeki kromozomal beta laktamazlarin miktarlari, sentez yolu ve
direncteki rolleri farklilik gostermektedir (65). Gram negatif bakterilerin ¢ogu, tiir 6zelligi
olarak, degisik smiflamalara géore AmpC veya Bush-Jacoby-Mederios Grup 1 olarak
adlandirilan kromozomal beta-laktamazlar tiretir.

Normalde disiik diizeyde iiretilen bu beta-laktamazlar, ortamda bir indiikleyici bulunmasi
halinde sentezlerinin uyarilmasi, indiikleyici ajan ortadan kalktiginda sentezin tekrar bazal
seviyeye inmesi nedeniyle, indiiklenebilir beta laktamazlar (IBL) olarak da adlandirilir.
IBL’ler, yiiksek diizeyde fiiretildiklerinde, karbapenemler hari¢ tiim beta-laktamlar:
pargalayabilme 6zelligindedirler (69).

Sefalosporinaz aktivitesi gosteren enzimler Acinetobacter kokenlerindeki en Onemli
kromozomal beta-laktamazlardwr. A. baumannii izolatlarmin %98'inde sefalosporinaz
aktivitesi oldugu gosterilmistir (70). Kromozomal sefalosporinazlardan olan AmpC’nin
varlig1 beta-laktamlara karsi direngte dnemli bir rol oynamaktadir (70). Bu enzimler aktif
bdlgelerinin 6zellikleri nedeniyle birinci, ikinci, tiglincii kusak sefalosporinleri, penisilinleri
ve monobaktamlar1 hidrolize edebilirler (69).

AmpC beta-laktamazlarin karbapenemler {izerine etkileri son derece az olmasina karsin, bu
enzimlerin asir1 liretimi dig membran porin degisiklikleri gibi bir diger mekanizma ile
birlestiklerinde karbapenem direncine yol agabilmektedir (71).

Bu enzimler, aktif bdlgelerinin yapisal 6zellikleri nedeniyle klavulanik asit ve siilfonlarin
beta laktam halkalarina baglanamaz. Bu nedenle de, bu beta-laktamaz inhibitdrlerine
direnglidirler (69). ACE-1, ACE-2, ACE-3, ACE—4 enzimler, Ambler smif C’de yer alan
sefalosporinazlardir. ACE—1 sefuroksime karsi zayif etkili, klavulonik aside direngli en
genis spektrumlu enzimdir (23, 65).

Imipeneme direncli 4. baumannii kokenlerinde kromozomal OXA-24 enzimi
gosterilmistir. Bu enzim, Ambler sinif D’de yer almakta ve karbapenemleri hidrolize
etmektedir (72). Bununla birlikte metallo-beta-laktamazlar (MBL) ve oksasilinazlar1 igeren
karbapenem hidrolize eden beta-laktamazlar (karbapenemazlar) A. baumannii’de
karbapenem direncinin ortaya ¢ikmasina dnemli bir katkida bulunmaktadir (73).

A. baumannii suslarinda en sik bildirilen metallo-beta-laktamazlar; IMP-1, IMP-2, IMP-4,
IMP-5, IMP-9 ve oksasilinazlar; OXA-58, OXA-24 olarak belirtilmistir (74).
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TEM-1, TEM-2 gibi plazmid aracili beta-laktamazlar penisilinleri inaktive etmekte ancak
sefalosporinleri etkilememektedir (70).

Ambler smiflamasma gore A smifinda bulunan PER-1 ve VEB-1 enzimleri Genislemis
Spektrumlu Beta-Laktamaz (GSBL) aktivitesi gostermekte, penisilin ve sefalosporinlerin
her ikisini de etkileyebilmektedir (75). B sinifinda yer alan, MBL aktivitesi gosteren ve
plazmid aracili karbapenemazdan olan IMP ve VIM ise aztreonam disindaki tiim beta-
laktam antibiyotikleri hidroliz edebilme yetenegindedir (70).

Diinyada Acinetobacter tiirleri arasinda GSBL’ye bagh direng ¢ok az bildirilmektedir.
Ulkemizde ise hastane kokenli izolatlarm %46’ sinda PER—1 (GSBL) tiirii direng
bulunmaktadir (76).

2- Beta laktam antibiyotigin hiicreye girisinin engellenmesi: Beta-laktam antibiyotikler
Gram-negatif bakterilerde bulunan dis membran proteini (Outer Membran Protein (OMP))
ad1 verilen, porin proteinlerinin olusturdugu porlar araciligiyla hiicre igerisine
geemektedirler (77). Porin proteinlerinin sayisini degistiren mutasyonlar beta-laktam
antibiyotiklere direng gelisimine neden olabilmektedir (77).

3- Penisilin baglayan proteinlerde (PBP) degisikliklerin olusmasi: Bu tip direng

esas olarak Stafilokok ve Enterokok gibi Gram pozitif tiirlerde goriilmekle beraber
Acinetobacter tiirlerinde de tanimlanmistir. Burada direng, PBP sayisinda azalma,
kromozomal mutasyonlar sonucu PBP’lerin antibiyotiklere afinitelerinin azalmasi ve beta
laktam antibiyotiklere diisiik afinite gosteren yeni PBP sentezlenmesi seklinde gelisebilir

(68).

2.12.2. Aminoglikozidlere Kars1 Gelisen Diren¢ Mekanizmalari

Aminoglikozidler 30S ribozomlara geri doniisiimsiiz olarak baglanip protein sentezini
inhibe ederek bakteri dliimiine neden olmaktadirlar (78). Bu antibiyotiklere direng iig¢
mekanizma ile gelismektedir:

1- Ribozomal hedeflerde mutasyonlara bagli degisiklik olugmasi (68).

2- Aminoglikozidlerin hiicre i¢ine girisinin azalmasi ve/veya digsar1 pompalanmasi (68).

3- Aminoglikozidlerin enzimlerle degistirilmesi (68).

Aminoglikozidlerin enzimlerle degistirilmesi en sik goriilen aminoglikozid direng

mekanizmasidir (79).
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Toplam ti¢ tip aminoglikozid degistiren enzim saptanmistir:

a. Aminoglikozid asetiltransferazlar: Aminoglikozidlerin amino grubunu asetile ederler.
b. Aminoglikozid fosfotransferazlar: Aminoglikozidlerin hidroksil grubunu fosforile
ederler.

c. Aminoglikozid niikleotidiltransferazlar: Aminoglikozidlerin hidroksil grubunu
adenile ederler.

Aminoglikozidleri degistiren enzimler siklikla plazmid kontroliinde sentezlenmekte ve bu
enzimlerin sentezinden sorumlu olan genler transpozonlarla tasmabilmektedir. Bir
aminoglikozid molekiilii birden fazla bolgede degisiklige ugrayabilir ve bir enzim bir ¢ok

aminoglikozid molekiiliinii degistirebilir (6).

2.12.3. Kinolonlara Karsi Gelisen Diren¢ Mekanizmalar

Kinolonlarin bakteri hiicresindeki baslica hedefleri DNA giraz ve topoizomeraz IV
enzimleridir. Bakteri DNA’sinda siipersarmallar olusturan DNA giraz sirasiyla gyrd ve
gyrB genlerince kodlanan A ve B alt birimlerinden olusur. DNA replikasyonunda gorev
alan topoizomeraz IV ise parC ve parE genlerince kodlanan iki alt birimden olugmaktadir
(78). Kinolon direnci Acinetobacter kokenleri arasmnda aktarilamayan iki mekanizmayla
olusmaktadir (77).

1- DNA giraz enziminin alt birimlerindeki degisiklikler: gyr4 ve parC genlerindeki
kromozomal mutasyonlar bu antibiyotiklerin hedefleri olan DNA giraz ve topoizomeraz
IV’te degisiklige neden olarak florokinolon direncine neden olmaktadir (80). gyrB
mutasyonlari ise Acinetobacter kokenlerinde saptanamamustir (6).

2- Dis membran gecirgenliginin azalmasi ve/veya ilacin aktif olarak disar1 atilmasi:
Acinetobacter kokenlerinde kinolonlar1 disar1 atan pompa sayisinin artmasi veya ilacin
hiicre icerisine girisine aracilik eden spesifik dis membran proteinlerinin iiretiminin

azalmasiyla sonuglanan mutasyonlara bagli olarak gelismektedir (68).

2.12.4. Tetrasiklinlere Karsi1 Gelisen Diren¢ Mekanizmalar
A. baumannii’de yaygm olan tetrasiklin direncinin iki farkli mekanizmasi tanimlanmistir.
tetA ve tetB spesifik transpozon aracili efliikks pompalaridir; tetB tetrasiklin ve minosiklinin

her ikisinin de efliiksiinii belirlerken, tetA sadece tetrasiklinin efliiksiinii yiiriitmektedir .
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Ikinci mekanizma ribozomal koruyucu proteindir; ribozomlar: tetrasiklinin etkisinden
korur. Tetrasiklin, minosiklin ve doksisiklinden ribozomlar1 koruyan protein tetM olarak
kodlanmistir. A. baumannii’de bulunan bu koruyucu protein S. aureus'un tetM proteini ile

%100 homoloji gésterir (6, 81).

2.12.5. Diger Antibiyotiklere Kars1 Diren¢ Mekanizmalar

A. baumannii izolatlar1 kloramfenikol ve trimetoprim-siilfametaksazole karsi yiiksek
diizeyde direng gdstermektedirler, ancak bu direncin genetik temeli ¢cok az bilinmektedir.
Trimetoprim direncinden, plazmid DNA’s1 tarafindan tasman dhfr geninin kodladig:
dihidrofolat rediiktaz enziminin sorumlu oldugu bildirilmistir (58).

Acinetobacter kokenlerinde kloramfenikol direncine Kloramfenikol Asetiltransferaz-I

(KAT-I) enzimi neden olmaktadir. Bu enzim transpozon ve plazmidlerce kodlanmaktadir

(6).

2.13. Tiplendirme Yontemleri

Tiplendirme yontemleri baslica; hastalardaki epidemiyolojik iliskilerin ortaya konulmasi,
reaktivasyonun reinfeksiyondan ayirt edilmesi ve salgin arastirmalarinda epidemik suslarin
kaynaginin ve yayilim yolunun belirlenmesi, hastane ve toplumsal kaynakli infeksiyonlarin
belirlenmesi, direngli suslarin tanimlanmasi ve yayginliginin belirlenmesi ve infeksiyon
etkenlerinin yayilimin belirlenmesi gibi amaglarla kullanilmaktadir. Bu amagla kullanilan
bir¢ok fenotipik ve genotipik tiplendirme yontemi bulunmaktadir (6).

Tiplendirme yontemleri standartize edilmis, duyarli ve 6zgiil olmali ayrica tiim tiplendirme
sistemlerinin tekrar edilebilirligi, ayrim giicli, uygulama ve degerlendirme kolaylig1
belirlenmis olmalidir (82). Ayrim giicii epidemiyolojik olarak iliskisiz izolatlar1 ayirt etme
kabiliyeti olarak tanimlanmaktadir (83). Fenotipik yOntemlerle karsilastirildiginda
molekiiler yontemlerin ayrim giicii daha yiiksektir ve birgok tiire uygulanabilme avantaji

saglamaktadir (82, 83).
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2.13.1. Fenotipik Yontemler

Mikroorganizmalar arasindaki iliskiyi belirlemede birgok farkli fenotipik metod
kullanilabilmektedir. Ancak genellikle fenotipik metodlarmn tekrarlanabilirligi, tiplendirme
yetenegi ve ayrim giicii yetersizdir (84).

FENOTIPIK YONTEMLER

- Antibiyotiplendirme

- Serotiplendirme

- Biyotiplendirme

- Bakteriofaj tiplendirme

- Bakteriyosin tiplendirme

- Multilokus enzim elektroforezi

- Hiicresel proteinlerin poliakrilamid jel elektroforezi

- Immunoblot fingerprinting

2.13.1.1. Antibiyotiplendirme

[zolatlarm benzerliklerine gére gruplandirmak ve direng gelisimini tespit etmek amaciyla
kullanilmaktadir. Genellikle minimal inhibitér konsantrasyon (MIK), breakpoint ve disk
difiizyon zon degerleri kullanilmaktadir (37). Tiplendirme i¢in antibiyogram sonuglarinin
diger yontemlerle ve epidemiyolojik verilerle birlikte degerlendirilmesi gerekmektedir.
Bazen benzer olmayan suslar ayni antibiyogram profilini gosterirken, bazen de infeksiyon

ataklar1 sirasinda duyarlilik profilleri degismektedir (5, 6).

2.13.1.2. Serotiplendirme

Bakterilerin yiizeyindeki antijenleri onlara spesifik antikorlar1 kullanarak belirlemeye
dayanan tiplendirme yontemidir. Antiserumun elde edilme giicligii ve farkli metodlar
arasindaki standardizasyon problemleri nedeniyle degeri dusiiktiir (82, 83). Bu sistem
hastane kaynakli salgin ¢aligmalar1 i¢in umut vericidir fakat yogun emek gerektirmektedir

(85).
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2.13.1.3. Biyotiplendirme

Bakterilerin farkli besiyerlerindeki iireme kabiliyetlerinin ve biyokimyasal 6zelliklerinin
kullanildig1 tiplendirme yOntemidir. Gen ekspresyonundaki cesitlilikten ve rastlantisal
mutasyonlarin mikroorganizmanin biyolojik 6zelliklerini degistirebilmesinden dolay1 ayrim
giicii zayiftir (83). Ozellikle hastane infeksiyonu salginlarinda az sayida biyotip bulunmasi

nedeniyle biyotiplemenin ayirt etme yetenegi yetersiz bulunmaktadir (86).

2.13.1.4. Bakteriosin Tiplendirme

DNA-DNA hibridizasyon teknigi ile birlikte ¢alisildiginda klinik olarak 6nemli
Acinetobacter suslariin tiplendirilmesinde yararl bir tiplendirme yontemi olmaktadir (5).
Bakteriyofaj tiplendirmeden daha az zahmetlidir ve serotiplendirme antibiyotiplendirme

veya biyotiplendirmeyle birlikte epidemiyolojik ¢alismalarda kullanilabilmektedir (82).

2.13.1.5. Bakteriyofaj Tiplendirme
Zahmetli ve tekrarlanabilirligi diisiik bir yontem olmasi ve standardizasyonundaki

problemler metodun kullanimini sinirlandirmaktadir (83).

2.13.1.6. Multilokus enzim elektroforezi

Cok sayidaki hiicresel enzimin elektoforetik aktivitesiyle iliskilidir ve tiir identifikasyonu
icin faydali bir teknik olarak degerlendirilmektedir (6). Bir ¢alismada 81 Acinetobacter
izolatinda 27 esteraz ve iki dehidrogenaz enzimi arastirilmis ve her enzim igin 2-17

arasinda varyant tanimlanmuistir (87).

2.13.1.7. Hiicresel proteinlerin poliakrilamid jel elektroforezi

Acinetobacter tiirleri ile ilgili epidemiyolojik ve taksonomik ¢alismalarda hem hiicre duvari
proteini hem de tiim hiicre proteinleri kullanilmistir (5). Hiicre duvari proteinlerinin
sodyum dodezil siilfat poliakrilamid jel elektroforezindeki analizinde epidemiyolojik olarak
iliskili suslarda benzer profiller bulunurken, iliskisiz suslarda farkliliklar gézlenmistir. Bu

yontem hastane salginlarinda ve endemik ataklarda basari ile uygulanabilmektedir (88).
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2.13.2. Molekiiler Yontemler

Molekiiler tekniklere ilgi her gecen giin artmakta ve infeksiyonlarin epidemiyolojik
aragtirmalarina artan bir oranda dahil edilmektedirler (82). Cesitli molekiiler yontemler
gelistirilmis olmasina karsin bakteriyel tiirlerin ¢ogunda kullanilabilecek en uygun metod
PFGE olarak goriilmektedir (89).

MOLEKULER YONTEMLER

I. Niikleik asit temelli yontemler
¢ Plasmid profilleri
e Restriction fragment length polymorphism (RFLP)
e Pulsed field gel electrophoresis (PFGE)
e Segmented RNA gel electrophoresis
e Ribosomal RNA gel electrophoresis
e Multilocus sequence typing (MLST)
I1. PCR temelli yontemler
e Hedefi bilinen tekrarlayan sekanslar
o Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus Sequences (ERIC)
o Repetitive Extragenic Palindromic Sequences (REP)
o Double Repetitive Element (DRE)
o Insertional Sequence (IS)
o Polymorphic Guanine/Cytosine-Rich Repetitive Sequences (PGRS)
e Randomly amplified polymorphic DNA (RAPD),
e Arbitrary Primed PCR (AP-PCR)
e Amplified fragment length polymorphism (AFLP)

2.13.2.1. Plasmid profili

Acinetobacter tiirlerinin tiplendirilmesinde kolay ve hizli bir sekilde uygulanmaktadir.
Acinetobacter tiirlerinde ¢esitli say1 ve biiyliklikte plazmid bulunmaktadir. Diger tiirlerde
plazmid saptanmaz iken A. calcoaceticus- A. baumannii complex i¢indeki 13 tlirde 1-4 adet

plazmid bulunmustur (5). Benzer plazmid profilli suslar plazmid DNA’larmimn restriksiyon
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enzimlerle pargalanmast veya isaretli problarla hibridizasyonu sonrast farkli
bulunabilmektedir. Plazmid tiplendirmesi epidemiyolojik ¢alismalarda olduk¢a yararh
olmasinin yan: swra ek molekiiller yontemlerle desteklendiginde daha da faydali

olabilmektedir (90).

2.13.2.2. Multilokiis Sekans Tipleme (MLST)

Mikroorganizmalarim tiplendirmesi i¢in yiiksek derecede ayirt edici bir yontemdir ve klinik
olarak Onemli bakteriyel patojenlerin epidemiyolojik karakterizasyonu i¢in basariyla
uygulanmaktadiwr. MLST multilokus enzim elektroforez ile ayni prensiplerden temel
almaktadir fakat direkt olarak protein kodlayan yapisal genlerin internal fragmanlarinin
DNA sekans karsilastirmasina dayanmaktadir. Hayati fonksiyonlar1 olan proteinleri

kodlayan gen bolgeleri se¢ilmektedir (91).

2.13.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Temelli Yontemler

Mikroorganizmalarm tiplendirilmesi i¢in 6zgiil veya rastgele primerler kullanarak DNA
dizisinin PCR ile amplifikasyonu temelindeki yontemlerin kullanimi artmustir.

A.  baumannii’nin tiplendirilmesinde AP-PCR (Arbitrarily Primed Amplification)
yontemiyle M13 bakteriyofajinin kor bdlgesine uygun primerler kullanilarak rastgele
bolgeler ¢ogaltilmakta ya da ERIC-PCR (Enterobacterial Repetetive Intergenic Consencus
PCR) yontemleri ile tekrarlayan bolgeler hedef olarak kullanilarak hedef DNA dizisi
cogaltilmaktadir (91). Ayrica rep-PCR (Repetetive Extragenic Palindromic Sequence Based
Metod), AFLP  (Amplified  Fragment Length  Polymorphism  Analysis),
“infrequentrestriction site PCR”, “integraz gen PCR”, ARDRA (Amplified Ribozomal
DNA Restriction Analyse), MLST (Multi Lokus Sequence Typing) yontemleri alternatif
yaklasimlar olarak kullanilmaktadir (91, 92).

2.13.2.4. Repetitive Extragenic Palindromic Sequences (REP)-PCR

Bu yontem genom igerisinde tekrar eden kodsuz DNA fragmanlarinin (amplikon)
cogaltilmasina dayanir. Bu fragmanlarin diizenlenmesiyle analiz edilen organizmanin ¢ok
belirgin farkliliklar1 ortaya ¢ikar ve boylelikle bu teknik bakteri veya mantarlarin sus

seviyesinde ayrilmasini saglar.
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l.adimda: Genom boyunca dagilmis bulunan tekrar eden seriler rep-PCR primerleriyle
baglanir.

2. adimda: Fragmanlar boyut ve elektrik yiikii olarak ayrilabilir. Eksiksiz bir rep-PCR
parmak izi profili; boyutlar1 ve yogunluklar1 farkli bir¢ok bandin olusturulmas ile elde
edilir. Fragmanlar elektroforez 6zelligi olan bir mikro akiskan ile birbirinden ayrilir. Islem
geleneksel elektroforez prensiblerine gore hareket eder fakat ¢ok diisitk miktarlarda 6rnek
kullanilir. LabChip’i i¢erisinde DNA pargalarinin bir boya ile boyanmasi saglanir. Pargalar
Chip igerisinde ayrildikca zaman igerisinde bir 151k yogunlugu olustururlar. Bu 151k
yogunlugu; grafigi; 6rnegin parmak izi kalibini ortaya koyar.

Organizmalarm gelisim ve yayilimlarinin takibi ve ayni zamanda organizmalarin genetik
benzerliklerini ve degisimlerini ortaya koymak icin bakteri, kiif ve mayalarin
genotiplendirmesini yapan bir yontemdir. Koken tayini ve parmak izi belirlemesinde
kullanilir. rep-PCR yOntemi; mikroorganizmalart genom boyunca dagilmis olan kodsuz
dizileri hedef alan primerleri kullanir (93) ve rep-PCR mikroorganizmalarm sus
farkliliklarii1 ve tiirlerin  siniflandirilmasi i¢in bir yaklagimdir (94). Yakin tarihte
Aspergillus iizerinde ticari olarak da bulunabilen bir rep-PCR ydntemi olan DiversiLab
(bioMerieux, Fransa) sistemi olusturulmustur (95). Ayrica Fusarium, Aspergillus,
Zygomycetes, dimorfik fungi, Trichophyton, Candida suslar1 Diversilab sistemi ile hizl,
dogru ve kolay olarak yapilabilecegi bildirilmektedir (96).

DiversiLab sistemi teknik uygulamasi basit, <24 saatten dnce saf kiiltiirlerde sonug veren
geleneksel yontemlerle karsilastirildiginda daha hizli bir yontemdir. Bu yontem 3
bilesenden olusur.

1. PCR ajan kitleri

2. Agelant 2100 bioanalyze sistemi; ¢ogaltilmig parcaciklari bir mikroakiskan i¢ceren Chip
icerisinde 151k yogunluguna gore ayirir.

3. Web tabanli DiversiLab yazilimi

Sonuglar; DiversiLab sistemi tarafindan bir dendogram raporu seklinde olusturulur yada bir
noktalama grafigi seklinde olusturulur. Dendogram; izolatlar arasindaki benzerligi gozler
online serer. Noktalama grafigi ise, hiyerarsik olmayan uzaysal iliskiyi gosterir. Jel

gorintiileri veya elektroforegram ya da her ikisi beraber degerlendirilebilir (97).
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2.13.2.5. Pulsed field gel electrophoresis (PFGE)

Yiiksek oranda tekrarlanabilirlik 6zelligine sahip oldugundan, bu ydontem bir¢ok arastirmaci
tarafindan molekiiler yontemler i¢inde altin standart olarak kabul edilmistir (98).

Bu yontemde kdkenler eritilmis agaroz ile karistirilir, bir deterjan enzim ile lizise ugratilir
ve restriksiyon enzimleri (RE) ile kesilir. Daha sonra agaroz jelde PFGE uygulanir. Ayn1
tirtin farkli alt tiplerindeki genomik farkliliklar, restriksiyon enzimleri ile kesildikleri
bolgelerin de farkli olmasma neden olur. Incelenen kokenler, genotipik yonden benzer
bulundugunda, epidemik ve endemik kokenlerin kesin olarak ayirt edilebilmesi igin en az
iki enzim ile restriksiyon analizi yapilmas1 dnerilmektedir (98).

PFGE ile bakteriyel DNA analizinin ¢esitli kullanim alanlar1 bulunmaktadir. Bilinen genler
ornegin problar kullanilarak bakteri kromozomunu haritalamak miimkiin olmaktadir.
Bakteriyel genom biiyiikliigii direkt olarak saptanabilir ve jeldeki biiylik restriksiyon
fragmanlarmin  elektroforezi ile kromozom alt bdlgeleri tanimlanabilmektedir.
Transpozonlarin insersiyonu haritalanabilmektedir. Bakteri izolatlarmm molekiiler
epidemiyolojik ¢alismalarinda ¢ok yararli bulunmaktadir (99).

Acinetobacter kdkenlerinin DNA’s1 izole edildikten sonra Apal, Smal ve Nhel restriksiyon
enzimleri ile pargalanmasi sonucu olugsan DNA parcalarinin uzunluk polimorfizmi
gosterilmektedir. Bu yontem, 4. baumannii i¢in salginlarda veya bir hastanimn izole edilen
farkl kokenlerin tiplendirilmesinde yararl bir metottur. Dezavantaji, pahali ve uzun siireye
ihtiya¢ duyulmasidir. PFGE olduk¢a ayirt edici ve epidemiyolojik ¢alismalar ig¢in ¢ok
yararli bir metottur (100).

2.13.2.5.1. PFGE’de epidemiyolojik yorum

Aym izolat: PFGE’de say1 ve boyutlar1 ayn1 bant paterni sergileyen bakterilerin genetik
olarak ayni ve epidemiyolojik olarak iliskili olduklar1 kabul edilir. Tek bant farklilig:
gosteren izolatlarinda klonal olarak iliskili olduklar1 gosterilmistir (82, 89).

Yakin Iliskili Izolat: Tek bir nokta mutasyon, insersiyon veya delesyon olusmasi
nedeniyle aralarinda 2-3 bant farki olusan izolatlar yakindan iligkili olarak
degerlendirilmekte ve epidemiyolojik olarak salginin bir pargasi olduklar1 diisiiniilmektedir

(82, 83).
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Muhtemel iliskili izolat: insersiyon veya delesyon ile restriksiyon bdlgelerinin kazanimi
veya kaybi gibi iki bagimsiz genetik degisiklik meydana geldiginde aralarinda 4-6 bant
fark1 olan izolatlar olusur. Cok sayida hastanin kullanildig1 ve 3-6 aydan uzun bir siireyi
kapsayan caligsmalarda siklikla gdzlenir. Bu tiir izolatlar muhtemel iliskili izolatlar olarak
degerlendirilir (82, 83). Ancak genetik olarak yakindan iligkili olmadiklarindan
epidemiyolojik olarak iliskili olma olasiliklar1 daha diisiiktiir (89).

Mliskisiz izolat: DNA’sinda meydana gelen ii¢ ya da daha fazla genetik degisiklikten dolay:
yedi ya da daha fazla bant farki sergileyen bakteriler epidemiyolojik olarak iliskisiz
izolatlar olarak kabul edilir (89).
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3.GEREC VE YONTEM

Bu calismanin yapilabilmesi i¢in Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nun
11/2010-9 karar1 uyarmca etik kurul onay1 alinmistir.

Calismamiza Ocak 2010-Haziran 2011 tarihleri arasmda Gaziantep Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Dahili Yogun Bakim Unitesi’'nde yatmakta olan hastalarin
mikrobiyoloji laboratuarina gonderilen c¢esitli klinik orneklerinden ve gevre kiiltiirleri
yapilarak, 4. baumannii olarak izole edilen suslar ¢alismaya dahil edildi.

Klinik orneklerdeki A. baumannii suslari, YBU doktorlar1 tarafindan almnarak,
laboratuarimiza rutin degerlendirme amaciyla gonderilen orneklerden izole edildi. Es
zamanl olarak A. baumannii’nin izole edildigi hastalarin bulundugu cevre ortamlarindan
(hasta yataklari, hasta pikeleri, aspirasyon cihazlari, dolap, lavabo, musluk, ventilator
devresi, havalandirmalar, hemsire deskleri, perdeler, kap1 kollar1 gibi) ylizey siiriintiileri
tarafimizca alindu.

Izole edilen suslarin identifikasyon ve invitro antibiyotik duyarhlik testlerinin ardindan rep-

PCR ile genotiplendirilmesi yapildi.

3.1. Orneklerin Toplanmasi

Laboratuarimiza YBU’den gelen cesitli klinik drneklerden izole edilen A. baumannii
suslar1 ¢alismaya alindi. Calismaya alinan suslar, trakeal aspirasyon Ornegi, kan kiiltiirii
ornegi, kateter 6rnegi kiiltiirii, idrar, beyin omurilik sivis1 (BOS) 6rneklerinden izole edildi.
Kiiltiirler uygun kaplar ve/veya tasima besiyerleri ile laboratuara ulastirildi. Kan kiiltiirti
ornekleri BacT-Alert (bioMerieux, Fransa) otomatize kan kiiltiirii siselerine alind1.
Herhangi bir érneginden Acinetobacter spp. izole edilen hastalardan es zamanli olarak
(maksimum 24 saat icerisinde) ¢evre siiriintii 6rnekleri alindi. Hastalara ait olan yataklari,
aspirasyon cihazlari, dolap, lavabo, musluk, ventilator devresi, havalandirmalar, hemsire
deskleri, perdeler, kap: kollar1 gibi cansiz yiizeylerden Stuart (Oxoid, Ingiltere) tasima
besiyeri ile siiriintii kiiltiirleri alindi. Siiriintii 6rnekleri alinirken, pamuklu silgicler yag
asitlerinin sebep olabilecegi inhibitor etkiyi ortadan kaldirmak icin steril serum fizyolojik

ile 1slatildi.
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3.2. Bakterilerin Tanimlanmasi

Mikrobiyoloji laboratuvarmma gonderilen klinik Ornekler ve cansiz yilizeylerden alinan
stirtintii 6rnekleri %5 koyun kanli agar (bioMerieux, Fransa) ve eozin metilen blue (EMB)
(bioMerieux, Fransa) agar besiyerlerine ekildi. Ekim yapilan plaklar 24-48 saat 35°C’de
inkiibe edildi. Kan kiiltiirii 6rneklerinin de lireme sinyalinin alinmasindan sonra belirtilen

besiyerlerine subkiiltiirleri yapildi. Ureyen bakterilerin tanimlama asamasmna gegildi.

3.2.1. Konvansiyonel yontemler

Aerob kosullarda tireyen, kanli besiyerinde 1-2 cm boyutlarinda, gri renkli, S tipinde, EMB
besiyerinde laktoz negatif goriinen, Gram negatif, hareketsiz, 1.0-1.5 x1.5-2.5 um ¢apinda,
diplokok veya kokobasil morfolojisinde, katalaz pozitif, oksidaz negatif, bakteriler
Acinetobacter 6n tanisi ile, tiir ve cins belirlenmesi i¢in otomatize tanimlama yontemlerine

alindi.

3.2.2. Otomatize identifikasyon yontemi

Konvansiyonel yontemlerle Acinetobacter siiphesi olan bakteriler Vitek 2 (bioMerieux,
Fransa) otomatize bakteri identifikasyon sistemi ile tanimlandi. Bakterilerin 24 saatlik taze
kiiltiirlerinden 0.5 McFarland bulanikliginda bakteri siispansiyonu hazirlandi. Bunun igin,
Vitek Densichek (bioMerieux) dansitometri kullanildi. Hazirlanan bakteri siispansiyonlar1
GN (Gram negatif) kartlarina onerilen sekilde dagitildi ve cihaza yerlestirildi.

Vitek 2 cihazi tam otomatik bir bakteri tanimlama ve mikrodiliisyon prensibine gore
antibiyotik duyarlilik testleri yapilmasini saglayan bir sistemdir. Boyu 5.5 cm, eni 9 cm
boyutlarinda, lizerinde 64 adet kuyucuk ve her kuyuda, liyofilize yapida, bir metabolit veya
farkli konsatrasyonlarda antibiyotik igeren Ozel plastik kartlar seklindedir (Resim 3 ).
Bakteri inokiilumunun vakum prensibine dayal1 bir dagitici ile dagitilmasinin ardindan, her
bir kuyucuk mikrolitre boyutunda doldurulmus olur. Bu kartlarda barkodlama sistemi ile
seviyelendirilmis ve cihaza girmeden Once kartlari alip tanimlayan “smart tastyicili”
bilgisayar ¢ipi kullanmaktadir. Kartlar dolum yerinden okuyucu inkiibatore taginir ve testin

sonunda otomatik olarak bir kutuya atilmaktadir.
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Resim 3. Vitek Gram negatif identifikasyon kart1

Vitek 2 GN identifikasyon Paneli

1. Ala-Phe-Pro Arylamidase 12. Fermantation/Glucose

2. Adanitol 13. Beta-Glucosidase

3. L-Pryrolydonyl-Arylamidase 14. D-Maltose

4.L-Arabitol 15. D-Mannitol

5. D-Cellobiose 16. D-Mannose

6. Beta-Galactosidase 17. Beta-Xylosidase

7. HaS Production 18. Beta-Alanine arylamidase pNA
8.Beta-N-Acetyl-Glucosaminidase 19. L-Prolin arylamidase

9. Glutomyl Arylamidase pNA 20. Lipase

10. D-Glucose 21. Palatinose

11. Gamme-Glutamyl-transferose 22. Tryosine Arylamidase



23. Urease 35. Phosphatase

24. D-Sorbitol 36. Glycine-Arylamidase
25. Saccharase/Sucrose 37. Ornithine-Decarboxylase
26. D-Tagatose 38. Lysine-Decarboxylase
27. Citrate 39. L-Histidine assimilation
28. Malonete 40. Coumarate

29. 5-Keto-D-Gluconate 41. Beta-Glucuronidase

30. L-Lactate alkalinisation 42. O/129 Resistance

31. Alpha-Glucosidase 43.Glu-Gly-Arg-Arylamidase
32. Succinate-Alkalinisation 44. L-Malate assimilation
33. Beta-N-Acetyl-Galactosaminidase 45. ELLMAN

34. Alpha-Galactasidase 46. L-Lactate assimilation

A. baumannii olarak tanimlanan suslar % 4 gliserol iceren Mueller Hinton Agar (Oxoid,

Ingiltere) besiyerinde -20 °C’de saklandi.

3.3. Bakterilerin Antibiyotik Duyarhliklarinin Belirlenmesi

Vitek 2 sistemi MIK (Minimum inhibitér konsantrasyonu) degerini tespit edebilen,
kolorometrik, bilgisayar destekli bir yontemdir. Vitek 2 cihazinda antibiyotik sonug¢larinin
degerlendirilmesinde  Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI) standartlari
kullanilmakta ve bilgisayar software’i Onerilere gore gilincellenmektedir. Antibiyogram
kartlarma dagitilacak olan bakteri inokiilumu, cihaz kullanim kilavuzlar1 baz aliarak
iretici firmanin Onerileri dogrutulsunda hazirlandi. Tanimlama amaciyla hazirlanan 0.5
McFarland bulanikliginda bakteri siispansiyonundan, 145 pl alinarak, yeni hazirlanmis, 3
ml steril bir tiipteki serum fizyolojik icerisinde siispanse edildi. Hazirlanan siispansiyon
cihaz kullanilarak kartlara dagitildi.

Her kart igerdigi liyofilize olarak antimikrobiyallerin farkli konsantrasyonlarini ve kiiltiir
besiyeri olarak da Mueller Hinton Broth icerir. Bu AST90 kartlar1 mikrodiliisyon tekniginin
kisaltilmis ve kiiciiltiilmiis bir versiyonuyla diliisyon yaparak MIK degerini tespit eder.
Tiim kartlar 35.5 £+ 1.0 °C’de cihazin inkiibatoriinde inkiibe edilir. Her kart 15 dakikada bir

karusel denen inkiibatdre alinir ve reaksiyonlarin okunmasi i¢in optik sisteme transfer
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edilir. Tiim inkiibasyon periyodu boyunca 15 dakikada bir bilgiler toplanir. Tiim okunan

degerler kaydedilerek, en ge¢ 18 saat iginde sonug aliabilmektedir.

Tablo 5. Vitek 2 AST90 kartlarinda yer alan antibiyotikler ve diliisyon miktarlari

ANTIBIYOTIK Konsantrasyon (ug/mL)
Amikasin (AN) 8,16, 64
Ampisilin/Sulbactam (SAM) 4/2,16/8,32/16
Cefepime (FEP) 2,8,16,32
Cefoperazone/Sulbactam (SFP) 8, 16,32
Ceftazidime (CAZ) 1,2,8,32
Ceftriaxone (CRO) 1,2,8,32
Ciprofloxacin (CIP) 05,2,4

Colistin (CS) 4,16, 32
Gentamicin (GM) 4,16, 32

Imipenem (IPM) 2,4,16
Levofloxacin (LEV) 0.25,05,2,8
Meropenem (MEM) 0.5,4,16
Piperacillin (PIP) 4,16,32,64
Piperacillin/Tazobactam (TZP) 4/4,16/4,32/4, 64/4
Tetracycline (TE) 2,4,8

Ticarcillin (TIC) 16,32, 64
Tigecycline (TGC) 0.75,2,4
Tobramycin (TM) 8,16, 64
Trimethoprim/Sulfamethoxazole (SXT) 1/19, 4/76, 16/304

3.4. Kokenlerin Genotiplenmesi I¢in Molekiiler Yontem

A. baumannii suslariin genotipik analizi otomatize bir sistem olan Diversilab (bioMerieux,
Fransa) cihazinda calisildi. DiversiLab, rep-PCR teknolojisi kullanilarak standardize ve
tekrarlanabilir DNA parmak izi profilleri ile kisa bir siirede suslarin genotiplendirmesini
yapan, otomatik bir PCR cihazidir. Cihaz ve adapte edildigi kit, ticari bir kit oldugundan
(patentli iirtin) ilgili firma ve kit kullanim kilavuzundan 4. baumannii genomik analizi i¢in
arastirilan gen bdlgesine ulasilamamuistir.

Bu ¢aligma 4 asamada yapild.
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1. A. baumannii saf kiiltiirinden manuel DNA ekstraksiyonu yapild1.

2. Thermalcycler’da DiversiLab parmak izi kitleri kullanilarak rep-PCR yapildi.

3. Biyoanalizor kullanilarak otomatik microfluidic elektroforez yapildi.

4. Internet tabanli yorumlama yazilim programu ile kolay ve hizli degerlendirme yapildi.
DNA ekstraksiyonu yapmak icin -20 °C’de stokladigimiz suslar bir gece etiivde
bekletildikten sonra EMB agara ekilerek canlandirildi.

3.4.1. DNA ekstraksiyonu icin yapilan asamalar

Ekstraksiyon kitinin icerigi

» Kumlu tiip

» 2 ml’lik ependorf tiip

> Kolonlu tiip

» MDI1, MD2, MD3, MD4, MD5 Solusyonu

1. 300 pl MicroBead ¢ozeltisi, her biri igerisinde kum tanesi bulunan MicroBead tiipiine
dagitildi.

2. Besiyerinden numune alind1 (2 defa 1 pl 6ze ).

3. MicroBead tiiplindeki sivi icerisinde, aliman Acinetobacter kolonileri 6ze ile iyice
karistirildi.

4. 50 uL MD1 ¢ozeltisi eklendi.

5. 10 dakika boyunca 2400 rpm’de vortekslendi.

6. 30 saniye 10.000xg’de gevrildi.

7. 100 pL MD2 ¢ozeltisi temiz ependorf tiiplere bosaltildi.

8. Tium silipernatant1 (6. adimdan) 100 uL. MD2 ¢ozeltisine (igerisinde kum tanesi
olmamasina dikkat edilerek) aktarildi.

9. Kisa bir siire vortekslendi.

10. 15 dakika +4 °C’de sogutuldu.

11.1 dakika 10.000xg de ¢evrildi.

12. 450 uL. MD3 ¢ozeltisi temiz ependorf tiiplere bosaltildi.

13. 200 pL siipernatant (11. adimdan) 450 ul MD3 ¢ozeltisine aktarildi.

14. Kisa bir siire vortekslendi.(40-50 saniye)
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15.
16.
17.
18.
19.
20.

21

Kisa bir siire santrifiij edildi. (1 dakika kadar)

Stipernatant (15. adimdan, 650 pL) temiz bir spin filtreye transfer edildi.
30 saniye 10.000xg’de cevrildi ve asagi akan sivi atild1.

300 uL MD4 ¢ozeltisi spin filtreye bosaltildi.(17. adimdan)

30 saniye 10.000xg de ¢evrildi ve asag1 akan sivi atild1.

1 dakika 10.000xg kuru olarak ¢evrildi.

. Spin filtre yeni temiz bir tiipe yerlestirildi.
22.
23.
24,
25.

35 uL MDS5 ¢ozeltisi spin filtrenin tam ortasina ve filtreye dokunmadan bosaltild1.
2 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

Filtre ¢ikarip atild1.

DNA toplama tiiptinde tutuldu ve DNA amplifikasyon islemi tamamlandi.

3.4.2. Thermalcycler’da diversiLab parmak-izi kiti kullanilarak rep-PCR yapilmasi

asamasi

rep-PCR ve uygun DiversiLab DNA parmak-izi kiti kullanilarak drnekler amplifiye edilir.
PCR Kitinin Icerigi

» Master Mix
» PCR Buffer
» Primer Mix
» Taq Polimeraz

Her ¢alismada 12 Acinetobacter susu icin Acinetobacter-DNA amplifikasyon karigimi

hazirlandu.
12 hasta i¢in Total voliim (uL)
Rep-PCR MM 234
GeneAmp 10X PCR | 325
buffer
Primer Mix 26
AmpliTaq DNA | 6.5
Polymeras
299
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Testin Uygulanmasi

1. Amplifikasyon asamas1 izolasyon odasindan farkli bir odada yapildi. Amplifikasyon i¢in
kullanilacak buffer, master mix, primer mix, taq DNA Polimeraz -20 °C’lik derin
dondurucudan ¢ikarildi. Tag DNA Polimeraz ¢alisma anina kadar buz kalibi iizerinde
bekletildi.

2. Ornek sayis1 kadar PCR amplifikasyon karisimi ependorf tiipiine hazirland1 ve 1ml’lik
ependorf tiiplerine 23 pl dagitildi

3. Hasta Orneklerinden elde edilmis DNA izolatlarindan 2’ser pl ependorf tiiplerine
dagitildi ve kapaklar1 kapatildi.

4. Orneklerdeki niikleik asit ‘thermal cycler’ cihazinda asagidaki sikluslar uygulanarak

cogaltildi.

Program rep-PCR45

Cycles 35

Step Temp(’C) Time (seconds)
Initial Denaturation 94 120
Denaturation 94 30
Annealing 45 30
Extension 70 90

Final Extension 70 90

Hold 4 _

5. Calisma tamamlaninca PCR iiriinleri cihazdan alind1.

6. DNA LabChip on Agilent Bioanalyzer cihazina yerlestirildi.

3.4.3. Biyoanalizor kullanilarak otomatik mikrofluidic elektroforez yapim
Kitin igerigi

» Chip reaktifleri

» Marker

> Jel Boyasi

» Jel matriksi
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Testin uygulanmasi

1. Jel-boya iceriginin oda 1sisina getirilmesi beklendi.
2. Jel ve boya vortekslendi ve kisaca spin yapildi.

3. 1.5 mI’lik bir tiipe 200 pl jel ve 10 pl boya konuldu.
4. Homojen olana kadar vortekslendi.

5. Kit i¢indeki spin filtreye (kolonlu tiip) transfer edildi.
6.1500xg’de 10 dakika oda 1s1sinda santrifiij edildi.

Chip’e yiikleme asamasi

1. Marker ve ladder kisaca vortekslendi.

2. Bu asamada jel-boya karigiminin vortekslenmesi 6nerilmemektedir.

3. 9 ul jel-boya karisimu ¢ip iizerinde isaretli olan ‘G’ kuyucuguna pipetlendi.

4. Cip yiikleme istasyonunda sirmga 1 ml’de iken 30 saniye ¢ipe basing uygulandi. Istasyon
kapag1 agilarak piston dengeye gelene kadar beklendi.

5. Kalan G kuyularma 9 pl jel-boya karigimi pipetlendi.

6. Her bir numune kuyusuna 5 pl marker sonuna kadar pipetlendi.

7. Marker konulan kuyulara 1 pl’de bakteri DNA’s1 konup pipetlendi.

8. Cip 1 dakika vortekslendi ve cihaza yiiklendi (Resim 4).

3.4.4.‘rep-PCR DNA fingerprinting’ teknolojisi kullanilarak internet tabanli yorumlama
ve yazilim programi ile degerlendirme yapild1.

Tlim Acinetobacter izolatlarinin rep-PCR tabanli parmak izi kaliplar1 DiversiLab sistemi ve
Acinetobacter DNA parmak izi kiti kullanilarak elde edilmistir. Degerlendirme igin
benzerlik hesaplarinin yapilmasinda DiversiLab yazilimi Pearson Korelasyon katsayis1 ve
UPGMA (Unweighted Pairvise grouping matematical avenaging); matematiksel
ortalamayla agirliksiz ciftlerin gruplandirilmast yontemi rep-PCR profillerini otomatik
olarak karsilastrmak amaciyla kullanildi. DiversiLab yazilimi igerisinde rep-PCR DNA
parmak-izi veritabani mevcuttur. Analiz sonucunda DiversiLab’m 2.1.66 versiyonlu

yazilimlar1 kullanildi.
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Ek olarak sonuglari iceren, bilgisayar tarafindan olusturulmus, DNA parmak izinin
otomatik okunmasmi gosteren dendogram, benzer DNA dizilerinin renklerle ayrilarak
gosterilen benzerlik matriksi ve suslarin benzerliklerine gore grafik {izerinde noktalama
yapan noktalama grafigi bilgilerin yorumlanmasinda kullanild:.

Benzerlik matriksindeki renklerden kirmizi %100-95 oraninda, turuncu %95-90 oraninda,
mavi %90-80 oraninda, pembe %80-70 oraninda, gri %70-0 oraninda benzerlik oldugunu
gostermektedir. Ayni sug olarak kirmizi renkte goriinen yani % 100-95 oraninda, benzerlik

gosteren suslar kabul edildi.

Resim 4. DiversiLab Chip goriiniimii
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4.BULGULAR

Calisma Ocak 2010-Haziran 2011 tarihleri arasinda Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi
Dahili Yogun Bakim Unitesi’nde yatmakta olan hastalarin mikrobiyoloji laboratuarina
gonderilen cesitli klinik drneklerinden izole edilen Acinetobacter susu ile yapildi. Ayni
donemde YBU’de ¢evre taramasi yapilarak alman c¢evre Orneklerinden izole edilen
Acinetobacter kokenleri de dahil olmak tizere 100 Acinetobacter susu ile calisildi.
Hastanemiz YBU’si 19 yatakli bir birimdir.

Belirtilen siire igerisinde YBU’den laboratuarimiza gdnderilen klinik 6rnekler incelendi ve
bunlarmn 92’sinden izole edilen 4. baumannii susu ¢alismaya alindi. Ayni hastanin ayni
anatomik lokalizasyonundan izole edilen suslarin biri kullanilirken, hastanin farkli viicut
bolgelerinden izole edilen A. baumannii suslar1 ayr1 ayr1 degerlendirildi. Calismaya alinan
92 6rnek 61 hastaya aitti. izole edilen bakterilerin etken-kolonizasyon ayrimi yapilmadi.
Hastalarm 21’1 (% 34) kadmn ve 40’1 (% 66) erkek olarak bulundu. Hastalarin yaslar1 16-86
yaslar1 arasinda olup, yas ortalamasi 58.81 olarak bulundu. Hastalarin yas gruplaria gore

dagilimi Tablo 6°da gosterildi.

Tablo 6. A. baumannii suslarmm izole edildikleri hastalarin yas dagilimi

Yas Araliklari 16-29 yas arast | 30-49 yas aras1 | 50 -86 yas arasi
Hasta Sayis1 5 14 42
(%) 8) (23) (69)

Hastalarm % 69 unun 50 yas ve {izerinde oldugu saptandi.

Incelenen 92 A. baumannii susunun, 48’1 (%52) trakeal aspirat, 26’s1 (%28) kan, 9’u
(%10) idrar, 6’s1 (%7) katater, 2’si (%2) sonda, 1’1 (%1) BOS o6rneginden izole edildi.
Bakterilerin soyutlandig1 klinik drneklerin dagilimi Tablo 7°de gosterildi.
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Tablo 7. A. baumannii izolatlarmin soyutlandig1 klinik 6rneklere gore dagilimi

Ornek tipi Ornek sayis1 | Yiizde
(%)
Trakeal aspirat | 48 52
Kan 26 28
Idrar 9 10
Katater 6 7
Sonda ucu 2 2
BOS 1 1
TOPLAM 92 100

Hastalara ve yatmakta oldugu yataga yakin cansiz yiizeylerden ve YBU’ye ait olan ortak
kullanim alanlarindan yaklasik olarak 400 siiriintii 6rnegi alindi. Alinan 6rneklerin 8’inde
A. baumannii susu izole edildi. Cevreden elde ettigimiz suslarin izole edildigi hastane

ekipmanlarina gore dagilimi Tablo .8°de gdsterildi.

Tablo 8. Cevre 6rneklerinden izole edilen A. baumannii suslarmin dagilimi

Izole edildigi alan Izolat sayis1
Yatak 1
Ventilator cihazinin ekrani 1

Hasta odasinin kap1 6niindeki perdesi | 1

Cop kutusu dis kapak 1
Personel forma iizeri 2
Musluk 1
Bilgisayar klavyesi 1
TOPLAM 8

Acinetobacter kokenlerinin duyarlilik paternlerini belirlemek amaciyla Vitek 2 sistemine
gore 19 antibiyotik calisildi. Saptanan MIK degerlerine gore, duyarli, orta duyarli, direncli
ayrimui yapildi (Tablo 9).
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Tablo 9. A. baumannii suslarmm antimikrobiyal duyarlilik sonuglar1

Duyarlt Orta duyarli Direngli

Antibiyotikler (S) @ (R)

Say1 % Sayi % Say1 %
Ceftriaxsone - - - - 92 100
Ciprofloxacin 1 1 1 1 90 98
Colistin 91 99 - - 1 1
Amikacin 37 40 10 11 45 49
Imipenem 2 2 - - 90 98
SXT! 1 1 - - 91 99
Meropenem 1 1 - - 91 99
Levofloxacin 1 1 4 4 87 95
SAM’ - - 5 5 87 95
Cefepime 1 1 - - 91 99
SFP’ 9 10 5 5 78 85
Ceftazidime - - 1 1 91 99
Piperacillin - - 1 1 91 99
TZP* - - 1 1 91 99
Tetracycline 18 19 30 33 44 48
Ticarcillin - - - - 92 100
Tigecycline 72 78 15 16 5 6
Tobramycin 86 94 5 5 1 1
Gentamicin 20 22 20 22 52 56

SXT!: Trimethoprim/ Sulfamethoxazole, SAM™: Ampicillin/Sulbactam SFP’:Cefoperazone/Sulbactam
TZP*: Piperacillin/Tazobactam

Test edilen tiim suslar i¢in en etkili antimikrobiyal ajan %99 duyarlilik orani ile kolistin

olarak tespit edildi. A. baumannii susunun sadece birinde diren¢ bulundu. Tobramisin
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(%94) ve tigesiklin (%78) diger etkili antimikrobiyaller olarak bulundu. Karbapenemlere
yiiksek oranda (imipemen %98, meropenem %99) direng goriildii. Karbapenemler disindaki
beta laktam antibiyotiklerin de etkinliklerinin ¢ok diisiik oldugu goriildii. Sefepim sadece 1
(%]1) izolata duyarh iken, seftriakson, seftazidim ve piperasiline duyarli izolat olmadig:
belirlendi. Beta-laktam/beta-laktamaz inhibitorii kombinasyonlarindan piperasillin/tazobaktama

ve ampisilin/sulbaktama duyarli sus olmadig1 saptandi.

Aminoglikozid antibiyotiklerden amikasine karsi 37 izolatin (%40), gentamisine 20 izolatin

(%22) duyarli oldugu belirlendi.

Kinolon gurubu antibiyotikler arasinda levofloksasin ve siprofloksasine sadece 1’er (%1)
izolat duyarli bulundu. Diger iki farkli antibiyotik grubunda yer alan tetrasikline 18 izolat
(%19), trimetoprim/siilfometaksozole 1 izolat (%1) duyarli bulundu.

Genotipik Degerlendirme Sonuclarn

Diverislab veri analizinde bulunan dendogram, benzerlik matriksi ve noktalama grafigine

gore yorumlama yapildi.

Farkl bolgelerinden A. baumannii izole edilen 23 hastaya ait 6rneklerin DNA parmak izi

sonuglar1 Sekil 1, 2 ve 3’de gosterilmistir.
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Sekil 1. 4. baumannii’nin ayni hastalarm farkli numulerindeki iliskisini gosteren

dendogram
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Diversilab 3.4 I L |
PC o] v &0 a0 a5 100

#4E % Similarity

1 Acinetobacter 3
2 Acinetobacter &
3 Acinetobacter 11
4  Acinetobacter 47
5% Acinetobacter 93
6 Acinetobacter 94
7 Acinetobacter 33
8 Acinetobacter 65
9 Acinetobacter 44
10 Acinetobacter 53
11 Acinetobacter 92
12 Acinetobacter 4
13 Acinetobacter 42
14 Acinetobacter 90
15 Acinetobacter 91
6 Acinetobacter 7%
7 Acinetobacter 12

21 Acinetobacter 23
22 Acinetobacter 24
23 Acinetobacter 25
24 Acinetobacter 43
25 Acinetobacter 28
26 Acinetobacter 29
27 Acinetobacter §4
[?8 Acinetobacter 36
29 Acinetobacter 51
[30 Acinetobacter 74
31 Acinetobacter 49
32 Acinetobacter 72
| [ ]33 Acinetobacter §0
34 Acinetobacter 71
3% Acinetobacter 86
| | |36 Acinetobacter 14
37 Acinetobacter 17
| [ | | [ |38 Acinetobacter 63
39 Acinetobacter 67
40 Acinetobacter 81
1 Acinetobacter 15
Acinetobacter 16
Acinetobacter 9
44 Acinetobacter 39
| |45 Acinetobacter 46

Sekil 2. A. baumannii’nin ayni hastalarin farkli numunelerindeki iliskisini gdsteren

benzerlik matriksi

51



Diversilab v+
PC
#46

Sample Tope:
biois
idrar

an kuttury
hifactur
sonda
frakeal aspirat

Gtidline Spacing: 5% Similaity

Mate: Spacing between samples on the scatterplot may be distorted
if the dafasetis large andjor if there is no distinct clistering.

H

B

24
26
2

30

37

36

45

19
13
11
10
16
15 12
14
17
i
3 §
g
20
18
35
M 3
33
7,

Bos: mavi renk, idrar: yesil renk, kan kiiltiirii: agik pembe ve kirmizi renk, katater: lila renk, trakeal aspirat:

mor renk ile gosterilmektedir.

Sekil 3. A. baumannii’nin ayni hastalarin farkli numunelerindeki iliskisini gosteren

noktalama grafigi
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Bilgisayar software’inden elde edilen veriler, Tablo 10’ da hastalar ve O&rnekleri

karsilagtirilarak gosterilmistir. Tabloda parantez igerisinde belirtilen ifade, Sekil 1, 2,

3’deki hasta numaralarini igermektedir.

Tablo 10. Ayni1 hastalarin farkli numulerindeki iligskinin karsilatiriimasi

Trakeal Kan Idrar (c) Katater | Sonda (e) | BOS Iki sus Diger Sugslarla
aspirat kiiltiirii (d) 63} arasi Benzerlik
(2) (b) Benzerlik
1.hasta + + Benzerlik la-2b,
(10.hasta) saptanmadt 3a, 4b ile ayn1 sus
1d-11c, 16c ile ayni
sus
2 .hasta + + Benzerlik 2b-1a,
(37.hasta) saptanmadi 3a.4b ile ayn1 sus
2c ile 27a ayn1 sus
3.hasta + + Benzerlik 3a-5b, 7b ile ayn1
(23 hasta) saptanmadi sus
4.hasta + + Benzerlik 4b-1a, 2b ile ayn1
(30.hasta) saptanmadi sus
4a ile benzerlik
saptanmadi
5.hasta + + Benzerlik 5b-6b, 7b ile ayni
(45.hasta) saptanmadi sus
Saile benzerlik
saptanmadi
6.hasta + + Benzerlik 6b-5b, 7b ile ayni
(41.hasta) saptanmadi sus
6aile 31b ile ayni
sus
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Trakeal Kan Idrar (c) Katater | Sonda (e) | BOS 1ki sus Diger Sugslarla
aspirat kiiltiirii (d) 63} arasi Benzerlik
(a) (b) Benzerlik
7 hasta + + + Benzerlik | 7b-3a,5b, 6b ile ayni
(18.hasta) (26.hasta) saptanmadi sus
7a ile benzerlik
saptanmadi
7d-21b,21a,3b,24a,
16b,27b,28b, 290 ile
ayni sus
8.hasta + + Benzerlik Benzerlik
(32.hasta) saptanmadi saptanmadi
9.hasta + + Benzerlik Benzerlik
(35.hasta) saptanmadi saptanmadi
11.hasta + + Benzerlik 11c-12aile ayn1 sus
(33.hasta) saptanmadi 11a ile benzerlik
saptanmadi
12.hasta + + Benzerlik 12a-11c ile ayn1 sus
(34 hasta) saptanmadi 12b ile benzerlik
saptanmadi
13.hasta + + Benzerlik Benzerlik
(17 hasta) saptanmadi saptanmadi
14 hasta + + 14a-15c¢ velé6c ile
ayni sus
14b ile benzerlik
saptanmadi
15 hasta + + Benzerlik | 15c-14a, 16¢ ile ayni
(19.hasta) saptanmadi sus
15d ile benzerlik
saptanmadi
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Trakeal Kan Idrar (c) Katater | Sonda (e) | BOS 1ki sus Diger Sugslarla
aspirat kiiltiirii (d) 63} arasi Benzerlik
(a) (b) Benzerlik
16.hasta + + Benzerlik | 16c-14a,15¢ ile ayni
(25 hasta) saptanmadi sus
16b,3b,24a,7d,27b,2
8b,
29b ile ayni1 sus
20.hasta + + Benzerlik Benzerlik
(40.hasta) saptanmadi saptanmadi
21 hasta + + Ayni sus 21b-21a,
(22.hasta) 3b,24a,7d,27b ile
ayni sus
21a-21b,3b,24a,7d
ve29 b ile ayn1 sus
24 hasta + + Benzerlik 24a-21b,21a, 3b,
(38.hasta) saptanmadi 16b, 7d,
28b, 290 ile ayni sus
24e ile benzerlik
saptanmadi
27 hasta + + Benzerlik | 27b-21b, 3b,16b, 7d
(36.hasta) saptanmadi ile ayni1 sus
27aile 2¢ ayn1 sus
28 hasta + + Benzerlik 28b-24a, 16b,7d,
saptanmadi 29b ile ayni1 sus
28a ile benzerlik
saptanmadi
29 hasta + + Benzerlik 29b-21a,24a,16b,
(44 .hasta) saptanmadi 28b ile ayni1 sus

29a ile benzerlik

saptanmadi
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Trakeal Kan Idrar (c) Katater | Sonda (e) | BOS 1ki sus Diger Sugslarla
aspirat kiiltiirii (d) 63} arasi Benzerlik
(a (b) Benzerlik
31.hasta + + Benzerlik 31aile benzerlik
(42 hasta) saptanmadi saptanmadi
31D ile 6a ayni1 sus
39.hasta + + Benzerlik Benzerlik
(43 hasta) saptanmadi saptanmadi

21. hastanin ornekleri kan ve trakeal aspiratdir ve bandlardaki benzerlik orani (>%95) ayni

klon oldugunu gostermektedir.

Diger hastalarin farkli numuneleri arasinda pek benzerlik bulunamadi.

Numunelerin kendi aralarinda gruplandirma yapacak olursak kan kulturlerinde 2b-4b (1.

klon), 5b, 6b, 7b (2. klon), 3b, 16b, 21b, 27b, 28b, 29b (3.klon) seklinde bulundu. Trakeal

aspirat orneginde 21a ile 24a ayni klon, 1a ile 3a’nin ayni klon digerlerinin ise birbirinden

farkh oldugu bulundu. Idrar érneginde ise 15¢ ve 16¢ aym nokta iizerinde bulundu. Katater,

sonda ve BOS’a ait izolatlarda ise bir benzerlik saptanmadi.
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Hasta drnekleri: mavi renk, ¢evre drnekleri: yesil renk ile gosterilmektedir.

Sekil 5. A. baumannii’nin izole edildigi 6rnek ve g¢evre kiiltiirleri arasindaki iliskiyi

gosteren noktalama grafigi
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Calismamizda elde ettigimiz bu noktalama grafigine baktigimizda yesil renkli rakamlar
cevre izolatlarini, mavi renkli olanlar hastalarin ¢esitli numunelerindeki izolatlar1

gostermektedir.

Bilgisayar yazilimi, 50 hastanin iizerindeki c¢aligmalarda, benzerlik matriksini tek bir
sayfaya sigdiramadigindan, ¢ikti olarak alinamamis, bilgisayar ekranindan degerlendirme

yapilmistir.

Bilgisayar software’inden elde edilen veriler, Tablo 11’ de hastalar ve ¢evre ornekleri
karsilagtirilarak gdsterilmistir. Tabloda belirtilen sayilar, Sekil 4 ve 5’daki hasta

numaralarmni igermektedir.

Tablo 11. Hastalar ve ¢evre drneklerinin karsilastiriimasi

Cevre kiiltiirii Benzerlik

2 (musluk) Benzerlik saptanmadi

19 (personel formasi) 17,18, 20, 21

32 (personel formasi) 24,25

37 (ventilator ekrani) 34,35, 36,38,39,40,41,42, 43,44

43 (perde) 34,35, 36,37, 38,39, 40,41, 42,43, 44, 46

48 (¢op kutusu dis kapak) 47,49

74 (klavye) 64, 65, 66,67, 68, 69, 70, 73, 75,76, 77,78, 79, 80, 81, 82, 83
82 (yatak) 64, 65, 66,67, 68, 69, 70, 73, 74,75, 76,77, 79, 80, 81, 83

Cevre izolatlarma baktigimizda farkli odalardaki 37. (ventilatér) ve 43. (perde)’iin
birbiriyle iligkili olup hastalara ait 34. (kan), 35. (kan), 36. (kan), 38. (katater), 39. (kan), 40
(trakeal asprrat), 41. (trakeal aspirat), 42. (kan), 44. (trakeal aspirat), 46. (trakeal aspirat)

ornekleri olup ve bu drneklerin hepsi farkli hastalara ait olup birbirleriyle iliskilendirildi.

74. (klavye) ve 82. (yatak) benzerlik gdsterip, bunlarda 64. (kan), 65. (kan), 66. (trakeal
aspirat), 67. (kan), 68. (katater), 69. (kan), 70. (trakeal aspirat), 73. (kan), 75. (trakeal
aspirat), 76. (kan), 77. (trakeal aspirat), 78. (trakeal aspirat), 79. (kan), 80. (trakeal aspirat),
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81. (kan), 83. (sonda) hasta ornekleri ile benzerlik saptandi. Bu grubun igerisinde de 75. ve

76. izolatlar ayn1 hastaya ait olup diger 6rnekler farkl hastalara aitti.

19. (personel formasi), 17. (trakeal aspirat), 18. (trakeal aspirat), 20. (trakeal aspirat), 21.

(trakeal aspirat) hepsi ayn1 6rnek olup benzerlik saptandi.
32. (personel formasi), 24. (sonda) ile 25. (trakeal aspirat) benzerlik saptandi.
48. (cop kutusu dis kapak ), 47. (trakeal aspirat) ve 49. (kan) benzerlik saptandi.

2. (musluk) higbir 6rnekle benzerlik bulunamadi.
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Sekil 6. A. baumannii’nin izole edildigi tarih-6rnek iliskisini gosteren dendogram
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Sekil 7. A. baumannii’nin izole edildigi tarih-6rnek iliskisini gdsteren noktalama grafigi

62




Bilgisayar software’inden elde edilen veriler, Tablo 12’ de hastalarm, ¢evre 6rneklerinin

tarih iliskisi karsilastirilarak gosterilmistir. Tabloda belirtilen sayilar, Sekil 6 ve 7’deki

hasta numaralarini igermektedir

Tablo 12. Hastalarin ve ¢evre drneklerinin tarih iliskisinin karsilastirilmasi

Saptanan sus sayis1

Saptanan ¢evre kulturu

Benzerlik

Ocak 2010-Nisan 2010

8

1

18-19 ayni1 sug

Eylil 2010-Aralik 2010

(9,21, 23, 26, 35, 38, 40,

(1,13, 18, 24, 33,34, 36, (19) 33-34-36-39 ayn1 sus
39)
Mayis 2010- Agustos 16 Sus 66-67-68-75-76-77-81
2010 (46,47, 52, 56, 58, 60, saptanmadi ayni sus
61,62, 63,66, 67, 68,
75,76, 77, 81)
9 4 35-37-38-40 ayn1 sus

(32,37,74, 82)

74-82 ayn1 sug

31,42, 57,65, 69,70,
72,79, 83)

84, 86)
31 3 34 ayni sus
(3,4,5,6,7,8,10,12, (2,43, 48) 6-7 ayni sus
14, 15, 20, 25,27, 28, 8-27 ayni sus
41,44, 45,49, 50,51,
Ocak 2011-Mart 2011 53.54,55,59, 64,71, 10-15 ayn1 sus
73,78, 80, 85, 87) 50-51 ayn1 sus
41-43-44-45 ayn1 sus
64-71-73-78-80 ayni1 sus
Nisan 2011-Haziran 15 Sus 17-22 ayni1 sus,
2011
(11,16, 17,22, 29,30, saptanmadi 30-31 ayn1 sus,

65-69-70-72-79-83 ayni

sus

48-Cop kutus dis kapak

2- Musluk, 19-Personel formasi, 32-Personel formasi, 37-ventilator ekrani, 74-Klavye, 82-Yatak, 43-Perde,
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2010’nun Ocak-Nisan aylarma ait olan suslardan 19. (gevre kiilturii) ile 18. (trakeal
aspirat) iligkili bulundu. 33. (trakeal aspirat), 34. (kan), 36. (kan), 39. (kan) 6rnekleri olup

aralarinda benzerlik bulundu.

2010°’nun Mayis-Agustos aylarinda cevre kiiltiirlinden izolasyon saptanmadi. 66. (trakeal
aspirat), 67. (kan), 68. (katater), 75. (trakeal aspirat), 76. (kan), 77. (trakeal aspirat), 81.

(kan) ornekleri 75 ile 76 ayni hastalar olup aralarinda benzerlik bulundu.

2010°’nun Eyliil-Arahk aylarmma ait 35. (kan), 37. (¢evre kiiltiirii), 38. (katater), 40.
(trakeal aspirat) benzerlik saptandi. 74 ile 82 gevre kiiltiirleri olup benzerlik saptandu.
2011’in Ocak-Mart aylarma baktigimizda 7 ( 3-4, 6-7, 8-27, 10-15, 50-51, 41-43-44-45,
64-71-73-78-80) farkli klon oldugu diisiiniilen suglar tanimlandi. Bu zamanda saptanan
cevre kiiltiirleri birbiri ile iligkili bulunmadi.

2011’in Nisan-Haziran aylarina ait 11-17-22-29-57-70 trakeal aspirat, 30. ve 72. idrar,
16-31-42-65-69-79 kan, 83 sonda ornegi olup 30 ile 31, 17 ile 22-65-69-70-72-79-83

arasimnda benzerlik saptandi. Bu numuneler farkl hastalara aitti.
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5. TARTISMA

Hastane infeksiyonlar1 hastanede kalis siiresini uzatarak, mortalite ve morbidite oranlarini
arttiran ve tedavi maliyetlerini yiikselterek ekonomik kayiplara yol acan dnemli bir saglik
problemidir (101). Amerika’da her y1l 88 000 hastanin dliimiine yol agan 2 milyon hastane
kaynakli infeksiyon olusmakta ve 4.5 milyar dolarlik ekonomik kayba neden olmaktadir
(82). Hasta basma ortalama maliyet artis1 1800 dolar (1000-4500 dolar) kadardir (102).
Khan ve ark. (103), tarafindan 1995 yilinda hastane infeksiyonlarinin Tiirkiye’ye
maliyetinin 48 milyon dolar oldugu rapor edilmistir. Kayiplarin en énemli nedenlerinden
biri hastane infeksiyonlarinin hastanede kalis siiresini 4-33.5 giin kadar uzatmalaridir.
Hastanede kalis siiresinin uzamasi hematolojik, biyokimyasal, mikrobiyolojik ve radyolojik
testler ile cerrahi girisimlerin artmasima neden olmaktadir (102). Hastane infeksiyonlarinin
olusum orani yaklasik %5-10 arasinda degismekte ve YBU’leri, diger boliimlere gore daha

yiiksek siklikla ortaya ¢iktiklari yerler olarak tanimlanmaktadir (63).

Ozlii (104)’niin yaptig1 bir calismada, hastane infeksiyonu etkeni olarak saptanan
mikroorganizmalar arasinda S. aureus %17.7 (82/432) ve P. aeruginosa %14.5 (67/432)
orantyla ilk iki swrada yer alirken Acinetobacter tiirleri %12.9 (60/432) orantyla iiglincii
sirada yer almistir. Tim Gram negatif hastane infeksiyon etkenleri icinde ise
Acinetobacterler %25.8’lik (60/232) oran ile ikinci sirada yer almaktadir. Bizim hastanede
DYBU’de 2010 yilina ait infeksiyon etkeni olarak saptanan mikroororganizmalar arasinda
A. baumannii %29 (54/186) olarak ilk sirada, P. aeruginosa %17.7 (33/186) olarak ikinci
sirada yer almistir. 2011 yilinin Ocak-Haziran aylarina ait A. baumannii %26 (21/79),
P. aeruginosa %15 (12/79) olarak saptanmistir. (Hastanemiz Infeksiyon Kontrol Komitesi

verilerinden alinmaistir).

Hastane infeksiyonu etkeni olarak onemleri her gecen giin artan Acinetobacter kdkenleri,
dogada toprak ve sularda yaygin olarak bulunan firsat¢1 patojenlerdir (105). 4. baumannii
hastalardan ve hastane ¢evresinden en sik izole edilen Acinetobacter tiiri olarak
bildirilmektedir. Kuruluga tolerans ve ¢oklu ilag direnci 4. baumannii’nin hastane salgini
olusturmasma katkida bulunmaktadir (14). Hasta servislerindeki kuru cansiz yiizeylerde

oldugu gibi hem hastalarin hem de hastane ¢alisanlarinin derisi A. baumannii ile kolonize
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olmaktadir ve uzun siireli hastane infeksiyonu salgmlarinda tanimlanamayan rezervuar
olarak hizmet etmektedir (14). Bu 6zellikleriyle A. baumannii hastaneye yatan, 6zellikle de
YBU’ de kalan, solunum destegi gerektiren, immiin sistemi yetersiz olan, uzun siire
antibiyotik tedavisi alan, invaziv alet uygulamasi olan, cerrahi miidahele geg¢iren hastalar ve
kanser hastalarinda 6nemli bir hastane infeksiyonu etkeni olarak dikkati ¢ekmektedir (106).
Acinetobacter kokenlerinin, yogun bakim, anestezi ve reanimasyon ile diger cerrahi
kliniklerde daha sik hastane infeksiyonu etkeni olarak karsimiza ¢ikmasinin nedeni, bu
kliniklerde kritik hastalarin olmast ve bu hastalara uygulanan mekanik ventilasyon,
trakeostomi, entiibasyon, damar i¢i kateterizasyon ve liriner kateter gibi invaziv girisimlerin

daha sik olmasi ile iliskilendirilmistir (107).

NNIS ( National Nosocomial Infections Surveillance System ) verileri Acinetobacter tiirleri
ile gelisen hastane infeksiyonu insidansinda 6nemli artis oldugunu gdstermektedir. Buna
gore 1975’te Gram negatif hastane infeksiyonlarmin %1.4’inli Acinetobacter tiirleri
olustururken 2003’te bu oran %6.2’ye cikmustir (92). Avrupa’da YBU’lerde hastane
infeksiyonu prevalansini belirlemek tizere 1995 yilinda gergeklestirilen bir ¢aligmada
(European Prevalence of Infection in Intensive Care, EPIC) ise Acinetobacter spp. yedinci

sirada yer almaktadir (106).

Ulkemizde yedi iiniversite ve bir egitim hastanesinin YBU’lerinde ardisik yillarda yapilmis
cok merkezli iki ¢alismada hastalardan izole edilen Gram negatif bakteriler arasinda
Acinetobacter tiirlerinin 1999°da (%10.7) dordiincii (108), 2000 yilinda ise (%21.9) ikinci
sirada yer aldigi goriilmektedir (109). Hastanemiz Infeksiyon Kontrol Komitesi’nin
siirveyans verilerine gore; A. baumannii nin hastane infeksiyonu olusturma sikligi1 2010 yili
icinde %29 olup, tiim etkenler arasinda birinci sirada yer almaktadir. Erbay ve ark.’nn
(110), bir egitim hastanesinde YBU’lerde yaptig1 siirveyans calismasinda ise infeksiyon
etkenleri arasinda Acinetobacter spp. ilk sirada yer alirken; Oncii ve ark.’nin (111), bir
iiniversite hastanesinde yaptiklar1 ¢aligmada tiim hastane infeksiyonlar1 arasinda %7
(11/147) orantyla yedinci sirada yer almaktadir. Hastanemizde saptanan oranlarin ilk iig¢
calisma ile uyumlu oldugu gériilmektedir. Oncii ve ark.’min (111), yaptig1 calismada
saptanan oranlara gore daha yiiksek olmasi hastanemizde ¢ogunlukla ¢evre hastanelerden
sevk edilen, genel durumu kotii ve yogun bakim gereksinimi olan hastalarin izlenmesinden

kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir.
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Ozgiir Akin’1n yaptig1 ¢alismada, izole edilen Acinetobacter kdkenlerinin (n:200), 110’u
(%55) YBU’de yatmakta olan hastalardan soyutlanmistir (107).

Son on yil siiresince ¢oklu direngli 4. baumannii nedeniyle olusan hastane infeksiyonlar
bildirilmistir. Bu infeksiyonlar siklikla hastane ekipmanmin kontaminasyonu veya hastane
calisanlarinin kolonize elleriyle ve ¢apraz gegis ile iliskili bulunmustur (112). Kontamine
tibbi ekipman; ventilator tiipli, solunum cihaz1 ve arteriyel basin¢ dlgme cihazi hastaya
gecis yolu olarak kabul edilmistir. Ek olarak yataklardaki pikeler, yastiklar, kasetcalar,
televizyon, perdeler, fan gibi degisik ¢evresel kaynaklarin A. baumannii ile kontamine olup

salgin boyunca rezervuar gorevi gordiigi bildirilmistir (14).

Allen ve Gren adli arastwrmacilar ise ilk kez bir gecis yolu olarak havadan yayilim
bildirmislerdir (113). Cahsmamizda YBU de yapilan gevre taramasinda perde, ¢op kutusu,
personel forma yiizeyleri, yatak, klavye, musluk, ventilator cihazmin dis ylizeylerinden

A. baumannii susu izole edilmistir.

Calismaya dahil edilen hastalarin yas ortalamasi 50’nin iizerinde olarak bulunurken,

cogunlugu (%66) erkekler olusturmustur.

Acinetobacter’lerin son 30 yilda pndmoni, idrar yolu infeksiyonu ve cerrahi yara
infeksiyonlarinda goriilme siklig1 artan tek Gram negatif bakteri olduklar1 ve ventilatorle
iliskili pndmoni ile kateterle iligkili kan dolasimi infeksiyonlarmin en sik nedeni haline
geldikleri gosterilmistir (113). Ulkemizde YBU’lerde ventilatérle iliskili pndmoni %18.9
oraninda gelismekte ve bunlarin %29.2’si Acinetobacter kokenleriyle meydana gelmektedir
(113). Allen ve ark.’nin (113), yaptig1 ¢ok merkezli bir calismada Acinetobacter
kokenlerinin Tirkiye’de kateterle iliskili kan dolasimi infeksiyonlarinin da en sik (%23.2)
nedeni olduklar1 tespit edilmistir. Bakteriyemilerde en sik izole edilen Acinetobacter tiirii
A. baumannii’dir ve en 6nemli kaynaklar1 intravendz ve solunum yolu kateterleridir (114).
Cerrahi yara, yanik ve idrar yolu infeksiyonlar1 bakteriyeminin daha az siklikla karsilasilan

kaynaklaridir (78).

Acinetobacter suslarinin izole edildigi orneklerin dagilimi gesitli ¢alismalarda farkliliklar
gostermektedir. Colpan ve ark.’nin (115), Ankara’da yaptiklar1 ¢aligmada Orneklerin
%36.1°1 trakeal aspirat, %25°1 kan, %22.2’si idrar, %8.3’u dekubitis yara yeri, %8.3’u ise

cerrahi yara; Diizce’de Yavuz ve ark.’nin (116) ¢alismasinda Orneklerin %27’si trakeal
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aspirat, %21°1 idrar, %16’s1 balgam, %13l yara yeri materyali, %8’i kan; Palabiyikoglu ve
ark.’nmn (117) caligmasinda drneklerin %381 trakeal aspirat, %28’1 kan, %20’si yara yeri
materyali, %12’si idrar; Erol ve ark.’nin (118), caligmasinda Orneklerin %28’i trakeal
aspirat, %12’si kan, %47’si yara, %10’u idrar; Bastiirk ve ark.’nin (119), calismasinda
orneklerin %50’si trakeal aspirat, %46’s1 kan, %0.5’1 yara; Giilhan ve ark.’nin (120),
calismasinda ise Orneklerin %3l trakeal aspirat, %20’si kan, %40°’1 yara ve %24’{ idrar
olarak bildirilmistir. Calismamizda A. baumannii’nin izole edildigi 92 6rnegin 48’1 (%52)
trakeal aspirat, 26’s1 (%28) kan, 9’u (%10) idrar, 6’s1 (%6) kateter, 2’si (%2) sonda ucu ve
I’'i (%1) BOS o0Ornegi olarak bulunmustur. Bu konudaki literatiirii inceledigimizde
iilkemizde yapilan ¢aligmalarda, bu c¢alismada oldugu gibi, etkenlerin biiyiikk ¢ogunlugu
solunum sistemine ait 6rneklerden izole edilmistir (Tablo 13) (107). Acinetobacter tiirleri
siklikla YBUdeki mekanik ventilatorlii hastalarda solunum sistemi infeksiyonlarmna yol
acmaktadir. Bu calismada A. baumannii’nin yiikksek oranda trakeal aspirattan izole

edilmesinin ventilator ekipmanlarindaki kolonizasyona bagli olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Tablo 13. Tiirkiye’de yapilmis olan ¢esitli calismalarda Acinetobacter tiirlerinin izole

edildigi 6rneklerin dagilimi (107)

Calisma Y1l | Toplam Trakeal Kan | Yara | idrar | Diger
aspirat %
%
Palabiyikoglu ve ark. | 1999 50 38 28 20 12 2
(117)
Erol ve ark. (118) 2002 60 28 12 47 10 5
Yavuz ve ark. (116) 2004 114 27 8 13 21 30.7
Calisma Y1l | Toplam Trakeal Kan | Yara | idrar | Diger
aspirat %
%
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Bastiirk ve ark. (119) 2005 22 50 46 | 0.5 - -

Giilhan ve ark. (120) 2006 | 205 3 20 40 24 13.6
Colpan ve ark. (115) 2007 120 15.8 21.7 | 45 17.5 -
Bu ¢alisma 2011 92 52 28 - 6 14

A. baumannii’nin antimikrobiyal duyarlilik oranlar1 farkliliklar gdstermektedir. ABD’de
yapilan bir ¢aligmada duyarlilik oranlar1 imipenem igin %24, seftazidim igin %8, amikasin
icin %13, siprofloksasin i¢in %7, tobramisin i¢in %15, gentamisin i¢in %32, sulbaktam
ampisilin igin %28 bulunmustur (121). Ulkemizde Caylan ve ark.’nm (122), yaptig1
calismada Acinetobacter tiirlerinde ilag duyarlhiliklarinin  her gecen yil azaldigi
goriilmektedir. 1995-2002 yillar1 arasinda imipenem duyarliiginin %92°den %62’ye,
siprofloksasin duyarliligmin %45’ten %25’e diistiigii tespit edilmistir. Aksaray ve ark.’nin
(109), 2000 yilinda yaptiklar1 ¢alismada imipenem %55.5 duyarlilik orani ile en duyarh
antimikrobiyal olurken; amikasin %34.8 ile ikinci sirada yer almaktadir. Hacettepe
Universitesi’nde 2000-2004 yillar1 arasinda yapilan MYSTIC (Meropenem Yearly
Susceptibility Test Information Collection) antimikrobiyal siirveyans programi dahilindeki
calisgma sonuclarmma goére meropenem (%53), imipenem (%48) ve tobramisin (%44)

duyarlilik oranlar1 ile en duyarl antibiyotikler olarak goriilmektedir (123).

Calismamizda, antimikrobiyal duyarlilik oranlar1 kolistin i¢in %99, tobramisin i¢in %94,

tigesiklin i¢in %93, amikasin igin %40.2, gentamisin i¢in %22 olarak tespit edilmistir.

Diger ¢alismalarla karsilagtirildiginda imipenem ve meropenem direng oranlarimizin daha
yiiksek oldugu goriilmektedir. Bizim hastenemizde 2004 yilinda Karsligil ve ark.’nin (124),
yaptig1 bir ¢aligmada Acinetobacter suslarimin imipenem direnci %9.6 oraninda, 2009
yilinda Ozgiir Akin’in (107), yaptig1 ¢alismada %53.5 oraninda, bizim ¢alismamizda ise
%98 oraninda bulunarak oldukga yiliksek bir artig saptanmistir. Bunlarin disinda iilkemizde
ve diinya genelinde yapilmis, A. baumannii’nin karbapenem direnciyle ilgili bir ¢ok
caligma vardir. Bunlardan imipenem ve meropeneme sirastyla, Yu ve ark. (125), %100 ve

%100, Mezzatesta ve ark. (126), %50 ve %59, Rao ve ark. (127), imipeneme %100
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oraninda diren¢ bildirmislerdir. Ulkemizde yapilan ¢alismalarda ise Gazi ve ark. (128),
imipenem ve meropeneme sirasiyla %62.2 ve %55.9, Ardig ve ark. (13), %77 ve %74,
Toraman ve ark. (129), %74 ve %68 oraninda duyarlilik bildirmislerdir.

2000-2002 yillar1 arasinda Jones ve ark.’nmin (130), yaptig1 bir c¢alismada ise
Acinetobacterler igin ABD’ de gentamisine kars1 direng %47, Kanada’da %23, Italya’da
%72, Almanya’da %14 ve Fransa’da ise %43.5 olarak bulunmustur. Bu ¢aligma, antibiyotik
direnci silirveyans calismalarinin iilke bazinda da yapilmasi gerekliligini en iyi bigimde
ortaya koymaktadir. Ulkemizde Erben ve ark. (131), amikasin i¢in %86, tobramisin icin
%358 ve gentamisin i¢in %96 oraninda direng saptamislardir. Gazi ve ark. (128), yaptiklar1
calismada 2000 yilinda amikasine %20.7, gentamisine %74.1, netilmisine %20.7 oraninda
bulduklar1 direnci, 2004°te sirasiyla %47.7, %90.1, %62.2 oranlarinda ve artmis olarak
tespit etmislerdir. Bilgin ve ark. (132), amikasin ve gentamisine %68 oraninda direng tespit
etmiglerdir. Bizim ¢aligmamizda amikasin %49, gentamisin i¢in %56 oraninda

bulunmustur.

Ulkemizden ve diinyadan veriler 1s18inda cogul direncli bakterilerde alternatif tedavi
seceneklerinin kisith oldugu goriilmektedir. Coklu ilag direngli Gram negatif bakterilerin
ortaya cikisi ve onlarla miicadele i¢cin yeni antibiyotiklerin olmayisi, polimiksinlerin
yeniden kullanima girmesine yol agmistir. Polimiksin B ve polimiksin E (kolistin) klinik
uygulamada en ¢ok kullanilan polimiksin tiirevleridir. Polimiksinler, Acinetobacter tiirleri,
P. aeruginosa, Klebsiella ve Enterobacter tiirleri dahil bir¢ok Gram negatif bakteriye karsi
etkilidir. Yillardir diinyada yaygin olarak kullanilmakla birlikte, ciddi ve sik nefrotoksik-
norotoksik etkileri nedeniyle parenteral kullanimlari yaklasik 20 yil 6nce ¢ogu tilkede kistik
fibrozlu hastalarin tedavisi haricinde terkedilmistir. P. aeruginosa ve A. baumannii ile
olusan pndmoni, bakteriyemi ve iiriner sistem infeksiyonlar1 dahil ciddi infeksiyonu olan
hastalarin tedavisinde polimiksin verilmesine iliskin yeni ¢aligmalar, bu antibiyotiklerin
kabul edilebilir etkileri oldugu ve daha once rapor edilenlere gore daha az toksik etki

gorildigi kanisina yol agmaktadir (107).

Coklu ilag direncindeki artis nedeniyle A. baumannii infeksiyonlarmimn tedavisinde giigliik
yasanmaktadir. En sik beta-laktam antibiyotiklere, aminoglikozidlere ve florokinolonlara

direng goriilmektedir (112). Giiniimiizde karbapenemler tedavide tek segenek olarak
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kalmaktadir; ancak son yillarda diinya iizerinde karbapenemlere daha az duyarli veya
direngli 4. baumannii suslar1 nedeniyle olusan hastane infeksiyonlar1 artmaktadir. Bu
nedenle s6z konusu direngli organizmalara karsi ¢ok az tedavi secenegi kalmustir (133).

Ozellikle ¢oklu direncli suslarla olusan salginlari kontrol etmek zor olmaktadir (79).

Cogul direngli 4. baumannii infeksiyonunun tedavisinde alternatif ilag segeneklerinden biri
de minosiklin derivesi ve glisilsiklin grubundan bir antibiyotik olan tigesiklindir. Kolistini
doza bagimli nefrotoksisitesi ve bu ilagla klinik deneyimlerin az olmasi tedavide
tigesiklinin 6nemini arttrmaktadir. Tigesiklinin etkinligi 1997 yilindan beri yapilan ¢ok
saylda galigmada arastirilmistir. Genis spektrumlu bu antibiyotigin, ¢oklu ilag direnci olan
Acinetobacter ve Pseudomonas suslar1 dahil, bir ¢ok bakteriye etkili oldugu gozlenmistir
(134). Hawley ve ark. (135), 95 adet 4. baumannii susunun broth mikrodiliisyon yontemi
ile kolistin, polimiksin ve tigesiklin duyarliliklarini test etmisler, kolistin ve polimiksin i¢in
%99 oraninda duyarlilik bulmuslardir. Tigesiklin icin standart bir deger olmadigini, ancak

MIK90 degerinin 8ug/L oldugunu bildirmislerdir.

Mikroorganizmalarin {i¢ veya iizerinde farkli antibiyotik gurubuna diren¢li olmalar1 ¢oklu
antibiyotik direnci olarak tanimlanmaktadir (136). Arastrmamiz boyunca inceledigimiz
Acinetobacter kdkenlerinin tamaminin antibiyotiklere ¢ogul direngli oldugu belirlenmistir.
Antibiyotiklere ¢ogul direngli bakterilerin neden oldugu infeksiyonlarin tedavisinde
yasanan giigliikler, hastane kaynakli infeksiyonlarin gelisimini %30 gibi yiiksek diizeylerde

azaltan infeksiyon kontrol programlarinin dnemini her gecen giin arttrmaktadir (113).

Ulkemizde de 2004 yilinda Saglik Bakanhiginca yatakli tedavi kurumlarinda infeksiyon
kontrol komitelerinin olusturulmasi zorunlu hale getirilmistir. Bu kapsamda, bazi kritik
birimlerde (YBU gibi) aktif, bazi birimlerde de pasif siirveyans uygulamalari
yayginlagmistir. Siirveyans sonucu saptanan antibiyotik duyarlilik sonuglari géz Oniine
alinarak etkenlerin benzerlikleri tahmin edilebilmektedir. Bununla birlikte fenotipik
testlerin duyarlilig1 diisiiktiir. Biz de ¢alismamizda genotipik olarak hastalardan ve bulag
kaynagi olabilecek cansiz yiizeylerden izole edilen Acinetobacter suslarmi karsilastirip,

hem vertikal, hem de horizontal bulas seklini tanimlamaya calistik.

Epidemiyolojik siirveyans c¢aligmalar1 basarili infeksiyon kontrol programlarinin

vazgecilemez unsurlaridir ve bu amagla kulanilabilecek ¢ok sayida fenotipik ve genotipik
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yontem bulunmaktadir. (137). Ancak fenotipik yontemlerle karsilastirildiginda molekiiler
yontemlerin ayrim giicii daha yiiksektir ve birgok tiire uygulanabilme avantaji

saglamaktadir (83).

Bir salgin durumunda A4. baumannii izolatlar1 arasinda ayrimin uygun bir sekilde
tanimlanmasi salgininin daha iyi anlagilmasini saglamaktadir. Acinetobacter tiirlerinin
tiplendirmesi icin kullanilan geleneksel teknikler siklikla fenotipik karakterlerinden temel
almaktadir ve antibiyotipleme, biyotipleme, faj tipleme, bakteriyosin tipleme, serotipleme
ve hiicre duvar proteini tiplendirmesini icermektedir. Bu tekniklerin higbiri tiim suslarin
tiplendirilmesi i¢in yeterli bulunmamaktadir (85). Plazmid profili, ribotipleme, kromozomal
DNA’nin PFGE ile analizi ve daha genis kapsamli uygulanabilen molekiiler biyolojik
cogaltma temelli yontemler A. baumannii izolatlarin1 karakterize etmek igin kullanilan

farkli genotipik yontemlerdir (85).

Tiplendirme ¢aligmalarinda hedef, soyutlanmis ve genotiplendirilmis olan koékenlerin
epidemiyolojik olarak birbirleri ile iligkili olup olmadiklarini ortaya koyup, iligkili ise bu
iliskiyi derecelendirmektir (138).

RFLP yonteminde mikroorganizmalarin yogun kiiltiirlerinden elde edilen veya molekiiler
yontemlerle ¢ogaltilan kromozomal DNA, uygun restriksiyon enzimleri ile kesildikten
sonra agaroz elektroforeziyle DNA parcalarinin ayristirilmas: saglanmaktadir. Yontem,
tekrarlanabilirligi yliksek, kolay, hizli ve ucuzdur. Fakat RE kromozomal DNA’da ¢ok
sayida kesim yapmasi sonucu olusan fazla sayidaki bantlarinin degerlendirilmesinde

sikintilar yaganmaktadir (138).

rep-PCR tipleme yoOnteminde; cogu bakterinin genomu boyunca dagilim gdsteren
tekrarlanan DNA dizilimlerine komplementer olan primerler kullanilarak tekrarlar arasinda
kalan DNA dizilimlerinin amplifikasyonu yapilmaktadw. Suglar arasinda tekrar
elementlerinin sayist ve lokalizasyon farki molekiiler tipleme i¢in gerekli olan tipe 6zgii
bant profilini olusturmaktadr. rep-PCR; kiiltiirden oldugu gibi direkt klinik 6rneklerden
yapilan DNA ekstraksiyon tiriinleriyle de ¢alisilabilir. Tekrarlanan elementlerin dizilimlerin
ve kullanilacak primerlerin baz diziliminin bilinmesi zorunlu degildir. Siklikla tek bir
primer seti kullanilarak Gram-negatif ve Gram-pozitif birgok bakteride tiplendirmeyi

saglayacak yeterlikte bant profili olusturulmaktadir (139).
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rep-PCR, RFLP gibi molekiiler tipleme yoluyla suslar arasindaki iliskiyi ortaya ¢ikarmada
en sik kullanilan PCR bazli tipleme yontemlerindendir. rep-PCR tipleme kolay
uygulanabilmesi, ¢cok sayida izolat ile ¢alisilabilmesi ve ayirt ediciliginin yliksek olmasi
nedeniyle bakteriyel popiilasyonlarin filogenetik yapilar1 ve taksonomik farkliliklarini
belirlemede de kullanilabilmektedir (139).

Halen, A. baumannii i¢in standart tiplendirme yonteminde fikirbirligine varilamamuistir.
Seifert ve Gerner-Smidt (140), adli arastwrmacilar 73 A. calcoaceticus-A. baumannii
kompleks izolatin1 ribotiplendirme ve PFGE ile karsilastirmali olarak analiz etmisler ve
PFGE’yi ribotiplendirmeden daha ayirt edici bulmuslardir. Seifert ve Gerner-Smidt diger
bir ¢aligmalarinda ise ribotiplendirme ve PFGE’nin sonuglarini birbirinin yerine gegebilir
olarak saptamislardir (140). A. baumannii’nin epidemiyolojik tiplendirmesi amaciyla PCR
temelli yontemler de yaygin olarak kullanilmaktadir. Tayvan’da salgin suslarinin
incelendigi bir ¢calismada A. calcoaceticus - A. baumannii kompleks tiplendirmesi i¢in rep-
PCR’m ayut etme yetenegi ERIC-PCR ve M13-PCR’dan daha iyi bulunmustur (141).
Bununla birlikte, M13, REP-1 ve REP-2 primerlerinin kombinasyonu ile multipleks
PCR’m en yiiksek ayrim yetenegine sahip oldugu bildirilmistir. PCR ile tiplendirmenin bu
tiirler i¢in aywrt etme yetenegi ribotiplendirme ile benzer, fakat PFGE’den bir miktar az
bulunmustur. PFGE salgin suslar1 arasinda PCR yaklasimlarindan daha ¢ok minor
mutasyon saptamaktadir. Bununla birlikte PCR basit ve hizli olmasi nedeniyle klinik
laboratuvarlarda kullanim igin daha avantajli ve uygun bir teknik olarak goriilmektedir
(141).

Bou ve ark.’nin (112), yaptiklar1 ¢alismada rep-PCR ile PFGE arasinda korelasyon
saptanmig, rep-PCR, AP-PCR’dan daha yiiksek ayirt ettirici olarak belirtilmistir. rep-PCR,;
hizli, kolay, yararli ve sonuglari PFGE ile karsilastirilabilir bir yontem olarak
gorilmektedir. rep-PCR ve AP-PCR igin bakteriler kati besiyerinde iiretildikten sonra 10
saatten az bir siire yeterli iken, PFGE icin bu silirenin en az 90 saate kadar uzadigi
bildirilmektedir (112). Bizim g¢alismamizda ise kati besiyerinde iireme oldugu andan
itibaren 4 saat icerisinde sonug alinabilmektedir.

Silbert ve ark.’nin (142), yaptiklar1 bir ¢alismada ERIC-PCR, otomatize ribotipleme ve
PFGE’yi karsilastirilmig; ERIC-PCR’1n yorumlanmasi diger ikisinden daha karmagik ve
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zor, ERIC-PCR ve ribotiplemenin PFGE’den daha kisa zaman alan, otomatize
ribotiplemenin de digerlerinden daha pahali oldugu sonucuna varmislardir.

Yeni c¢alismalarda; rep-PCR’da yapilan modifikasyonlarla iiretkenligin ve ayirm giiciiniin
arti81 rapor edilmistir (143). Otomatik rep-PCR’a uygulanan kombine modifikasyonlarla
rep-PCR’1n tiretkenligi artmis, dongii zamani, maliyet ve sablon gereksiniminin azaldigi
bildirilmistir. Bir diger c¢aligmada; rep-PCR amplikonlarinin agaroz jel ile ayrilmasiyla
labaratuvarlar arasi yetersiz sonuglarin ortaya ¢iktigini ve klinik agidan hantal oldugunu
rapor etmistir (143). Mikroakigkan platformunun adaptasyonu ile profil ¢esitliliginin
azaldigini, tretkenligin arttigini, siirtiinmenin azalmasi ile 6 saatten 1 saate diistiigi ve
calisan maliyetlerinin azaldigi bildirilmistir. Agaroz jeldeki DNA profillerinin gorsel
yorumlanmasmin hem zaman alic1 oldugu hemde kisiden kisiye degistigi rapor edilmistir.
Bilgisayar yazilimi1 goriintiileri analiz edebilmektedir fakat goriintiller Oncelikle
yakalanmal1 ve sisteme yliklenmelidir ve bu durumda kisiye bagimliliginin devam ettigi
bildirilmektedir (143). DiversiLab yazilim1 standart bir algoritma kullanir ve otomasyonun
ornek analizi rapor da dahil olmak {izere 13 G6rnek icin 4 saattir ki bu durum molekiiler
caligmalar i¢cin uygun bir siiredir. Genotipleri belirleme yontemleri epidemiyolojik
calismalarda ve parmak izleri kaliplarinin karsilastirilmas: en kritik noktadir. DNA
konsantrasyonundaki degisimler &zel bazi islemler ve laboratuvar olanaklar1 test
sonuglarini etkilememelidir. Bu ¢alismada kullandigimiz DiversiLab sistemi insan
faktoriinii en aza indirgeyen otomatize bir sistemdir (143).

DiversiLab sistemi dongii zamanmin ve teknik personel zamanmnin 6nemli oldugu klinik
laboratuvarlarda ¢ok cazip bir sistemdir. rep-PCR ¢aligmasinin en yogun emek gerektiren
kismi DNA ekstraksiyonudur ve manuel DNA saflastirma prosediirlerinin otomatik
sistemlerle yapilmasi lizerinde arastirmalar siirmektedir (143). DiversiLab sisteminde bazi
potansiyel smirlamalar vardir. Su anda 6nerilen DNA ekstraksiyon prosediirii teknik olarak
basit olsa da emek acisindan ¢ok yogundur. Sistemde gelismeye ihtiyag olan kisim
burasidir. Her ne kadar kitler i¢in pozitif ve negatif kontrol olsa da veri tabaninda pozitifler
icin karsilastirma yoktur. Ornegin saf kiiltiir olmas1 ¢ok kritik bir noktadir. Ornek Chip
icerisindeki mikroakiskan kuyucuklara doldurulurken hava kabarciklart olmasi bir
sorundur. Bu oldugunda test tekrarlanmalidir. Bu durumda zaman kaybolmakta ve testin

tekrarlanmasini gerektirmektedir. Diversilabin maliyet agisindan mantikli olmasi igin 12
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ornek ve 1 pozitif kontrol ya da kontrol yoksa 13 oOrnek test edilmelidir. Ciinkii
mikroakiskan Chip igerisinde 13 kuyucuk vardir ve 6rnek konulmayan kuyucuklar Jel
matriksi bozulacagindan tekrar ¢alisilamaz (143).

YBU’de salginlar1 zamaninda fark edebilmek igin siirveyans calismalar1 yapilmali,
hastalardan ve gevreden tarama kiiltiirleri alinmalidir. Ayrica uygun siirede, antibiyogram
sonucuna gore antibiyotik kullaniminin yarar1 olacagi disiiniilmektedir. Antibiyotik
kullanimi1  kontrol alt komitesi hastanemizde kurulmalidir. Boylece gereksiz ilag
kullaniminin ve direng gelisiminin 6niine gecilebilinir.

Van Dessel ve ark.’nin (144), yaptiklar1 bir salgin arastirmasinda yaygin bir ¢evresel
kaynak bulunmamasina ragmen degisik ¢cevresel bolgelerde salgin susu tespit edilmistir. Bu
bulgular el yikama, temas izolasyonu Onlemleri ve bir salgin siiresince cevre
dezenfeksiyonunun énemini desteklemektedir. Bununla birlikte bu ¢alismada hastalar arasi
gecisin Onlenmesinde bu Onlemlerin yetersiz oldugu vurgulanmistir. Sadece pozitif
hastalarin kohort yapilmasi, odalarn giinlilk klorin ile dezenfeksiyonu ek Onlemlerin
uygulanmasindan sonra ve tiim hastalar i¢in temas izolasyonu uygulandiginda salginin
kontrol altina alinabildigi bildirilmistir (144).

Kuru yiizeylerin ve hasta odalarindaki tibbi ekipmanin uygun dezenfeksiyonu, el
dezenfeksiyon protokoliine tam uyum ve antibiyotiklerin dikkatli kullanimi hastane
kaynakli etkenlerin gecisinin dnlenmesinde ¢ok dnemlidir (14).

Rutin olarak ¢evre Orneklerinin alinmasi ise onerilmemektedir. Ancak salgnlar sirasinda
cok onemli bilgiler saglamas1 ve salgin yapan mikroorganizmanin rezervuarinin saptanmasi
amacityla mutlaka c¢evresel 6rnekleme yapilmalidir. Terminal dezenfeksiyon ve dncesinde
uygun temizlik agamasi bazi {initelerde infeksiyon kontroliinde faydali olmaktadir. Tiim bu
onlemler ve yaklagimlar ancak etkili el yikama, izolasyon ve genel oneriler uygulanabilirse
faydali olabilecektir (145).

Calismamizda kullanilan rep-PCR ile hasta 6rnekleri ve muhtemel bulas kaynagi olabilecek
alanlar arasindaki benzerlikler arastirild1.

Oncelikle aym hastalarm farkli anatomik lokalizasyonundan elde edilen 4. baumannii
suslar1 karsilastirildiginda ilging olarak incelenen 23 hastaya ait 47 drnekten birinde ayni

sus oldugu, digerlerinde benzerlik saptanmadigi  goriilmiistir. Bu  durum
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mikroorganizmalarin farkli viicut bolgelerine yerlesme yeteneklerinin farkli olmasina ve
farkli genotiplerin virulansmm farkli olmasina bagli olabilir.

Bununla birlikte tiim ornekler degerlendirildiginde ve ¢evreden alman Orneklerle
karsilastirildiginda genotipik olarak benzer suslarmn birim igerisinde sirkiile oldugu
sdylenebilir. Ornegin klavyeden (YBU ortak kullamim alani) izole edilen A. baumannii
susunun 17 ornekle 6zdes oldugu goriilmiistiir. Bu da infeksiyon kontrol onlemlerinin
yeterince uygulanmadigim diisiindiirmektedir. YBU’ler saglik calisanlarmin hizli hareket
etmek zorunda bulunduklar1 yerler oldugundan hastadan hastaya veya hastadan diger
kullanim alanlarina gegerken, yeterince dikkat edilmedigini, hasta miidahaleleri ile gevrede
olusan aerosollerin Acinetobacter  gibi dis ortam kosullarina dayanikli bakterilerin
bulasinda &nemli olabilecegi goriilmektedir. YBU’lerde uygulanan infeksiyon kontrol
prosediirleri multidisipliner bir yaklagimla degerlendirilmeli, aspirasyon vb. girisimlerle
olusabilecek kontaminasyonlar en aza indirilmeye ¢alisilmali ve mutlaka hasta izolasyon
uygulamalar1 yapilmaya c¢alisilmalidir. Hasta izolasyonu igin bir¢ok hastanenin alt
yapisinin yetersiz oldugu da bir gercektir. Basit uygulamalarin dogru yapilmasmin dahi

mikroorganizma yayilimini azaltmada c¢ok katkis1 olacag: diisiiniilmektedir.

76



6. SONUCLAR

Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Yogun Bakim Unitesinden Ocak 2010-

Haziran 2011 tarihleri arasinda laboratuarimiza gonderilen ¢esitli klinik érneklerden izole

edilen 4. baumannii suslari ile yapilan bu ¢alismadaki veriler su sekilde 6zetlenebilir;

Calismaya 61 hastaya ait 92 klinik 6rnek ve ¢evre kiiltiirlerinden saptanan 8 6rnek olmak

tizere 100 A. baumannii susu dahil edildi.

I.
2.
3.

10.

Hastalar 16-86 yaslar1 arasinda idi.

Calismaya alinan hastalarin 21’1 (%34) kadin ve 40’1 (%66) erkek olarak bulundu.
Hastalarm 23 {iniin birden fazla, farkli anatomik lokalizasyonda izole edilen 6rnegi
vardi.

Bakteriler en fazla (48 sus, %52) trakeal aspirat 6rneginden izole edildi.

Cevresel yiizeylerden alinan siiriintli 6rneklerinden 8 4. baumannii susu saptandi.
Klinik 6rneklerden saptanan A. baumannii suslarinin tamaminin ¢oklu ilag direnci
olan suslar oldugu bulundu.

Invitro olarak en etkili antibiyotikler, kolitsin, tobramisin ve tigesiklin olarak
bulundu.

Ayn1 hastaya ait farkli Orneklerin genotipik analizinde bir sus disinda iliski
bulunmadi.

Cevreden izole edilen A. baumannii suslarinin biri disinda klinik 6rneklerden izole
edilen susglarla ayn1 oldugu bulundu.

Klavyeden izole edilen susun 17 klinik 6rnekle, hasta yatagindan izole edilen susun
17 klinik ornekle, perdeden izole edilen susun 12 klinik Ornekle, ventilator
ekranindan izole edilen susun 10 klinik 6rnekle, personel formasindan izole edilen
susun 4 klinik ornekle, diger personel formasindan izole edilen susun 2 klinik
ornekle ve ¢op kovasi dis kapagindan izole edilen susun 2 klinik Ornekle ayni

oldugu bulundu.
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