TURKIYE CUMHURIYETI
ANKARA UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI

KLINIK ORNEKLERDEN iZOLE EDILEN ACINETOBACTER
BAUMANNII iZOLATLARININ EPIDEMiYOLOJIK
OZELLIKLERININ DEGERLENDIRILMESI

Dr. Hakan KESKIN

TIBBI MiIKROBIYOLOJi ANABIiLIM DALI

TIPTA UZMANLIK TEZI

DANISMAN

Prof. Dr. Alper TEKELI

ANKARA
2012






TURKIYE CUMHURIYETI
ANKARA UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI

KLINIK ORNEKLERDEN iZOLE EDIiLEN ACINETOBACTER
BAUMANNII iZOLATLARININ EPIDEMIiYOLOJIK
OZELLIKLERININ DEGERLENDIRILMESI

Dr. Hakan KESKIN

TIBBI MIKROBIYOLOJi ANABILIM DALI

TIPTA UZMANLIK TEZI

DANISMAN

Prof. Dr. Alper TEKELI

Bu tez, Ankara Universitesi Arastirma Fonu tarafindan 12B3330006 proje
numarasi ile desteklenmistir

ANKARA



2012

Amnkara Universitesi Tip Fakiiftesi
Tibhbi Mikrobivoloji Anabilim Dal
Tipta Uzmanhk Efitimi Cergevesinde Yilriitilmis Olan

Klintk Omeklerden  fzole  Edilen  dcimetobacter  hawmrmii  Tzolatlannin
Epidemiyoloiik Ozelliklerinin Degerlendirlmesi baglikly, Dr. Hakan Keskin'e ait bu
calizma agafidaki jliri tarafindan Tipta Uzrmanhk Tesi olaak kabul edilmistic.

Tez Savunma Tarihi; 13, 12201

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dah Baskan
Tez Dansmani=furi Bagkant

i iy 1l pad

| i | i
Dog Dr. Z.Ceren/Karahan Dog. Dr. Fikret Sahin
Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Ankara Universitesi Trp Fakiiltesi

Tibbi Mikrobivoloji Anabilim Dal Tibhi Mikrobivoloji Anabilim Dal
Uye (ve



ONSOz

Uzmanlik egitimim siiresince ve tezimin her asamasinda bilgi ve deneyimleri ile her
zaman Yyol gosteren, destegi ve yardimlari ile her zaman arkamda oldugunu
hissettigim degerli danismanim Prof. Dr. Sayin Alper Tekeli’ye, egitimim boyunca
bilgisini, destegini ve anlayigini esirgemeyen Anabilim Dali Bagkanimiz Saymn Prof.
Dr. Murat Aksoy’ a, tez ¢aligmamda bana katkida bulunan Sayin Prof. Dr. Aydin
Karaarslan® a, Sayin Dog. Dr. Istar Dolapg1’ ya, Sayin Dog. Dr. Ceren Karahan® a,
Prof. Dr. Devran Gergeker’ e, Dog. Dr. Ebru Us’ a, egitimimin her agamasindaki
katkilar1 nedeniyle Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali’ nin tiim degerli Ogretim Uyeleri’ ne,

Birlikte uyum i¢inde caligmaktan keyif aldigim Anabilim Dali asistanlarina ve

personeline,

Bu giinlere gelmemde gosterdigi 6zveri, sabir, anlayig ve desteginden dolay: aileme

tesekkiir ederim.

Dr. Hakan KESKIN



ICINDEKILER

KabUl VB ONAY ... .. e e e e i
L@ 0 72 i
E T 1S 1 R iii
Simgeler ve Kisaltmalar Dizini..............ocoooiiiiiiiiiiiiice e vii
SeKIIEr DUZINI. ...ttt e iX
TabIoIar DIZINE....v e e e X
1 GIRIS e el 1
2. GENEL BILGILER ... ....ciuitiiiiii i et e e e 3
2.1. Taringe ve TakSONOMI.......cuue it et e e et e e 3
2.2.TanIMIAMA. .. ..ottt e e e 4
2.3.Antibiyotik Direng Mekanizmalari................coovevivvii i enenn6
2.3.1.Beta-1aktam DIrenCi..........ouiuiiiuiie e e e e e 8
2.3.1.1.Enzimatik MeKanizma..........c.coooiuiiiii i 8
2.3.1.1.1. Ambler Siif A Beta laktamazlar..............cccoooiiiiiiiiiiiiiinene 9
2.3.1.1 2. Ambler Sinif B Beta laktamazlar................coccoviiiiiii i 10
2.3.1.1 3.Ambler Smnif C Beta-laktamazlar.................ccoooiiiiii . 11
2.3.1.1.4. Ambler Sinif D Beta-laktamazlar................c.oooiiiii i, 11
2.3.1.2.Penisilin Baglayici Proteinlerin ve Dig Membran Proteinlerinin
Yapisinda ve Sayisinda Degigiklik...........oooviiiiiiiiiiiiii 13
2.3.1.3.EflUKS Pompalart...........coovviiiiiiiii i 14
2.3.2.AmIn0glikozid DirenCi.........ccouvviiiiiii i el 14
2.3.3.KINOION DIFBNCH. .. ettt e e e e e 15
2.3.4.TetraSiKlin DIreNCI. .. ...cuie i e e e e e 16
2.3.5.POIMIKSIN DIFBNCH. .. ..e vt et e et e e e e e 16
2.4.Coklu antibiyotik direncli ve Panrezistan Acinetobacter baumannii

TANIMI oo e e e 16
2.5.Virtlans Faktorleri..........oooie il 1T
2.6. Acinetobacter baumannii Enfeksiyonlart..................ccooooiiiiinni.. 17
2.6.1.Solunum Yolu Enfeksiyonlart...............ooooiiiiiiiiiiiiiiiiee 18
2.6.2.Kan Enfeksiyonlart...........oooiieiiriiii e e 19



2.6.3.Santral Sinir Sistemi Enfeksiyonlari..............ccocoviiiiiiiiiiiin e, 19

2.6.4.Uriner Sistem Enfeksiyonlart..............c.cooviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e, 19
2.6.5.Yumusak Doku Enfeksiyonlari................coooiiiiiiiiiiiiiiiiiii, 19
2.6.6.Diger Hastaliklar............oooviiiiiiiiii e e 20
2.7.Epidemiyolojik 0zelliKIer... ... ... 20
2.7.1.Insanlarda Tasty1CIIZ 1. ......vueeieeiin it eee et eee e eee e e 20
2.7.2.Hastane kaynakli infeksiyonlar...............ooooiiii i 21
2.7.3.Mevsimsel gesitlilik... .. ..o 21
2.8.Tiplendirme YONtemIeri..........oooi i e 22
2.8.1.Fenotipik YOntemIer... ... oo e 23
2.8.2.Molekller YONtemIer... ... ...ooorii i e e e 24
2.8.2.1.Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) ..........cc.ocooviiiiiiinecnnen 24
2.8.2.2.Restriksiyon Profillerinin Analizi..............ccooooi i, 27
2.8.2.3.Genetik Degisikliklerin PFGE Profillerine Etkisi...........ccccoeiinviinennnen. 27
2.8.2.4.Epidemiyolojik YOrum...... ..o 29
2.8.2.4. 1. AyN1 1Z0IAt. . ... it e e 29
2.8.2.4.2.Yakin Qliskili 1zolat............cooeeiiiiii it 29
2.8.2.4.3 Muhtemel Iliskili 1zolat.............cc.viuriiiii e, 29
2.8.2.4.4.11isKiSiZ 1Z01at. . ... .oe i, 29
2.8.2.5.Sonuglarin Rapor Edilmesi..........ovieiiiii i e 30
2.9.Tedavi Stratejileri... ... oo 30
2.9.1.KombinaSyoNTedaVISi. .. ....c.oueiiniie it et e e e 31
3.GEREC VE YONTEM......iitiiiiiii it e e e e, 32
3.1.Calisma AKIST...oe e e e e 32
3.2.Bakteri Tanimlanmasi ve Antibiyotik Duyarlilik Testleri..................... 32
B.3PZR YONIEIMI. .. e et e e e e e e e e e 33
3.3.1.Kalip DNA EIA@ST « v vuevn ettt e e e e e e e e ee e 33
3.3.1.1.Sarf Malzemeleri... ... 33
B3 L2 ANAGIAr .. e 02033
3.3.1.3.Kullanilan Primerler......... ..o 34
3.3.2.Multipleks PZR ile OXA Genlerinin Aragtirtlmast.............c.ccvueenn. 35
3.3.2.1.Sarf Malzemeleri... ... 36



3.3.2.2.Kimyasal Malzemeler......... ... 36

3.3 2.3 ANAGIAN .. 36
3.3.3.PZR Yaontemi ile integron Tasiyiciligmin Arastirilmast..................... 37
3.3.3.1.Sarf Malzemeleri... ..o 38
3.3.3.2.Kimyasal Malzemeler.............oii i 38
3333 ANAGIAN .. 38
3.3.4.PZR Yontemi ile bla_NDM-1 gen Tastyiciliginin Arastirilmast ........... 39
3.3.4.1.Sarf Malzemeleri... ... 40
3.3.4.2.Kimyasal Malzemeler............ooiiii i 40
B84 B ATAGIAN. .. e 40
3.3.5.PZR Yontemi ile bla_PER-1 gen Tagiyiciliginin Arastirilmast ............ 41
3.3.5.1.Sarf Malzemeleri. .. ..o 42
3.3.5.2.Kimyasal Malzemeler.............oii i 42
3.3 .3 ANAGIAr .. 42
3.3.6.PZR Yontemi ile bla_IMP gen Tastyiciliginin Arastirilmast ............... 43
3.3.6.1.Sarf Malzemeleri. .. ..o 44
3.3.6.2.Kimyasal Malzemeler.............oi i 44
B.3.8. 3. ANAGIAN .. e 44
3.3.7.PZR Yontemi ile bla_SIM gen Tasiyiciliginin Arastirilmasti ............... 45
3.3.7.1.Sarf Malzemeleri... ... 46
3.3.7.2.Kimyasal Malzemeler.............ooii i 46
B3 BLATAGIAN .. e 46
3.3.8.PZR Yontemi ile bla_VIM gen Tasiyiciliginin Aragtirilmast ............... 47
3.3.8.1.Sarf Malzemeleri........ooo e 48
3.3.8.2.Kimyasal Malzemeler............ooi i 48
3.3.8.3LArACIAr. ..o 0 A8
3.4.PFGE Yonteminde Kullanilacak izolatlarin Hazirlanmast..................... 49
3.4.1.Sarf Malzemeleri ve Kimyasal Malzemeler..............ccooiiiiiiiiiinn 49
B2 ATAGIAT. .. e 51
R I B 0] 1 =11 o PSP 52
3.4.3.1.1zolatlarn Agaroza GOMUIMESI. .. .. .....vvviereeeiiteeeeeeiineeseee e, 52

3.4.3.2.Agar Icerisindeki Hiicrelerin Par¢alanmasi..............ccc.eeeeeeenennnn. 52



3.4.3.3.Agaroz Kaliplarin Y1kanmast...........ccoveiiiiiiiiiiiiiiiie e e, 52
3.4.3.4.DNA’nin Restriksiyon Enzimiyle Kesilmesi...............ccooeivinnnentn 53
3.4.3.5.Elektroforez Jelinin Hazirlamasi.............c.ooooviiiiiiiii e, 53
3.4.3.6.Elektroforez Sistemi..........cccovoiviiiiii i D4
3.4.4.Sonuglarm Gozlenmesi ve ANalizi..........oveiieivniin i, 54

3.5, Tstatistiksel ANALIZ. .. evvne e e e e e e e et B

A BULGULAR. .. e e 55
4.1.1zolatlarin Genel OzelliKIEri... .........ovviiiiii e, 55
4.2..Acinetobacter Kokenlerinin Antibiyotik Duyarhliklari........................ 64
A.3.DIreNG GENIBIT. .. cu it e e e 66
4.4.Molekuler Tiplendirme...... ..o e e 74
4.4.1 PFGE Bantlarinin Filogenetik Analizi................coooiiiii i, 74
B.TARTISMA ... ... el 87
6.SONUC VE ONERILER..........ccuiiiiiiiiiie e een.20298
) 100
SUMM AR e 102



A.baumannii
AK

b¢

CLsl
CFU/ml

dk

EDTA

GN

GSBL

IMP
kb
kbc¢
COoL
LEV
LMA
MEM
MBL
ul
pm
ml
mm
mM
MiK

nm
OXA
pmol
TPZ
PZR

SIMGELER VE KISALTMALAR

Acinetobacter baumannii

Amikasin

Baz cifti

Clinical and Laboratory Standards Institute
Coloni forming unit/mililiter (Koloni olusturan birim/mililitre)
Dakika

Etilendiamintetraasetat

Gentamisin

Geniglemis spektrumlu beta laktamaz
Gram

Imipenem

Kilobaz

Kilobaz cifti

Kolistin

Levofloksasin

Low melting agarose (Diisiik erime 1s1l1 agaroz)
Meropenem

Metallobetalaktamaz

Mikrolitre

Mikrometre

Mililitre

Milimetre

Milimolar

Minimal inhibitér konsantrasyon

Molar

Nanometre

Okzasilinaz

Pikomol

Piperasilin-tazobaktam

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Vi



PFGE
rpm
sn
CES
FEP
CAZz
CIP
SAM
TE
SXT
Tris
uv
Vicm
YBU

Pulsed Field Gel Electrophoresis

Rotation per minute (dakikadaki devir sayisi)

Saniye
Sefaperazon-sulbaktam
Sefepim

Seftazidim

Siprofloksasin

Sulbaktam- Ampisilin
Tetrasiklin
Trimetoprim-siilfometoksazol
Tris (hidroksimetil) aminometan
Ultraviyole

Volt/santimetre

Yogun bakim iinitesi

viii



SEKILLER VE RESIMLER DiZiNi

Sekil 2.1. PFGE yapilis asamalari

Sekil 2.2. Genetik degisikliklerin PFGE profilleri tizerindeki etkisi

Sekil 4.1. Acinetobacter kokenlerinin antibiyotik duyarlilik oranlart

Resim 4.1. OXA-karbapenemaz kodlayan genlerin multipleks PZR ile saptanmast
Resim 4.2.. Acinetobacter baumannii izolatlarinin CS bolgesine 6zgiil primerler ile
yapilan amplifikasyonlar1 sonrasinda izlenen farkli bant goriiniimleri

Resim 4.3. bla_PER-1 geninin PZR ydntemi ile gogaltilmasi.

Resim 4.4. PZR analizi ile bla_IMP geni

Resim 4.5. Dort genotipe ait PFGE bant profilleri

Resim 4.6. Dort genotipe ait PFGE dendogrami



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 2.1. Acinetobacter kdkenlerinin genomik tur ve izolat tipleri

Tablo 2.2. A.baumannii direng mekanizmalari

Tablo 2.3. Acinetobacter kdkenlerinde bulunan beta laktamaz enzimleri

Tablo 2.4. A baumannii’ de OXA karbapenemazlar

Tablo 2.5. Acinetobacter enfeksiyonlarini kolaylastiran risk faktorleri

Tablo 2.6. Epidemiyolojik tiplendirme amaciyla kullanilan fenotipik ve genotipik
yontemler

Tablo 2.7. PFGE profillerini yorumlama kriterleri

Tablo 2.8. Genetik degisikliklerin PFGE profilleri iizerindeki etkisi

Tablo 3.1.: PZR analizinde kullanilan primer dizileri ve elde edilen amplikon
biyukltkleri

Tablo 4.1. Acinetobacter kokenlerinin izole edildikleri Klinik dérnekler ve gorilme
oranlar1

Tablo 4.2. Acinetobacter kdkenlerinin klinik 6zellikleri, direng genleri ve antibiyotik
duyarliliklar

Tablo 4.3. Orneklerin gonderildigi klinik servisler ve gonderilen drnek sayilari
Tablo 4.4. Klinik 6rneklerin servislere gore dagilimi

Tablo 4.5. Acinetobacter kokenlerinin antibiyotiklere karst duyarh, orta duyarli ve
direngli izolat sayilar1

Tablo 4.6. Direng genleri ve goriilme sikligt

Tablo 4.7. Direng genleri igeren izolat sayilar1 ve antibiyotik duyarliliklar

Tablo 4.8. Coklu ilag direngli suslarda sinif 1 integronlar ve antibiyotik direnci
arasindaki iligki

Tablo 4.9. PFGE genotip A ve klinik 6zellikleri

Tablo 4.10. PFGE genotip B ve klinik ozellikleri

Tablo 4.11. PFGE genotip C ve klinik ozellikleri

Tablo 4.12. PFGE genotip D ve Kklinik 6zellikleri



1. GIRIS

Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore (2002), hastanede yatarak tedavi goren yaklasik
her on hastadan birinde hastane enfeksiyonu ortaya ¢ikmaktadir. Hastane
enfeksiyonlari, hastanede yatig stiresini uzatmakta, ek maliyet getirmekte ve 6lumlere
neden olmaktadir. Son 20 yildir gelismis tlkelerde, ¢oklu antibiyotik direnci olan
gram negatif basillerin neden oldugu hastane enfeksiyonlar1 6nemli bir problem
haline gelmistir. Anton ve arkadaslart (2010) yaptiklar1 bir ¢aliymada hastane
enfeksiyonlarinda gram negatif mikroorganizmalarin % 30’un Uzerinde sorumlu
oldugunu gostermislerdir. Genis spektrumlu antibiyotiklerin asir1 kullaniminin bir
sonucu olarak giiniimiizde kullanilan antibiyotiklerin ¢oguna direngli olan
Acinetobacter turlerinin tedavisinin gelecekte ¢ok zor olacagi diisiiniilmektedir (Von-
Graevenitz, 1995; Hanlon, 2005).

Genis spektrumlu bir beta-laktam antibiyotik grubu olan karbapenemlere direng
gelismesi Acinetobacter enfeksiyonlarinda tedavi segeneklerini oldukga kisitlamistir.
Calismamiz klinik 6rneklerinde de gorilen bu direng profili nedeniyle tedavide son
secenek olarak kabul edilen polimiksinler hastanemizde de siklikla kullanilmaya

baslanmistir.

Son yillarda dirence neden olan genlerin 6zel bir *’site-spesifik’” rekombinasyon
mekanizmasi ile bakteri genetik materyaline entegre olabilen ve bakteriden bakteriye
direng genlerinin gegisinde rol oynayan hareketli DNA elemanlarinin varlig
saptanmustir. Integron adi verilen bu hareketli DNA elemanlar1 plazmidler veya
transpozonlar  Uzerinde bulunabilmektedir. Birgok Acinetobacter baumannii
enfeksiyonunun izolatlar arasinda yayildig1 ve izolatlarin birgok antibiyotige direngli
oldugunun saptanmasindan sonra direncin izolatlar arasindaki epidemiyolojik
yayllma potansiyelinin integronlarin araciligi ile oldugu disiiniilmiistiir.
Integronlarin yapisinda bulunan integraz geninin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
yontemi ile saptanabilmesi A.baumannii izolatlarinin epidemik potansiyelini ortaya
koymada hizli ve basit bir teknik olarak goriinmektedir. Bu ¢aligmada da PZR

yontemi ile A.baumannii‘de smif 1 integronlarin varligi ile OXA genlerine ait direng



fenotipleri ve izolatlarin epidemiyolojik 6zellikleri arasindaki iligkilerin gosterilmesi

amaglanmugtir.

Bu amagla Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Ibn-i Sina Hastanesi Merkez
Bakteriyoloji Laboratuvari’na 2010 yili nisan ayindan 2011 yili aralik ayma kadar
cesitli kliniklerden gelen izolatlar toplanmaya baslanmistir. Antibiyotik direng
profilleri ve direng mekanizmalar1 belirlenmeye c¢alisilmis, molekiler yontemler
yardimiyla dirence neden olan genler ile izolatlar arasindaki iligkiler arastirilmis ve
izolatlar arasindaki klonal iligki antibiyotipleme ve “’pulsed-field jel elektroforez’
(PFGE) yontemleriyle arastirilmasi amaglanmistir. Bu bilgiler, klinik verilerle
birlikte degerlendirilmis ve A.baumannii’yle olusan hastane enfeksiyonlarinin

epidemiyolojisinin anlagilmasina katki saglanmaya ¢aligilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tarihge ve Taksonomi

Acinetobacter cinsi bakteriler, gram-negatif, zorunlu aerob, non-fermentatif, katalaz-

pozitif, oksidaz-negatif, hareketsiz kokobasillerdir (Anton ve ark., 2008).

Dogada (toprakta, suda, bitkilerde) yaygin olarak bulunurlar (Anton ve ark., 2008).
Guniimuzde Acinetobacter cinsinin iiyeleri olarak tanimlanan bakteriler birgok
taksonomik degisiklige ugramistir. Ilk kez 1911 yilinda, Beijerinck tarafindan
topraktan izole edilen ve Micrococcus calcoaceticus olarak isimlendirilen bu bakteri,
giniimiize kadar en az 15 farkli isimle amlmistir. Bunlardan en iyi bilinenleri;
Bacterium anitratum, Herellea vaginicola/Mima polymorpha, Achromobacter,
Alcaligenes, Micrococcus calcoaceticus, Moraxella glucidolytica ve Moraxella
Iwoffii’dir. Bergey’in Sistematik Bakteriyoloji El Kitab1 (Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology) Acinetobacter cinsini Acinetobacter calcoaceticus adli tek
tir ile Neisseriaceae ailesi icinde incelemektedir (Bergogne-Berezin ve Towner,
1996).

Taksonomik c¢alismalar sonucu Acinetobacter cinsi gunimizde, Moraxella,
Psychrobacter ve ilgili diger cinslerle birlikte Moraxellacea ailesi iginde yer
almaktadir (Holt ve ark., 1994; Bergogne-Berezin ve Towner, 1996). DNA
benzerlikleri temel alinarak yapilan c¢alismalarda, asagidaki tabloya heniz
eklenmeyenlerle birlikte en son 32 genomik tiir tanimlanmistir (Tablo 2.1). Grup 1,
2, 3 ve 13TU olagan dis1 bir benzerlik gostermekte ve genellikle Acinetobacter
calcoaceticus-A.baumannii  kompleksi adi altinda incelenmektedir (Bergogne-

Berezin ve Towner, 1996; Bartual ve ark., 2005).



Tablo 2.1 Acinetobacter kdkenlerinin genomik tiir ve izolat tipleri (Bergogne-

Berezin ve Towner, 1996)

Tiir Bauvet veark. Tjernberg ve ark  Nishimwra veark.  Sus tipi

A. caleoacetious 1 1 N ATCC23055
A. baumannit 2 2 N CIP70.34
UN 3 3 NT ATCC19004
N uG 13TU NT ATCC17903
A, haemolvticus 4 4 AN ATCCL7906
A, junit 5 5 NT ATCCI17908
UN o o E ATCCLI9T79
A johmsoni 7 7 3N ATCC108
A hwoffii 8 3TU N ATCCI15308
UN 9 8TU NT ATCCO957
N 10 10 uG ATCC17924
UN 11 11 uG ATCC11171
A radioresistens (12w 12 SN IAMI13186
UN 13 14TU NT ATCCLT05
UN 14 NT NT Bauvet 382
UN 15 NT NT Bauvet 240
UN 16 uaG NT ATCC17988
UN 17 NT NT Bauvet 942
UN NT 15TU NT Tjembergl5la

UN: Isimlendirilmemis, NT: Test edilmemis, UG: Gruplandirimarmms, ***Yaymlanmamus sonuglar
TU: Tjenberg ve Ursing, N: Nishimura

2.2. Tamimlama

Acinetobacter cinsi bakterilerde DNA’nin Guanin+Sitozin igerigi %39-47"dir. insan
kaynakli Acinetobacter cinsi, klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda rutinde
kullanilan kat1 besiyerlerinde (6rn: koyun kanli agar) 37°C inkibasyon sicakliginda
iyi Urer. Bir gecelik kiltirlerinde, dizgiin, bazen mukoid, grimsi-beyaz, 1.5-3 mm
capli  A.calcoaceticus-A.baumannii  kompleks kolonileri, Enterobacteriaceae
kolonilerine benzerken; A. calcoaceticus-A.baumannii  kompleks digindaki bazi
tirler daha saydam, kiicuk koloniler yaparlar ve McConkey agarda tiremeyebilirler.

“Eosine Methylene Blue’” (EMB) agarda mavi renkli, gri merkezli koloniler



yapmaktadirlar. Acinetobacter haemolyticus izolatlar1 ve 6, 13BJ, 14BJ, 15BJ, 16 ve
17 gibi diger heniiz iyi tanimlanamamig Acinetobacter genomik tiirleri, koyun kanli
agarda beta hemoliz yapabilir, ancak A. calcoaceticus-A.baumannii  kompleks
izolatlar1 bu ozelligi asla gostermez. Acinetobacter turlerini ¢evreden ve Klinik
orneklerden izole edebilmek icin, asetat ve nitrat iceren zenginlestirici sivi mineral

besiyeri kullanilabilir (Baumann, 1968).

Karigik bakteriyel populasyondan izole etmek igin, segici-ayirt edici besiyerleri
gelistirilmis olup, en sik Herellea agar (Difco) ve Leeds Acinetobacter besiyeri
kullanilmaktadir (Jawad ve ark., 1994). Acinetobacter tiirlerini tanimlamakta
kullanilan metodlardan DNA-DNA hibridizasyon yontemi, standart referans yontem
olarak gecerliligini korumaktadir. 1986°da Bouvet and Grimont (1986) 28 fenotipik
teste dayali identifikasyon semasi olugturmuslardir. 1987’de bu semayla 37°C, 41°C
ve 44°C‘de tireme, glukozdan asit olusturma, jelatin hidrolizi ve 14 farkli karbon
kaynagini kullanma Gzelliklerine gore yeniden diizenlemislerdir (Bouvet and
Grimont, 1987).

Bu sema, baslangigta belirlenen 12 tiirden 11’ini ve insan deri drneklerinden izole
edilen 136 Acinetobacter turuni (Seifert ve ark.,, 1997) %95,6 dogrulukla
tamimlarken en son tanimlanan genomik tiirleri ayirt edemez (Seifert ve ark, 1997,
Anton ve ark., 2008 ). Hem DNA-DNA hibridizasyon yontemi, hem de Bouvet ve
Grimont fenotipik tan1 yontemi rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kullanima
uygun olmayan zahmetli yontemlerdir. Bu nedenle Acinetobacter turlerini
tanimlamak iizere molekiiler tan1 yontemleri gelistirilmis ve kullanima sokulmustur.
“Amplified 16S rRNA gene restriction analysis’> (ARDRA) (Vaneechoutte ve ark.,
1995), “’amplified fragment length polymorphism’” (AFLP) (Janssen ve ark., 1997),
ribotipleme (Gerner-Smidt, 1992), “’tRNA spacer fingerprinting’” (Ehrenstein ve
ark., 1996), 16S-23S rRNA *’intergenic spacer’’ dizilerinin restriksiyon analizi
(Dolzani ve ark., 1995), 16S-23S rRNA geni spacer bdlgesinin dizi analizi (Chang ve
ark., 2005) ve rpoB geni ve komsu bdlgelerin (RNA polymerase beta-subunit) dizi
analizi (La Scola ve ark., 2006) Acinetobacter tirlerinin tamsinda kullanilan

molekiler yontemlerdir.



API 20NE (BioMérieux,Fransa), Vitek 2 (BioMérieux,Fransa), Phoenix BD (Becton
Dickinson, ABD) ve MicroScan WalkAway (Almanya) sistemleri rutin
laboratuvarlarda Acinetobacter tlrlerinin tanisinda kullanilan manuel ve yari

otomatize ticari sistemlerdir (Bernards ve ark., 1996).
2.3 Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalari

A.baumannii bircok antibiyotik direng¢ mekanizmasini kullanabilmektedir (Tablo
2.2). Direnci belirleyen faktorlerin genetik cesitliligini saglayan ii¢ tip hareketli
genetik eleman tanimlanmistir: Sinif 1 integronlar, transpozonlar ve insersiyon
sekans (IS) elemanlari. Hareketli genetik elemanlar, ayni veya farkli kromozom veya
plazmidde kromozom veya plazmidin bir yerinden diger bir yerine hareket edebilen
elemanlardir. Bu elemanlar kendi kendilerine replike olamazlar, ancak kromozomla
veya plazmidle birlikte replike olabilirler. Transpozonlar ve IS elemanlar1 bagimsiz

bir birim olarak yer degistirebilirler.

Integronlar, yere &zgiin lokalizasyonda, bir veya daha fazla direng geni ve gen
kasetlerindeki direng genlerini yakalayabilen hareketli genetik elemanlardir.
Integronlar farkli yapiya sahiptir ve plazmid veya transpozonun bir parcast olabilir

(Georgopapadakou, 2003).

Fournier ve ark. (2006) Fransa’da bulunan, Klinik epidemik Acinetobacter
kokenlerinin (AYE) tim genom sekans ¢aligmasiyla AbaR1 adi verilen, simdiye
kadar bilinen en biiyiikk direng adalarindan biri olan 86-kb’lik direng adasini
tanimlamiglardir. Bu genomik bolgede Ongoriilen 88 agik g¢ergeve okumasindan
(ORFs: open reading frames) 82’sinin Pseudomonas sp., Salmonella sp., ve
Escherichia coli gibi diger gram negatif organizmalardan kaynaklandigi tahmin
edilmektedir. Tanimlanan 52 direng geninden 45 tanesi (%86,5) AbaR1 direng
adasinda bulunmaktadir. Bu direng bdlgesinde (AbaR1 direng adasi) plazmid
belirteci bulunmamaktadir. AYE izolatinda bulunan ti¢ plazmidin higbirinde direng

plazmidi bulunmamaktadir (Anton ve ark., 2008).



Tablo 2.2. A.baumannii direng mekanizmalar1 (Magnet ve ark., 2001; Poole 2004;
Agodi ve ark., 2006; ; Towner 2008; Gordon ve ark., 2010)

Antibiyotik/Direng mekanizmasi  Grup/Gen Antibiyotik/Direng mekanizmasi Grup/Gen
Beta-laktamlar icin Aminoglikozidler iin
Beta-laktamaz Enzimatik yikim
Dogal Asetiltransferaz AAC-2, 34
Sinuf A/sik gorillen ampC (ADC1-7) SAT-2
VEB-1,-2 Niikleotidiltransferaz ANT-23
FER-1,:2 Fosfotransferaz APHF L, 1111V
TEM-92-116 APH{3"FI
SHV-5-12 Efluks pompasi adeABC
CTX-M-23 adeM
Suuf A/nadir gbrillen SCO-1 16s rONA metiltransferaz amA
Karbapenemaz Kinolonlar igin
Smif 1 oksasilinaz OXA-21 benzeni DNA giraz/topoizomeraz gyrA/parl
DXA-11 Efluks pompasi adeABC
OXA-24 adeM
OXA-27 abeS
OXA-37 Kloramfenikol icin
OXA-40 Efluks pompasi adeABC
OXA-58 benzeri adel]K
Metallo-beta-laktamaz VIM cmlA
IMP cral
SIM abeS
Simuf A karbapenemaz GES11 Trimetoprim/sulfametoksazol igin
Dy membran proteinleri carQ Efluks pompasi adeABC
HMP-AB adel]K
3334 ka protein Dehidrofolat sentetaz sull-ll
43 kDa protein Dehidrofolat redukiaz folA
Efluks pompasi adeABC Makrolitler icin
PBP2 degisimi Efluks pompasi adeM
Tetrasiklinler icin Glisilsiklin igin
tetA, tetB Efluks pompasi adeABC
Efluks pompasi adeABC Polimiksin icin pmrAB
Ribozomal hedef degisimi teth Rifampisin igin amr-d




2.3.1. Beta-laktam Direnci

Beta-laktam direnci dort tip mekanizma ile olusmaktadir:

(i) beta-laktamaz uretimi

(i1) penisilin baglayici proteinlerde degisiklik

(iii) por proteinlerinin yapisinda ve sayisinda degisiklik

(iv) efluks pompa aktivasyonu

Genellikle bu mekanizmalarin  bir arada islemesi sonucu direng geligimi

gozlenmektedir (Giamarellou ve ark., 2008).

2.3.1.1 Enzimatik Mekanizma

A.baumannii’de en sik goriilen beta-laktam direnci, beta-laktamaz varligina baglidir.
Buna karsilik bu organizmanin karmasik dogasma uygun olarak, ayni fenotipi
olugturmak iizere bircok mekanizma bir arada c¢alisabilir (Bou ve ark., 2000;
Fernandez Cuenca ve ark., 2003). Beta-laktamazlar iginde en oOnemlisi, serin
oksasilinazlar (Ambler simif D OXA tipleri) ve metallobetalaktamazlari da (Ambler
simif B) igeren karbapenemazlardir (Poirel ve  Nordmann, 2006). A.baumannii’de
Ambler Sinif A 2’de bulunan genislemis spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL) da
tammlanmigtir ancak 6zellikle AmpC varliginda laboratuvarda gosterilmesi zordur
(Anton ve ark., 2008). Acinetobacter kokenlerinde bulunan beta laktamaz enzimleri

tablo 2.3’de gorulmektedir.



Tablo 2.3: Acinetobacter kdkenlerinde bulunan beta laktamaz enzimleri (Bergogne-
Berezin ve Towner, 1996; Lanbaran, 2001; Clark ve ark., 2003; Ferrara, 2006;

Poirel ve Nordmann, 2006)‘dan derlenmistir.

AMBLER SINIFI ENZIMIN ADI
A TEM
SHV
VEB
PER-1, PER-2
CTX-M
B* IMP,VIM,SIM,NDM
C ACE
D OXA

* Metallobetalaktamaz (MBL)

2.3.1.1.1 Ambler Simif A Beta-laktamazlar

TEM-1, TEM-2, CARB-5 ve SHV-like enzimleri penisilinaz aktivitesi
gostermektedir (Bergogne-Berezin ve Towner, 1996). PER-1 GSBL igeren
A.baumannii izolatlar1 penisilinlere ve genis spektrumlu sefalosporinlere yiiksek
derecede direnclidir. PER-1 karbapenem direncinden diisiik derecede sorumludur
veya karbapenem direncine neden olmaz (Poirel ve ark., 1999; Ferrara 2006). PER-1
A.baumannii Turkiye ve Kore’de oldukga yaygindir (Yong ve ark., 2003; Kolayli ve
ark., 2005 ) Ayrica Fransa, Belgika, Bolivya, ABD ve Romanya’da bildirilmistir
(Celenza ve ark., 2006; Naas ve ark., 2006; Hujer ve ark., 2006). PER-2 Arjantin’de
bildirilmistir (Pasteran ve ark., 2006).

Integron kaynakli VEB GSBL iceren A.baumannii izolatlar1 Fransa, Belgika ve
Arjantin’de salginlara yol agmistir (Naas ve ark., 2006; Poirel ve ark., 2003). SHV



GSBL ureten A.baumannii Cin’de rapor edilmistir (Huang ve ark., 2004; Endimiani
ve ark., 2007). Sefotaksim ve seftriaksonun artmis hidrolizi ile karekterize CTX-M-
2, CTX-M-43 GSBL igeren A.baumannii  epidemik izolatlar1 Japonya ve
Bolivya’dan bildirilmistir (Nagano ve ark., 2004; Celenza ve ark., 2006). ARI-1
(OXA-23) ise plazmid kaynakli bir karbapenemazdir ve ileride ciddi sorunlar
yaratabilecegi diisiiniilmektedir. Imipenem ve azlosilini pargalayan bu enzim
sefuroksim, seftazidim ve sefotaksimi pargalayamamaktadir (Bergogne-Berezin ve
Towner, 1996; Giamarellou ve ark., 2008). Ilging olarak blaCTX-M gen yayilimi
enterobakteriler kadar yaygin degildir.

2.3.1.1 2. Ambler Simif B Beta-laktamazlar

Metallobetalaktamazlar (MBL), sinif B beta-laktamazlardir ve aztreonam disinda
karbapenemler de dahil tim beta-laktamlar1 hidrolize edici kapasiteye sahiptirler.
Sinif A ve D karbapenemazlardan farkli olarak, aktif bolgelerinde katalize katilan
metal iyonu tasirlar ki genellikle bu iyon ¢inkodur (Walsh, 2005). A.baumannii
izolatlarinda tanimlanan MBL’ler OXA tip karbapenemazlardan daha az gortlmesine
karsin karbapenemleri hidrolize edici etkileri 100-1000 kat daha gigltdur (Poirel ve
Nordmann, 2006). Simdiye kadar tanimlanan bes MBL grubundan; IMP (Chu ve
ark., 2001; Da Silva ve ark., 2002; Houang ve ark., 2003; Gales ve ark, 2003), VIM
(Limansky ve ark., 2002; Lee ve ark., 2003; Tsakris ve ark., 2006) ve SIM (Lee ve
ark., 2005) olmak (izere t¢ enzim tipi A.baumannii’de gosterilmistir. Son yillarda
NDM (New Delhi Metallobetalactamase) ismi verilen yeni bir tip MBL de
A.baumannii izolatlarinda rastlanmaktadir (Karthikeyan ve ark, 2010; Nordmann ve
ark, 2011; Pfeifer ve ark, 2011). Ispanya, Singapur, Yunanistan, Avusturalya gibi
cesitli cografik bolgelerde her iki OXA- ve MBL-tip enzimlerin ayn1 izolatta bir
arada bulunabildigi bildirilmistir (Canduela ve ark., 2006; Koh ve ark, 2007).

A.baumannii izolatlarinda kazanilmig MBL genleri sinif 1 integronlarda, ¢ogunlukla
bir dizi direng gen kaseti ile bir arada bulunur. En sik aminoglikozid modifiye edici
enzimleri kodlayan direnc gen kasetleri ile birlikte bulunduklar1 saptanmistir (Riccio

ve ark., 2000; Houang ve ark., 2003; Lee ve ark., 2005). Integron tasiyan
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Acinetobacter baumannii izolatlari, tasimayanlara oranla daha direnglidirler (Gu ve
ark., 2007). Bu essiz genetik yapimin klinik Onemi, bir antimikrobiyalin asiri
kullanimi1 ile c¢oklu direng determinantlarmin artmis ekspresyonuna yol
acabilmesinden gelir. integronlar tek baslarma hareketli olmamakla birlikte, plazmid
ve transpozonlar araciligi ile direng genlerinin yayilimina neden olurlar (Walsh ve

ark., 2005).

2.3.1.1 3. Ambler Simif C Beta-laktamazlar

Diger gram negatif organizmalarda oldugu gibi tim A.baumannii izolatlar1 dogal
olarak, Acinetobacter-kaynakli sefalosporinazlar (ADC) olarak da bilinen ve
kromozomal olarak kodlanan AmpC sefalosporinazlara sahiptir. Sefepim ve
karbapenemler harig, penisilinleri ve sefalosporinleri hidrolize eden simf C
sefalosporinazlar bla genleri tarafindan kodlanir. Simdiye kadar 28 blaADC geni
bulunmustur (Hujer ve ark., 2005).

Bu enzimin A.baumannii’de artmisg ekspresyonunu dizenleyen anahtar eleman
ISAbal olarak da bilinen “’upstream’’ IS elementidir. Bu elemanin varhigi artmis
AmpC gen ekspresyonu ve genis spektrumlu beta-laktamaz direnci ile yiksek oranda
iliskilidir. Sefepim ve karbapenemler bu enzim karsisinda stabildir (Bou ve
Martinez-Beltran, 2000; Hujer ve ark., 2005).

2.3.1.1.4. Ambler Sumif D Beta-laktamazlar

D grubu beta-laktamazlar (OXA-ailesi) oksasilinaz olarak adlandirilmaktadirlar
(Tablo 2.4). OXA-tip enzimler, oksasilini benzilpenisilinden daha hizli hidroliz
etmektedir (Poirel and Nordmann, 2006). Bu enzimler penisiline, kloksasiline,
oksasiline ve metisiline direng gosterirler. Laboratuvar kosullarinda klavulanik asit
ile zayif inhibe olurlar. NaCl’nin ise laboratuvar kosullarinda inhibitor etkisi vardir.

D grubu beta-laktamazlar, C veya A grubu beta-laktamazlara amino asit diizeyinde
%16 oraninda benzerlik gosterirler. OXA genlerinin plazmid ya da integron uzerinde

bulunmasi yayilimimi kolaylastirmistir (Helfand and Bonomo, 2003). Simdiye kadar

11



protein diizeyinde 121 farkli tiir D grubu beta-laktamaz belirlenmistir. Bunlardan 45
tanesi diger D grubu betalaktamazlarin aksine karbapenem hidroliz aktivitesine
sahiptir (Walther-Rasmussen ve Hoiby, 2006). OXA, GSBL gibi bazilar1 bir taraftan
genis spektrumlu sefalosporinleri hidrolize ederken, karbapenemleri de hidroliz
etmektedir. A.baumannii’de ilk tanimlanan OXA karbapenemaz 1985°de Isvec’de
izole edilen bir izolattan tanimlanan OXA-23 karbapenemazdir (Brown ve. Amyes,
2006).

OXA-23 alt grubu OXA-58, OXA-24 ve OXA-51 alt gruplar ile daha siki bir
filogenetik iliski gostermektedir. OXA-23 (ARI-1), -27 ve -49 ile birlikte birinci alt
grubu olusturmaktadir. Bu enzimler arasinda iki ile bes amino asit farklilhik vardir.
Ikinci alt grup OXA-24, -25, -26, -40 tir. Bu enzimler arasinda da bir ile bes amino
asit farklihk vardir. Ikinci alt gruptaki OXA-24 ve birinci alt gruptaki OXA-23
arasinda < %60 amino asit benzerligi bulunmaktadir. Uglinci alt grup OXA-51
enzim ailesidir ve Acinetobacter baumannii de birinci ve ikinci alt gruplar ile < % 63
amino asit benzerligi gostermektedir (Anton ve ark., 2008). Dérdunct alt grubu
OXA-58 olusturmaktadir ve diger oksasilinazlar ile < % 50 amino asit benzerligi
gostermektedir (Walther-Rasmussen ve Hoiby, 2006, Brown

ve Amyes, 2006, Poirel ve Nordmann, 2006).

OXA karbapenemazlarin karbapenem direncine katkisi, dogal olarak ortaya ¢ikan
plazmiddeki ISAbal ve ISAba3 elemanlarinin varligi ile 6nem kazanir (Marque ve
ark., 2005). ISAbal en ¢ok blaOXA23 ile iligkili bulunmustur. (Valenzuela ve ark.,
2007; Anton ve ark., 2008)
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Tablo 2.4: A.baumannii’ de OXA karbapenemazlar [a: OXA-58 Acinetobacter
baumannii’de hem kromozomal, hem de plazmid aracili karbapenemaz olarak

tanimlanmistir (Ribera ve ark., 2003)]

Karbapenemaz tipi OXA karbapenemazlar

Kazanilmis
Kromozomal OXA-24, OXA-25, OXA-26, OXA-40, OXA-58°
Plazmid OXA-23, OXA-58%

Dogal bulunan(Naturally

occurring)
OXA-51/69 like OXA-64, OXA-65, OXA-66, OXA-68, OXA-70, OXA-

71, OXA-78, OXA-79, OXA-80, OXA-82

2.3.1.2. Penisilin Baglayic1 Proteinlerin ve Dis Membran Proteinlerinin

Yapisinda ve Sayisinda Degisiklik

Penisilin baglayict proteinlerdeki (PBP) degisikligin, A.baumannii’ de de beta-
laktam direnci ile iligkili oldugu gosterilmistir. Karbapenem direncinin arastirildigt
caligmalarda; direngli mutant A. baumannii suslarimin 24-kDa’luk PBP’yi asiri
iirettigi, ayn1 zamanda duyarl suglar ile karsilastirildiginda bakterinin sahip oldugu
diger altt PBP’nin, diren¢li mutant suglarca daha diisiik diizeylerde eksprese edildigi
bildirilmistir (Gehrlein ve ark., 1991).

Penisilin baglayan proteinlerdeki degisiklikler kromozomal mutasyonlara bagl
olarak ii¢ farkli mekanizma ile meydana gelebilmektedir (Lanbaran, 2001)

1. Beta-laktam antibiyotige PBP'lerin afinitesinin azalmasi ,

2. PBP sayisinda azalma ,

3. Beta-laktam antibiyotiklere diisiik afinite gosteren yeni PBP'lerin sentezlenmesi ,

A. baumannii’de hem imipenem hem de meropeneme dirence yol agan 29-kDa’luk

CarO, kanal formasyonu iyi tanimlanmig bir dig membran proteinidir (Limansky ve
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ark.,, 2002). Ispanya Seville’den bir izolatta tamimlandigi Uzere PBP-2
ekspresyonunda azalma da karbapenem direncine yol acar (Fernandez-Cuenca ve
ark., 2003).

2.3.1.3. Efluks Pompalari

Efliikks pompalar1 antibiyotikler de dahil, bakteri hiicresine toksik olan bilesikleri
protonlar ile yer degistirerek disar1 atar. A.baumannii’de AdeABC efliks pompasi iyi
tanimlanmis bir pompadir. Aminoglikozidler, sefotaksim, tetrasiklin, eritromisin,
kloramfenikol, trimetoprim ve florokinolonlar1 disar1 pompalar (Magnet ve ark.,
2001). AdeABC efliiks pompasmin artmis expresyonu, karbapenem hidrolize edici
okzasilinazlar esliginde, yiiksek diizey karbapenem direnci saglar (Marque ve ark.,
2005). Bu pompanmin ekspresyonu iki basamakli regiilator (adeR) ve sensor (adeS)
sistem ile kontrol edilir. AdeR veya adeS genindeki bir nokta mutasyonu,
ekspresyonda, dolayisiyla efliiksta artma ile sonuglanir (Marchand ve ark., 2004).
Diger bir efliiks pompast, substrati florokinolonlar olan AbeM pompasidir (Partridge
ve ark., 2003).

2.3.2 Aminoglikozid Direnci

Acinetobacter tiirlerinde aminoglikozid direnci {i¢ mekanizma ile gerg¢eklesir (Anton
ve ark., 2008):

1-Ribozomlarda olusan mutasyonlar sonucu ribozomal hedeflerde degisiklik
gelisebilir.

2-Ilacin hiicreye girisi ve birikiminde azalma ve efliks pompalar1 yolu ile direng
gelisebilir. Bu mekanizma, solunum zinciri ve lipopolisakkarit degisiklikleriyle
birliktedir ve tiim aminoglikozidlere karsi ¢capraz direng olusturmaktadir.

3-En Onemli direng¢ mekanizmasi ise aminoglikozidleri degistiren enzimlerle, bu
antibiyotiklerin amino ya da hidroksil gruplarinin enzimatik olarak degistirilmesidir.
Toplam ii¢ tip aminoglikozid degistiren enzim saptanmistir:

a. Aminoglikozid asetiltransferazlar

b. Aminoglikozid fosfotransferazlar
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c. Aminoglikozid niikleotidiltransferazlar

Aminoglikozidleri degistiren enzimler siklikla plazmid kontroliinde sentezlenmekte
ve bu enzimlerin sentezinden sorumlu olan genler transpozonlarla taginabilmektedir.
Bir aminoglikozid molekiilii birden fazla bolgede degisiklige ugrayabilir ve bir
enzim birgok aminoglikozid molekiiliinii degistirebilir (Bergogne-Berezin ve ark.,
1996; Looveren ve ark., 2004; Bonomo ve Szabo, 2006).

2.3.3 Kinolon Direnci

Kinolonlarin bakteri hiicresindeki baglica hedefleri DNA giraz ve topoizomeraz IV
enzimleridir (Koneman ve ark., 1997). Bakteri DNA’sinda siipersarmallar olugturan
DNA giraz sirastyla gyrA ve gyrB genlerince kodlanan A ve B alt birimlerinden
olusur (Koneman ve ark., 1997). DNA replikasyonunda gorev alan topoizomeraz IV
ise parC ve parE genlerince kodlanan iki alt birimden olusmaktadir (Koneman ve
ark., 1997). Yeni florokinolonlar, 1988 yilina kadar Acinetobacter kdkenleri ile
olusan enfeksiyonlara kargi etkili iken, giiniimiizde bu etkinlik oram hizla
azalmaktadir (Ferrara, 2006). Kinolon direnci Acinetobacter kokenleri arasinda

aktarilamayan iki mekanizmayla olusmaktadir (Lanbaran ve ark., 2001):

1- DNA giraz enziminin alt birimlerinden olan gyrA ve parC genlerindeki
kromozomal mutasyonlar, bu antibiyotiklerin hedefleri olan DNA giraz ve
topoizomeraz 1V’de degisiklige neden olarak florokinolon direncine neden
olmaktadir (Wisplinghoff ve ark., 2003; Higgins ve ark., 2004; Lim ve Webb, 2005;
Ferrara, 2006). gyrB mutasyonlar1 ise Acinetobacter kdkenlerinde saptanamamistir
(Bergogne-Berezin ve Towner, 1996). parC’deki en sik mutasyon da parC’nin 80.

kodonunda Ser yerine Leu gelmesidir (Lee ve ar., 2005).
2- D1g membran gecirgenliginin azalmasi ve/veya ilacin aktif olarak disar1 atilmasi:

Acinetobacter kokenlerinde, kinolonlar1 digar1 atan pompa sayisinin artmasi veya

ilacin hiicre icerisine girisine aracilik eden spesifik dis membran proteinlerinin
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iiretiminin azalmasiyla sonuglanan mutasyonlara bagli olarak gelismektedir (Ferrara,

2006).

2.3.4.Tetrasiklin Direnci

A.baumannii izolatlarinda tetrasiklin direnci i¢in iki farkli mekanizma
tammlanmigtir. Birinci mekanizma TetA ve TetB, spesifik transpozon-aracili efliiks
pompasidir. TetA sadece tetrasiklini disar1 atarken, TetB hem tetrasiklini hem de

minosiklini disar1 atar (Guardabassi ve ark., 2000).

2.3.5.Polimiksin Direnci

Polimiksin B ve polimiksin E (kolistin, intravendz colistimethate sodium) peptid
antibiyotikleri, ¢oklu direncli A. baumannii enfeksiyonlarmin tedavisinde son gare
olarak kullanilmaktadir. Ancak kolistine karsi diren¢ de rapor edilmistir (Gales ve
ark., 2006).Kaolistin direncinin A.baumannii lipopolisakkaritlerinde modifikasyonlara
(asidifikasyon, agilasyon, antibiyotigin hiicre membranma baglanmasi ile etkilesen

antijen bulunusu) bagl oldugu diisiiniilmektedir (Peterson ve ark., 1987).

2.4. Coklu antibiyotik direngli ve Pan-rezistan Acinetobacter baumannii Tanim

En ¢ok kabul goren tanima gore bakteri, asagidaki bes gruptan ikisinden fazlasina
direngli ise c¢ogul antibiyotik direngli A. baumannii olarak tanimlanr:
Antipsodomonal sefalosporinler (seftazidim veya sefepim), antipsédomonal
karbapenemler (imipenem veya meropenem), ampisilin-sulbaktam, florokinolonlar
(siprofloksasin veya levofloksasin) ve aminoglikozidler (gentamisin, tobramisin veya
amikasin) (Anton ve ark., 2008),

Pan-rezistans ise mikroorganizmanin yukarida sayilan antibiyotik gruplari ve

kolistine direngli olmasidir (Katsaragakis ve ark., 2008).
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2.5 Virulans Faktorleri

Acinetobacter kokenlerinin patojenitesi diisitk olmasina ragmen, gesitli viriilans
faktorleri tanimlanmisgtir:

1. Polisakkarit kapsiil varlig1 (Kaplan ve ark., 1985).

2. Bakterinin insan epitelyal hiicrelerine adezyonunu saglayan fimbrialarin varlig
(Rosenberg ve ark., 1982; Lee ve ark., 2000).

3. Doku lipitlerine zarar veren enzimlerin Uretimi (Bergogne-Berezin ve Towner,
1996).

4. Hiicre duvar lipopolisakkarit igeriginin potansiyel toksik rolii (Bergogne-Berezin
ve Towner, 1996)

Bakterinin, insan viicudunda ¢ogalmak igin gerekli demiri saglama kabiliyeti de
onemli bir viriilans belirleyicisidir ve baz1 Acinetobacter izolatlarinin, aerobactin ve
demir baglayan dis membran reseptdr proteinleri gibi sideroforlar1 {irettigi

gosterilmistir (Echenique ve ark., 1992; Actis ve ark., 1993).

2.6 Acinetobacter baumannii Enfeksiyonlar:

Acinetobacter kokenleri, kullanilan invaziv tam ve tedavi prosediirlerinin ¢oklugu
nedeniyle ozellikle yogun bakim tnitelerinde 6nemli hastane enfeksiyonu etkenleri
olarak karsimiza ¢ikmaktadirlar (Prashanth ve ark., 2006; Falagas ve Karveli, 2007).
Klinik 6rneklerden izole edilen tim Acinetobacter kdkenlerinin % 80’ inden fazlasini
A. calcoaceticus-A. baumannii kompleksi olusturmaktadir (Koneman, 1997).
Acinetobacter enfeksiyonlarin1 kolaylastiran gesitli risk faktorleri tanimlanmistir
(Tablo 2.5.).
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Tablo 2.5. Acinetobacter enfeksiyonlarini kolaylastiran risk faktorleri (D’Agata ve
ark., 2000; Agodil ve ark., 2006; Prashanth ve ark., 2006; Fillaux ve ark., 2006” dan

derlenmistir)

KONAGA AIT FAKTORLER DIGER RISK FAKTORLERI

e ilerlemis yas e Uzun siire YBU’ de kalma

e Malignite e Uzun siire antibiyotik kullanimi
e Yanik e Immiinsupresyon

o Kironik akciger hsataligi e (Cerrahi girisimler

e Iskemik kalp hastalig e Mekanik ventilasyon

e Diabet e Endotrakeal tiip kullanim1

e Prematirite e Trakeostomi agilmasi

e Damar ic¢i katater varligi
e Idrar sondasinin varligi

e Enteral beslenme

2.6.1 Solunum Yolu Enfeksiyonlar:

Hastaneye yatis sirasinda inkiibasyon doneminde olmayan hastalarda, hastaneye
yattiktan en az 48 sonra ortaya ¢ikan pnomoniler hastane kaynakli pndmoni olarak
tamimlanmaktadir (Ferrara, 2006). Pnomoni, Acinetobacter kokenlerinin en sik neden
oldugu hastane kaynakli enfeksiyondur (Koneman,1997; Richards ve ark., 2000;
Prashanth ve ark., 2006).

Acinetobacter kdkenlerinin neden oldugu hastane kaynakli pnomoni siklikla mekanik
ventilasyonun bir komplikasyonu olarak ortaya g¢ikmaktadir. Ventilatorle iliskili
pndmoni, siklikla subglottik bolgede kolonize olan bakterilerin mikroaspirasyonlarla
trakeobrongial agaca ve alt solunum yollarina ulagsmalar1 sonucu olugmaktadir ve %
13-49’unda etken A. baumannii’dir (Crnich ve ark., 2005; Park, 2005; Ferrara,
2006). Ulkemizde yapilan ¢ok merkezli bir ¢alismada yogun bakim Unitelerinde
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ventilatorle iligkili pnodmonilerin %29.2°sinde goriildiikleri ve en sik karsilasilan

etken haline geldikleri tespit edilmistir (Leblebicioglu ve ark., 2007).

2.6.2 Kan Enfeksiyonlari

A. baumannii, tek basima veya polimikrobiyal olarak bakteriyemi yapabilmektedir.
Bakteriyemili hastalarin ¢ogu immin yetmezlikli hastalardir. Bu hastalarda
bakteriyeminin kaynagi siklikla solunum yolu enfeksiyonu olmaktadir. Hastanin
prognozunu genellikle altta yatan hastalik belirlemektedir. Malignensi ve yaniklarda
prognoz oldukca kotl iken, travma hastalarinda daha iyi olmaktadir (Seifert ve ark.,
1993).

2.6.3 Santral Sinir Sistemi Enfeksiyonlari

Sporadik primer menenjit olgulari rapor edilmesine ragmen, Acinetobacter
menenjitinin baskin formu sekonder menenyjittir ve genellikle kafa travmasi sonrasi
veya invaziv norosiriirji girisimlerini takiben ortaya ¢ikmaktadir ( Bergogne-Berezin
ve Towner, 1996; Chen ve ark., 2005). Acinetobacter, beyin omurilik sivisi
(BOS)’nin gram boyamasinda morfolojik olarak Neisseria meningitidis ile
karigabilmektedir (Koneman ve ark., 1997; Gospodarek ve ark., 2000).

2.6.4 Uriner Sistem Enfeksiyonlar
A.baumannii izolatlarinin neden oldugu hastane kaynakli Uriner sistem enfeksiyonlari
seyrektir.  Alt driner sistemde kolonize olmasina ragmen nadir olarak invaziv
olabilir. Bununla birlikte mesane kateteri ve bobrek tagina bagl sistit ve pyelonefrit
rapor edilmistir (Allen ve ark., 2000).

2.6.5 Yumusak Doku Enfeksiyonlar:

Cok nadir olarak dis tedavisi ile ilgili islemler ve agik kalp cerrahisi sonrasinda

gelisen dogal kapak endokarditi bildirilmistir. Klinik olarak diger organizmalarin

19



neden oldugu enfektif endokarditlerden ayrilamamaktadir (Olut ve Erkek, 2005).
Cogu prostetik kapak ile iliskili, az sayida endokardit vakasi bildirimistir (Olut ve
Erkek, 2005).

Yanik initelerinde sik rastlanan bir patojendir ve bu hastalardan izole edilmesi
zordur (Trottier ve ark., 2007). A. baumannii, Irak ve Afganistan’da gorev yapmis
askerlerde atesli silah yaralarinda sik rastlamlmig bir patojendir (Murray, 2006;
Johnson ve ark., 2007; Scott,ve ark., 2007; Whitman, 2007). Yara enfeksiyonunu
takiben Gglincu glinde bakteriyemi gelisebilmektedir (Davis ve ark., 2005). Ek olarak
Aralik 2004’de Asya’da olusan tsunami sonrasinda, kazazedelerde de A.baumannii’

ye bagli yumusak doku enfeksiyonlari goriilmistiir (Gales ve ark., 2006).

2.6.6 Diger Hastaliklar

Acinetobacter kokenleri, géz cerrahisi sonrasi veya kontakt lens kullanimu ile iligkili
olarak endoftalmit veya keratite yol agabilir (Corrigan ve ark., 2001; Kau ve ark.,
2002). Ayrica bu hastaliklara ek olarak ii¢ aylik bir infantta shiga toksin-ureten
Acinetobacter haemolyticus’ un yol actigi bir kanli ishal vakasi rapor edilmistir
(Grotiuz ve ark., 2006).

2.7. Epidemiyolojik ozellikler

2.7.1.insanlarda Tasiyicihg

Acinetobacter kokenleri, saglikli bireylerin en az % 25’inin cildinde (6zellikle
aksilla, kasik ve parmak aralar1 gibi nemli bolgelerde) bakteriyel floranin bir
parcasini olusturmaktadirlar (Bayat ve ark., 2003; Lim ve Webb, 2005; Fillaux ve
ark., 2006). Saglikli yetiskinlerin, solunum sistemi ve agiz boslugunda flora bakterisi
olarak bulunabilirler (Fillaux ve ark., 2006; El Shafiea ve ark., 2004). Yatan
hastalarda, ozellikle salginlar sirasinda, Acinetobacter kolonizasyon orani ¢ok
artmaktadir (Lim ve Webb, 2005). Yogun bakim iinitelerinde yatan hastalarda

solunum sistemi kolonizasyonunun yiksek oranda gorulmesi, tedavi ekipmanlarini
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kontamine ederek ventilasyonla iligkili pndmoni salginlarina yol agmaktadir (Zeana
ve ark., 2003). Salgin donemlerinde cilt kolonizasyonunun da artiyor olmasi, hastane
personelinin ellerini kontamine ederek salginin yayilimi ve slirmesine katkida
bulunmaktadir (Bou ve ark., 2000; Zeana ve ark., 2003; Lim ve Webb, 2005; Crnich
ve ark., 2005). Nadir de olsa, Acinetobacter kokenlerinin sindirim sisteminde

kolonize olmasi da salginlara yol agabilmektedir (Simor ve ark., 2002).

2.7.2. Hastane Kaynakh Enfeksiyonlar

Acinetobacter kokenleri, bakteriyemi, ventilator iligkili pnomoni, iiriner sistem
enfeksiyonlar1 ve yara enfeksiyonlar1 gibi hastane kaynakli enfeksiyonlarin etkeni
olarak gittikge artan oranda rapor edilmektedir (Urban ve ark., 2003). Ayrica bu
bakterilerin yatak carsaflari, perdeler, hasta dosyalari, kap1 kollar1 gibi ortamlarda
uzun siire canli kalabilmelerinin hastane enfeksiyonlari agisindan 6nemli bir risk
faktorii oldugu ileri siiriilmistiir (Wendt ve ark., 1997). Salginlar daha ¢ok yogun
bakim ve yeni dogan ilnitelerinde yatan, mekanik ventilasyonlu hastalari
icermektedir (Villegas ve ark.,, 2003). Yapilan birka¢ c¢aligma Acinetobacter
enfeksiyonlarinin yayilmasimin hava yoluyla oldugunu goéstermistir (Beggs ve ark.,
2006).

2.7.3. Mevsimsel Cesitlilik

Amerikan Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi [Centers for Disease Control and
Prevention, (CDC)] 1974‘den bu vyana hastane kaynakli Acinetobacter
enfeksiyonlarinin yaz mevsiminde diger mevsimlerden ¢ok daha yiiksek oranda
goriildiigiine dikkat c¢ekmektedir. Ayrica, yilin nem oranmin yiiksek oldugu
donemlerinde goze ¢arpan bir sekilde A. baumannii enfeksiyonlarinin daha sik
oranda goriildiigii rapor edilmistir (Chu ve ark, 1999). Acinetobacter salginlari ile

mevsimsel degisimler arasinda baglant1 olmasi ilgi ¢ekicidir (Beggs ve ark., 2006).
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2.8. Tiplendirme Yontemleri

Epidemiyolojik tiplendirme yontemleri, epidemik izolatlarin yayilim kaynagini ve
seklini saptamada onemli olduklarindan, 6zellikle hastane kaynakli enfeksiyonlarin
engellenmesinde stirveyans c¢aligmalarinin  bir parcasi olarak kullanilmalar
onerilmektedir (Agodil ve ark., 2006). Bu amagla ¢esitli fenotipik ve genotipik
tiplendirme yontemleri kullanilmaktadir (Tablo 2.6).

Tiplendirme yontemleri; standardize edilmis, duyarli ve 6zgiil olmali ayrica tekrar
edilebilirligi ve ayrim giicti, yuksek uygulama ve degerlendirmesi kolay olmalidir
(Andrei ve Zervos, 2006).

Fenotipik yontemlerle karsilastirildiginda, molekiiler yontemlerin ayrim giicii daha
ylksektir ve birgok tiire uygulanabilme avantaji saglamaktadir (Andrei ve Zervos,
2006; Singh ve ark., 2006).
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Tablo 2.6: Epidemiyolojik tiplendirme amaciyla kullamlan fenotipik ve genotipik
yontemler (Pfaller, 1999; Bou ve ark., 2000; Foxman ve Riley, 2001; Ayan ve ark.,
2003; Seifert ve ark., 2005; Andrei ve Zervos, 2006; Singh ve ark., 2006)’ dan

derlenmistir.

FENOTIPIK YONTEMLER

Antibiyotiplendirnye
Serotiplendirme

Bryotiplendirme

Bak!criof:!j :iplcudi.nu:

Bakterryosin tiplendirme

Multilokus enzim elektroforezi

Hileresel proteinlerin poliakrilamid jel elektroforez:
Innmnoblot fingerprinting

MOLEKULER YONTEMLER

I. Niikleik asit temelli vénremler

s “"Plasmid preﬁlelf”

* "Restriction fragment length polymorphism (RFLP)*
“Pulsed field gel electrophoresis (PFGE) '
Segmented BNA gel electrophoresis
“Ribosomal BMNA gel electrophoresis®
shMultilocus sequence typing (MLST)

I1. P@R temelli vontemler
&  Hedefi bilinen tekrarlavan sekanslar
o+ Enterobactenal Repetitive Intergenic Consensus Sequences (ERIC Jir
o Repetitive Extragenic Palindromic Sequences (REP) «
' Double Repetitive Element (DRE)
" insertional Sequence (I1S)"
 Polymorphie Guamne ' Cytasine-Rich Repetitive Sequences (PGRS) »
L ”Raudmull.' amplified polymorphic DNA (RAPD), i
s " Arbitrary Pnmed PCR. (AP-PCR))
s s Amplified fragment length polymorphism (AFLP) «

2.8.1. Fenotipik Yontemler

Bugiine kadar bilinen patojen bakterilerin ¢ogu tanimlanmis ve bunlarin tanisinda
anahtar olabilecek fenotipik 6zellikler belirlenmistir. Fenotipik yontemler genetik
ozellikleri yansitir ve genellikle olduk¢a Ozguldir. Belirli bir fenotip bir patojen
kokende ender olarak bulunuyorsa, bu fenotip tek basina kdkenin yayilma yolu
hakkinda fikir verebilir. Ancak, her zaman gorilebilen fenotipik 6zelliklere sahip

kokenler s6z konusu oldugunda, ek olarak alt tiplendirme yapilmalidir.
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Fenotipik yontemlerin duyarliligini azaltan ¢esitli nedenler vardir (Derbentli, 2002).
Bunlar;

1-Cevresel secici baskilardan etkilenme,

2-Antijen yapisiin degisken olmasi,

3-Direng modellerinin antibiyotik tedavisinden giiclii bir sekilde etkilenmesi,
4-Fenotipik 0zelliklerin her zaman eksprese olmayan genlerde kodlanabilmesi,
5-Ticari olarak bulunmayan baz1 ayiraglarin gereksinimi,

6-Bir tiir icindeki her bir kdkeni ayirdetmeye yeterli farkliliklarin bulunmamasi

olarak sayilabilir.

2.8.2.Molekdiler Yontemler

Plazmid profili, ribotipleme, kromozomal DNA’nin PFGE ile analizi ve daha genis
kapsamli uygulanabilen molekiiler biyolojik ¢ogaltma temelli ydntemler A.
baumannii izolatlarm1 karakterize etmek i¢in kullanilan farkli genotipik

yontemlerdir. Bugiin i¢in kullanilan altin standart yontem PFGE’ dir.

2.8.2.1. Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE)

Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) ilk kez 1983 yilinda tarif edilmis ve kisa bir
stirede molekiiler epidemiyolojik analizler arasinda "altin standart" haline gelmistir
(Tenover ve ark., 1995). Bakteriyel kromozom megabaz buyikliginde bir
molekdldir. Geleneksel elektroforez teknikleri 50 kb tGzerindeki DNA molekullerinin
jel icerisindeki elektroforetik goglne izin vermemektedir (Gardiner, 1991).
Kromozomal DNA’yt az siklikla kesen, dolayisiyla geleneksel agaroz jel
elektroforezi ile degerlendirilemeyecek kadar biiyiik DNA pargalart olusturan
restriksiyon enzimlerinin (RE) tanimlanmasi, alternatif metodlara gereksinim
dogurmustur (Goring ve ark., 2006). Bu nedenle c¢esitli elektroforetik teknikler

tanimlanmigtir.

PFGE yonteminde intakt DNA gereklidir ancak, geleneksel DNA izolasyon
yontemleri DNA'da kirilmalara yol agmaktadir (Kudaka ve ark., 2006). Bu problemi
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¢cozmek ve intakt DNA elde etmek amaciyla kullanilan yontemde bakteriler diisiik
erime sicakligina sahip agaroz ile karigtirilir (Sambrook ve ark., 1989). DNA
miktarinin goézlenemeyecek kadar az veya "smearing" ve distorsiyona neden olacak
kadar fazla olmamasi i¢in hiicre konsantrasyonu belli degerler arasinda [1x10°-
5x10° CFU/mI (610 nm de yaklasik 0.5-1 absorbans araliginda)] olmalidir (Goring
ve ark., 2006). Agaroz kalib1 hazirlandiktan sonra bakteri hiicre duvarlari, enzim ve
deterjanlarin yardimiyla parcalanir. Bu amacla stafilokoklar, streptokoklar ve
enterokoklar gibi gram pozitif bakteriler i¢in rutin olarak kullanilan enzimler lizozim,
lizostafin ve mutanolizindir. Gram negatif mikroorganizmalarin par¢alanmasinda ise
proteinaz-K/deterjan karigimi kullanilmaktadir (Goring ve ark., 2006). Proteinlerin
pargalanmasi isleminden sonra agaroz kalib1 50-55°C’de distile su ve TE [10mM
Tris, 1mM EDTA (pH 7.5)] soliisyonu ile yikanir. Boylece protein ve karbonhidrat
gibi kontaminantlarin uzaklastirilmasi1 saglanir. Hazirlanan agaroz kaliplar1 TE
tamponu igerisinde 4°C'de aylarca saklanabilmektedir. Agaroz icerisinde saf ve bir
batun halinde kalan kromozomal DNA, bir restriksiyon enzimi kullanilarak kesilir.
Bakteriler arasindaki epidemiyolojik iligskinin degerlendirilebilmesi icin DNA kabul
edilebilir bir sayr (10'dan az 25-30'dan fazla olmamali) ve biiyiikliikte kesilmelidir
(Tenover ve ark., 1995). Bakteri kromozomunun G+C igerigi, kromozom (zerindeki
restriksiyon enzim kesim noktalarinin dagilimini etkileyerek olusacak DNA
bantlarinin say1 ve biiyiikliigiini belirler (Sambrook ve ark., 1989). GC’den zengin
bakteriyel genomda AT igeren, AT’ den zengin bakteriyel genomda ise GC igeren
tamma bolgeleri daha az siklikla bulunmaktadir. Bu nedenle Xbal, Spel gibi AT
iceren kesim noktalarin1 taniyan enzimler GC'den zengin bakterilerin
kromozomlarini, Smal gibi GC igeren kesim bdlgelerini taniyan enzimler ise
AT’den zengin bakterilerin kromozomlarini daha az siklikta kesmektedir (Sambrook
ve ark., 1989; Goring ve ark., 2006). Kesme isleminden sonra agaroz dilimi,
hazirlanan jelin kuyucuklarma konulur ve jelle daha iyi temas saglamasi igin
kuyucukta kalan bolgeler erimis agaroz ile kaplanir. Ya da agaroz dilimleri tarak
digine yerlestirildikten sonra, ¢evresine jel dokiilebilir. Boylece daha siki bir iligki
saglanarak, agaroz dilimlerinin kirilma riski en aza indirilir, dolayisiyla daha keskin
bant paternleri elde edilebilir. Hazirlanan elektroforez jeli, belirli araliklarla yoni

degistirilen elektrik akimi saglayan elektroforez diizenegine konularak 10-2000 kb
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uzunlugundaki DNA pargalarinin ayrimi saglanir. Elektroforez igleminden sonra jel
etidyum bromdrle boyanarak, bant profilleri goriinur hale getirilmektedir (Goring ve

ark., 2006). PFGE’ nin yapilis asamalar1 sekil 2.1.’de 6zetlenmistir.

1. Bakterileri iceren agarus kaliby hazaria nor,

T

==l

L kA TR e e

aklen suspansigene Tane e b sor nhalms
DFl agarar-2.1 S5 ils barw el s il AniF 18
o ETANOE- el - e FarigiErla AT Eadiing oIagritidii

=
-

AN i kama ileprotein ve krbonhidrar gibi bondaom ina ndlas wza klastiraloe.
2.1 A Bin HE kullamifaral baesilier.

-
-

2 Elekiyve farer islemi wyvg ulamn-.

¥iaksek erime il agaroT

1k ablears yerles it

L Etidvum hromiivks ho yanarak ince lenir,

Sekil 2.1. PFGE yapilis asamalar1 [Durmaz B, Durmaz R. Pulsed Field Gel
Electrophoresis, s.161-168, Durmaz R. (ed) Uygulamali Molekiiler Mikrobiyoloji.
Nobel Tip Kitabevi, Capa, Istanbul]

26



2.8.2.2. Restriksiyon Profillerinin Analizi

Ilk yapilmas: gereken PFGE’deki ortak bant paternlerinin belirlenmesidir. Salgin
izolatinin profili diger izolatlarin bantlarinin sayr ve buyiklikleri ile karsilastirilir.
(Andrei ve Zervos, 2006). Bakteri kromozomunda nokta mutasyon, insersiyon ve
delesyon gibi genetik olaylarla ortaya ¢ikan tek bir genetik degisiklik ¢ok anlamli bir
epidemiyolojik degisim yaratmamaktadir. Tenover ve ark. (1995) PFGE sonuglarinin
yorumlanmasi sirasinda karsilagilan bu gibi problemleri ¢6zmek amaciyla bir sistem
onermislerdir (Tablo 2.7). Bu sistemde bant paternlerindeki bant sayisi farkina

bakilarak, izolatlarin epidemiyolojik iliskileri degerlendirilmektedir.

Tablo 2.7: PFGE profillerini yorumlama kriterleri (Tenover ve ark., 1995)

Avm 0 0 Izolat salgimn bir parcasy
T Izolat salginla yakmdan
2-3/1-
Yakm ilighali 1 1-3/1-3 iliskili
Olas iliskili 2 4-6 Izolat salgmla olas1 iliskili
[liskisiz >3 >7 Izolat salgmla iliskisiz

2.8.2.3. Genetik Degisikliklerin PFGE Profillerine Etkisi

Genetik degisikliklerin PFGE profilleri tizerindeki etkisi Tablo 2.8. ve Sekil 2.2° de

Ozetlenmisgtir.
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Tablo 2.8. Genetik degisikliklerin PFGE profilleri tizerindeki etkisi (Tenover ve ark.,
1995)

Biiviik bir DNA parcas: iki kiigiik parcaya ayrilir.

Bir biiviik bant kaybolurken iki veni kiiciik bant olugur.

Bant paterninde Gi¢ banthk bir degisiklik meydana gelir.

Tkt DNA parcas: ayrilamaz ve daha biiyiik veni bir bant

Nokfa nutasyon nedeniyle olusur.

Bir kesim noktas: kayvbohirsa Bu smrada iki bant kaybolur

Bant paterninde iic banthk bir degisiklik mevdana gelir.
. S Bant sayis: degismez.

gﬁfﬂﬁﬁ?ﬁf}fgﬁﬁ; 1?;:’”1?&}'3 Bir DNA pa:g,-gasi buyudnginden bir band yer degistirir.

5 u Bant paterninde iki bantlik bir defisiklik mevdana gelir.

Bant sayisi dedismez.

Eesim noktasi disindaki bir Bir DNA parcasiun kiicildiigiinden bir bant ver

bélgeden DNA delesyvomu oldugunda | degistinir.

Bant paterninde iki bantlik bir degisiklik mevdana gelir.

\ I q
o e il T
+
o
5 ': oL il

Nokta nmutasvon nedeniyle
Yeni bir kesim noktas: olusursa

—
1
|
i
1
!
|

Ia

Sekil 2.2. Genetik degisikliklerin PFGE profilleri tizerindeki etkisi: A, yeni bir
restriksiyon bolgesinin eklenmesi; B, bir restriksiyon bolgesinin kaybolmasi; C, bir
parcanin igine DNA insersiyonu; D, bir par¢adan DNA'nin delesyonu (+, kazanilan
bant; @, kaybedilen bant) (Tenover ve ark., 1995)
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2.8.2.4. Epidemiyolojik Yorum

2.8.2.4.1. Aym Izolat

PFGE’de say1 ve buyiklikleri ayn1 bant paterni sergileyen bakterilerin genetik
olarak ayn1 ve epidemiyolojik olarak iligkili olduklar1 kabul edilir. Tek bant farklilig
gosteren izolatlarin da klonal olarak iligkili olduklar1 gosterilmistir (Tenover ve ark.,
1995; Andrei ve Zervos, 2006).

2.8.2.4.2. Yakin lliskili izolat

Tek bir nokta mutasyon, insersiyon veya delesyon olugsmasi nedeniyle aralarinda 2-3
bant farki olusan izolatlar yakin iligkili olarak degerlendirilmekte ve epidemiyolojik
olarak salgmin bir pargasi olduklar1 kabul edilmektedir (Tenover ve ark., 1995;
Andrei ve Zervos, 2006; Singh ve ark., 2006).

2.8.2.4.3. Muhtemel Iliskili zolat

Insersiyon veya delesyon ile restriksiyon bolgelerinin kazanimi veya kayb1 gibi iki
bagimsiz genetik degisiklik meydana geldiginde aralarinda 4-6 bant farki olan
izolatlar olusur. Cok sayida hastanin kullanildigi ve 3-6 aydan uzun bir sireyi
kapsayan calismalarda siklikla gozlenir (Tenover ve ark, 1995). Bu tiir izolatlar
muhtemel iligkili izolatlar olarak degerlendirilir. Ancak genetik olarak yakindan
iliskili olmadiklarindan epidemiyolojik olarak iligkili olma olasiliklar1 daha diisiiktiir

(Tenover ve ark., 1995).
2.8.2.4.4. Tliskisiz Izolat
DNA’sinda meydana gelen u¢ ya da daha fazla genetik degisiklikten dolay1 yedi ya
da daha fazla bant farki sergileyen bakteriler epidemiyolojik olarak iliskisiz izolatlar

olarak kabul edilir (Tenover ve ark., 1995; Andrei ve Zervos, 2006; Singh ve ark.,
2006).
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2.8.2.5. Sonuclarin Rapor Edilmesi

Salgin izolatlarina ait oldugu diistiniilen DNA restriksiyon profilleri tip A, yakin ya
da muhtemel iliskili profiller tip A1, tip A2, iliskisiz profil sergileyenler ise tip B, tip
C ... olarak isimlendirilir ve rapor edilir (Tenover ve ark., 1995; Goering ve
Tenover; 1997).

2.9. Tedavi Stratejileri

Acinetobacter kaynakli hastane enfeksiyonlari antibiyotik tedavisi ve destekleyici
bakim gerektirmektedir. Genellikle ikili parenteral antimikrobiyal kullanilmaktadir.
Tedavide ilk tercihi karbapenemler olusturmaktadir. Kinolon ile birlikte amikasin,
imipenem ya da seftazidim kombinasyonlari da tercih edilmektedir. Ampisilin
sulbaktam, sefoperazon sulbaktam, sulbaktam, kolistin bunlara alternatif secenekler
olusturmaktadir. ~ Sulbaktam ile  azitromisin, rifampin  kombinasyonlar
denenmektedir.  Kolistin  ¢oklu direncli A. baumannii enfeksiyonlarinda
kullanilabilecek bir segenek olarak goriilmektedir. Polimiksin B ile kotrimoksazol,

azitromisin ve rifampin kombinasyonlar1 da denenmektedir.

Diger bir¢ok firsatg1 gram negatif basilde oldugu gibi, artan antibiyotik direnci,
Acinetobacter tirleri ile olusan hastaneeinfeksiyonlarmin  tedavisini  de
engellemektedir. A. baumannii antibiyotiklere en sik direng gelistiren tlrddr ve bazi

merkezlerde aminoglikozid direnci % 80 lere varmaktadir.

A. baumannii  kanakli enfeksiyonlarmmn tedavisi oncelikle in-vitro antibiyotik
duyarlilik testlerine gore yapilmalidir. MIK saptanmasinda sivi mikrodiliisyon ve
agar dilisyon yontemleri uygulanmasi ve elde edilen degerlerin bunlarin daha
onceden saptanmig smir degerleri ile karsilagtirilmasi altin  standarttir.
Antimikrobiyallere bakteriyel direng mekanizmalar1 ve klinik cevaplart konusunda
simdiki bilgilerimizin yetersizligi, var olan sinir degerlerinde uzlasma saglanmasini
gliclestirmektedir (Kahlmeter ve ark., 2006). A. baumannii klinik izolatlarina

tigesiklinin in-vitro aktivitesi miikemmeldir. Yeni bir karbapenem olan doripenem de
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A. baumannii klinik izolatlarina kars1 etkilidir ancak blaOXA-23 veya blaIMP-4
veya MBL ureten izolatlara etkili degildir (Mushtaq ve ark., 2004).

2.9.1. Kombinasyon Tedavisi

Monoterapiye oranla kombinasyon tedavileri, sinerjik etki olusturmamn yaninda
direng gelisimini de onlemektedirler. In-vitro antibiyotik duyarlilik testlerinde,
sulbaktamin, aminoglikozid, rifampin veya azitromisinle kombine edilmesi,
imipenem duyarli izolatlarin tedavisinde sinerjik etki olusturmaktadir (Appleman ve
ark., 2000). Ya polimiksin B + imipenem, imipenem + rifampin ya da polimiksin B +
imipenem + rifampin kombinasyonlari, imipenem direncli A.baumannii izolatlarinda
sinerjistiktir (E test ile MBL negatif olanlar) (Wareham ve Bean, 2006). Imipenem
veya meropenem, ampisilin/sulbaktam ile kombine edildiginde karbapenem direngli
izolatlarda ve hatta bir ¢aliysmada gOsterilen MBL Ureten izolatta da aktiftir (Choi ve
ark., 2004). Unutmamak gerekir ki, in-vitro testler her zaman antibiyotik tedavisinin
basar1 tahmininde kilavuz olmamaktadir. Hayvan modelleri ve klinik deneyimlerle
kombine edilmesi gerekmektedir. Perez ve arkadaslarmin (2007) Gnerilerine gore,
imipenem veya ampisilin/sulbaktam duyarli Acinetobacter enfeksiyonlarinin
tedavisinde, Oncelikle ampisilin/sulbaktam veya karbapenem (imipenem veya
meropenem) ile monoterapi yeterlidir. Karbapenem direncinden kuskulanildiginda
ise intravendz kolistin ile rifampin ve imipenem kombinasyonu Onerilmektedir
(Yoon ve ark., 2004; Perez ve ark., 2007;). Bu Oneri, E test ile MBL yoklugu
gosterildiginde gegerlidir (Yoon ve ark., 2004). MBL varliginda ise kolistin ve
rifampin kombinasyonu, ventilator iliskili pndmoni varsa beraberinde nebiilize

kolistin uygulamasi 6nerilmektedir (Gales ve ark., 2001).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Cahisma Akisi

1) Mikrobiyoloji laboratuvarina gelen klinik drneklerden, otomatize sistemler ve
standart mikrobiyolojik yontemlerle bakteri tanimlanmasi1 ve antibiyotik duyarlilik
testlerinin yapilmasi

2) Multipleks PZR ile OXA-23, 24, 51, 58 genlerine, integron PZR ile integron
tasiyiciligima ve 0zgul primerler ile bla_NDM-1, bla_IMP, bla_SIM, bla_VIM,
bla_PER-1 genlerine bakilmasi

3) Kokenlerin genotiplemesi igin “’Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE)
uygulanmasi

4) Sonuglarin hasta verileri ile birlikte yorumlanmasi

3.2. Bakteri Tanimlanmasi ve Antibiyotik Duyarlihk Testleri

Ibn-i Sina Hastanesi’nde Nisan 2010-Aralik 2011 tarihleri arasinda, servislerde
yatan hastalarin, Merkez Bakteriyoloji laboratuvarina gonderilen cesitli kaltur
orneklerinde A. baumannii veya A. baumannii - A. calcoaceticus kompleks olarak
Uremis olan 201 izolat ¢aligmaya alindi. Acinetobacter tayini ve antibiyotik duyarlilik
calismalar1 standart mikrobiyolojik yontemlerle, Vitek 2 (bioMérieux, France) ve
Phoenix BD (Becton Dickinson, ABD) cihazi ile yapildi. 56 Ornege Vitek 2, 145
ornege Phoenix sistemi ile tan1 konuldu. Antimikrobiyallerin MIK degerleri, CLSI
kriterlerine (2010) uygun olarak her bir otomatize sistemin kendi Olgebildigi
araliklarda belirlendi. A. baumannii veya A. baumannii - A. calcoaceticus kompleks
olarak tanimlanan saf kiiltiir 6rnekleri %4 gliserinli buyyonda stoklandi, PZR ve
PFGE ¢alismalar1 i¢in kanl agara pasajlari yapilip bir giin 37° C’de etuvde inkiibe
edildi.
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3.3. PZR yontemi

3.3.1. Kalip DNA Eldesi

DNA eldesi, 100 pl distile su iceren mikrosantrifij tiiplerinde 3-4 koloni bakteri
orneginin kanli agar plaklarindan alinip suspanse edilip 2-3 dakika vortekslenerek
hiicre duvarlarinin mekanik ydntemle par¢alanmasi yoluyla yapildi. Ornekler 10000
Xg‘de 5 dakika santrifij edildi, siipernatan alinip, pellet kisimlar1 atildi. PZR

deneyleri i¢in stipernatan kullanildi.

3.3.1.1. Sarf Malzemeleri

Steril 1,5 mI’lik mikrosantrifuj tupleri (ORANGE SCIENTIFIC, Belgika)
Steril filtreli pipet uglar1 10 ul, 20 pl, 200 ul, 1000 pul (RATIOLAB, Almanya)
Lateks muayene eldiveni (DOLPHIN, Turkiye)

Kanli agar (PLASMATEC, Ingiltere)
Otomatik pipetler (EPPENDORF, Almanya)

3.3.1.2. Araglar

Santrifuj (EPPENDORF, Almanya)
Vorteks (HVD, Avusturya)
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3.3.1.3. Kullanilan Primerler

Tablo 3.1.: PZR analizinde kullanilan primer dizileri ve elde edilen amplikon

biyukltkleri
PZR
. - uardnindn
Gen Primer Dizisi et e Kaynak
biyiikliigii
(bp)
oxAsL | @5 TAATGC TTT GAT CGG CCT TG3' 253 Woodford ve ark.
b-5" TGG ATT GCA CTT CAT CTT GG-3’ 2006
OxA.23 | @5'GAT CGG ATT GGA GAA CCAGAS’ s01 WOOdfz%rdﬁve ak
b-5’ATT TCT GAC CGC ATT TCC AT-3’ 0
OXA4 | @5 GGT TAG TTG GCC CCC TTAAA 3’ " wgodzogdﬁve ark.
b-5’AGT TGA GCG AAA AGG GGA TT 3" 0
OxA5g | @5"AAG TAT TGG GGC TTG TGC TG’ 500 Woodford ve ark.
b-5" CCC CTC TGC GCT CTA CAT AC-3’ 2006
cs a-5" GGC ATC CAA GCAGCA AG ¥ 2000-2500 Koelengg i/e ark.,
b-5" AAG CAG ACT TGA CCT GA 3’
NDM-1 | @ 5’'GGTTTG GCG ATC TGG TTT TC 3’ 621 Nordmann ve ark.
b-5'CGG AAT GGC TCA TCA CGA TC 3’ 2011
5'ATG AAT GTC ATT ATA AAA GC3’ Poirel ve ark.
PER-1 | 2~ 925 1999; Naas ve ark.
b-5" AAT TTG GGC TTA GGG CAG AA 3’ 2006
, , Mendes ve ark.
Mp | #5'GAATAG AAT GGC TTA ACT CTC3 188 2007: Mostachio
b-5" CCA AAC CAC TAG GTT ATC 3’ ve ark. 2009
5" GTT TGG TCG CAT A ' Mendes ve ark.
viM | @ GG TCG TC GCAACS 382 2007; Mostachio
b-5" AAT GCG CAG CAC CAG GAT AG3’ ve ark. 2009
, , Mendes ve ark.
siM | 2@"5'GTACAA GGG ATT CGG CAT CG 3 569 2007: Mostachio

b-5" TGG CCT GTT CCCATG TGAG 3’

ve ark. 2009
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3.3.2. Multipleks PZR ile OXA Genlerinin Arastirilmasi

PZR protokolu Master mix N
dH,O _ xN
Tampon 10X (NH,),SO4xN
dNTP 200 pMxN
MgCl, 1,5 mMxN
OXA-23 primer . 12,5 pmolxN
OXA-24 primer 12,5 pmolxN
OXA-51 primer . 12,5 pmolxN
OXA-58 primer 12,5 pmolxN
Taq polimeraz 2,5 UxN
DNA 1 PLxN

TV (total volum) = 25 pIxN

PZR programi

Baslangi¢ denatiirasyonu 94 °C’ de 5 dakika

Denatiirasyon agamasi 94 °C’de 25 saniye

Primer yapigsmasi (anneling) 52 °C’de 40 saniye 30 déngii

Sentez (uzama) asamasi 72 °C’de 50 saniye

Son uzama 72 °C’de 6 dakika

PZR iiriiniiniin agaroz jel elektroforezinde saptanmasi

Bu amagla 1 pl PZR drdnd, 2 pl yikleme solsyonu ile siispanse edilerek, 0,5X TBE
tampon ile hazirlanan % 1°lik agarozda, 1 saat 100 Volt elektrik akimina tabi tutulup
jel elektroforezi yapildiktan sonra, 312 nm’de UV transilluminator ile

degerlendirilmis ve goriintiilenmistir.
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3.3.2.1. Sarf Malzemeleri

Steril 1,5 mI’lik mikrosantrifuj tupleri (ORANGE SCIENTIFIC, Belgika)
Steril PZR tupii 0,2 ml (ORANGE SCIENTIFIC, Belgika)

Otomatik pipetler (EPPENDORF, Almanya)

Steril filtreli pipet uglar1 10 ul, 20 pl, 200 pl, 1000 pl (RATIOLAB, Almanya)
Lateks muayene eldiveni (DOLPHIN, Turkiye)

3.3.2.2. Kimyasal Malzemeler

Tag DNA Polimeraz (FERMENTAS, Litvanya)

10X PZR Buffer (FERMENTAS, Litvanya)

10 mM MgCl, (FERMENTAS, Litvanya)

dNTP Karisimi1 (FERMENTAS, Litvanya)

OXA-23, OXA-24, OXA-51, OXA-58 primerleri (THERMO, Almanya)
Molekdiler grade agaroz (VIVANTIS, Malezya)

Etidyum bromiir (APPLICHEM, Almanya)

1X Loading Dye Solution (FERMENTAS, Litvanya)

GeneRuler 50 bp DNA Ladder, ready-to-use, 50-1000 bp (THERMO, Almanya)

3.3.2.3. Araglar

Santrifuj (EPPENDORF, Almanya)

Vorteks (HVD, Avusturya)

Termal dongi cihazi (TECHNE, Ingiltere)

Hassas terazi (METTLER- TOLEDO, isvigre)

Mikrodalga firin (VESTEL, Tiirkiye)

Elektroforez tanki (SUNRISE, USA)

Elektroforez gug¢ kaynagi (BIO-RAD, USA)

UV transilliminator (VILBER -LOURMAT TFX-20.M (ETX-20 M), Fransa)
Fotograf makinesi (CANON POWER SHOT G5, Kanada)
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3.3.3. PZR Yoéntemi ile Integron Tasiyicihginin Arastirilmasi

PZR protokoll Master mix N
dH.O _ xN
Tampon 10X (NH,),SO4xN
dNTP 2,5 UMxN
MgCl, 1,5 mMxN
5’CS primer 12,5 pmolxN
3’CS primer 12,5 pmolxN
Taq polimeraz 2,5 UxN
DNA 3 pLxN

TV =25 pIxN

PZR programi

Baslangi¢ denatiirasyonu 94 °C’ de 12 dakika

Denatiirasyon asamasi

Primer yapigsmasi (anneling) 55 °C’de 30 saniye (30 déngu

Sentez (uzama) asamasi 72 °C’de 2 dakika

Son uzama 72 °C’de 7 dakika

PZR iiriiniiniin agaroz jel elektroforezinde saptanmasi

Bu amagla 5 pl PZR drdnu, 2 pl yikleme solisyonu ile stispanse edilerek, 0,5X TBE
tampon ile hazirlanan % 0,7’ lik agarozda, 1 saat 100 Volt elektrik akimina tabi
tutulup jel elektroforezi yapildiktan sonra, 312 nm’ de UV transilluminator ile

degerlendirilmis ve goriintiilenmistir.

37



3.3.3.1. Sarf Malzemeleri

Steril 1,5 mI’lik mikrosantrifuj tupleri (ORANGE SCIENTIFIC, Belgika)
Steril PZR tupi 0,2 ml (ORANGE SCIENTIFIC, Belgika)

Otomatik pipetler (EPPENDORF, Almanya)

Steril filtreli pipet uglar1 10 ul, 20 pl, 200 ul, 1000 ul (RATIOLAB, Almanya)
Lateks muayene eldiveni (DOLPHIN, Turkiye)

3.3.3.2. Kimyasal Malzemeler

Tag DNA Polimeraz (FERMENTAS, Litvanya)

10X PZR Buffer (FERMENTAS, Litvanya)

10 mM MgCl, (FERMENTAS, Litvanya)

dNTP Karisimi1 (FERMENTAS, Litvanya)

CS primerleri (THERMO, Almanya)

Molekdiler grade agaroz (VIVANTIS, Malezya)

Etidyum bromiir (APPLICHEM, Almanya)

1X Loading Dye Solution (FERMENTAS, Litvanya)

GeneRuler 1 kb DNA Ladder, ready-to-use, 250-10,000 bp (THERMO, Almanya)

3.3.3.3. Araglar

Santrifuj (EPPENDORF, Almanya)

Vorteks (HVD, Avusturya)

Termal dongi cihazi (TECHNE, ingiltere)

Hassas terazi (METTLER- TOLEDO, isvigre)

Mikrodalga firin (VESTEL, Tiirkiye)

Elektroforez tanki1 (SUNRISE, USA)

Elektroforez gug kaynagi (BIO-RAD, USA)

UV transilliminator (VILBER -LOURMAT TFX-20.M (ETX-20 M), Fransa)
Fotograf makinesi (CANON POWER SHOT G5, Kanada)
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3.3.4. PZR Yontemi ile bla_NDM-1 gen Tasiyicihiginin Arastirilmasi

PZR protokoll Master mix N
dH.O _ xN
Tampon 10X (NH,),SO4xN
dNTP 2,5 UMxN
MgCl, 1,5 mMxN
NDM-1 F primer 12,5 pmolxN
NDM-1 R primer 12,5 pmolxN
Taq polimeraz 2,5 UxN
DNA 2 HLxN

TV =50 pIxN

PZR programi

Baglangig denatlirasyonu, . ............ccccuercerenmercerescesssnearenenns 94 °C’ de 10 dakika

94 °C’de 30 saniye
53 °C’de 40 saniye p 36 dongil

Denatiirasyon asamasi

Primer yapismasi (anneling)

Sentez (uzama) asamasi 72 °C’de 50 saniye

Son uzama 72 °C’de 5 dakika

PZR iiriiniiniin agaroz jel elektroforezinde saptanmasi

Bu amagla, 7 pl PZR rund, 2 pl yukleme solisyonu ile stspanse edilerek, 0,5X
TBE tampon ile hazirlanan % 2’lik agarozda, 2 saat 100 Volt elektrik akimina tabi
tutulup jel elektroforezi yapildiktan sonra, 312 nm’de UV transilluminator ile

degerlendirilmis ve goriintiilenmistir.
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3.3.4.1. Sarf Malzemeleri

Steril 1,5 mI’lik mikrosantrifuj tupleri (ORANGE SCIENTIFIC, Belgika)
Steril PZR tupi 0,2 ml (ORANGE SCIENTIFIC, Belgika)

Otomatik pipetler (EPPENDORF, Almanya)

Steril filtreli pipet uglar1 10 ul, 20 pl, 200 ul, 1000 ul (RATIOLAB, Almanya)
Lateks muayene eldiveni (DOLPHIN, Turkiye)

3.3.4.2. Kimyasal Malzemeler

Tag DNA Polimeraz (FERMENTAS, Litvanya)

10X PZR Buffer (FERMENTAS, Litvanya)

10 mM MgCl, (FERMENTAS, Litvanya)

dNTP Karisimi1 (FERMENTAS, Litvanya)

NDM-1 primerleri (THERMO, Almanya)

Molekdiler grade agaroz (VIVANTIS, Malezya)

Etidyum bromiir (APPLICHEM, Almanya)

1X Loading Dye Solution (FERMENTAS, Litvanya)

GeneRuler 50 bp DNA Ladder, ready-to-use, 50-1000 bp (THERMO, Almanya)

3.3.4.3. Araglar

Santrifuj (EPPENDORF, Almanya)

Vorteks (HVD, Avusturya)

Termal dongi cihazi (TECHNE, ingiltere)

Hassas terazi (METTLER- TOLEDO, isvigre)

Mikrodalga firin (VESTEL, Tiirkiye)

Elektroforez tanki1 (SUNRISE, USA)

Elektroforez gug kaynagi (BIO-RAD, USA)

UV transilliminator (VILBER -LOURMAT TFX-20.M (ETX-20 M), Fransa)
Fotograf makinesi (CANON POWER SHOT G5, Kanada)
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3.3.5. PZR yontemi ile bla_PER-1 gen Tasiyicihiginin Arastirilmasi

PZR protokoll Master mix N
dH.O _ xN
Tampon 10X (NH,),SO4xN
dNTP 2,5 UMxN
MgCl, 1,5 mMxN
PER-1 F primer 12,5 pmolxN
PER-1 R primer 12,5 pmolxN
Taq polimeraz 2,5 UxN
DNA 2 HLxN

TV =50 pIxN

PZR programi

Baslangig denatlirasyonu, .. ._._.......ccccceermrereeammemrerecacsanenes 94°C’ de 10 dakika
Denatlirasyon a$amasl — .......cceeeeeesesssanas 94 °C’de 1 dakika

Primer yapismasi (anneling) ... .. 55 °C’de 1 dakika 35 déngil
Sentez (uzama) asamast_____ ... 72 °C’de 4 dakika

Son uzama 72 °C’de 10 dakika

PZR iiriiniiniin agaroz jel elektroforezinde saptanmasi

Bu amagla, 7 pl PZR rund, 2 pl yukleme solisyonu ile stspanse edilerek, 0,5X
TBE tampon ile hazirlanan % 2’lik agarozda, 2 saat 100 Volt elektrik akimina tabi
tutulup jel elektroforezi yapildiktan sonra, 312 nm’de UV transilluminator ile

degerlendirilmis ve goriintiilenmistir.
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3.3.5.1. Sarf Malzemeleri

Steril 1,5 mI’lik mikrosantrifuj tupleri (ORANGE SCIENTIFIC, Belgika)
Steril PZR tupi 0,2 ml (ORANGE SCIENTIFIC, Belgika)

Otomatik pipetler (EPPENDORF, Almanya)

Steril filtreli pipet uglar1 10 ul, 20 pl, 200 ul, 1000 ul (RATIOLAB, Almanya)
Lateks muayene eldiveni (DOLPHIN, Turkiye)

3.3.5.2. Kimyasal Malzemeler

Tag DNA Polimeraz (FERMENTAS, Litvanya)

10X PZR Buffer (FERMENTAS, Litvanya)

10 mM MgCl, (FERMENTAS, Litvanya)

dNTP Karisimi1 (FERMENTAS, Litvanya)

PER-1 primerleri (THERMO, Almanya)

Molekdiler grade agaroz (VIVANTIS, Malezya)

Etidyum bromiir (APPLICHEM, Almanya)

1X Loading Dye Solution (FERMENTAS, Litvanya)

GeneRuler 50 bp DNA Ladder, ready-to-use, 50-1000 bp (THERMO, Almanya)

3.3.5.3. Araglar

Santrifuj (EPPENDORF, Almanya)

Vorteks (HVD, Avusturya)

Termal dongi cihazi (TECHNE, Ingiltere)

Hassas terazi (METTLER- TOLEDO, isvigre)

Mikrodalga firin (VESTEL, Tiirkiye)

Elektroforez tanki1 (SUNRISE, USA)

Elektroforez gug kaynagi (BIO-RAD, USA)

UV transilliminator (VILBER -LOURMAT TFX-20.M (ETX-20 M), Fransa)
Fotograf makinesi (CANON POWER SHOT G5, Kanada)
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3.3.6. PZR yontemi ile bla_IMP gen Tasiyicihiginin Arastirilmasi

PZR protokoll Master mix (Rv1273c) N
dH.O _ xN
Tampon 10X (NH,),SO4xN
dNTP 2,5 UMxN
MgCl, 1,5 mMxN
IMP F primer 12,5 pmolxN
IMP R primer 12,5 pmolxN
Taq polimeraz 2,5 UxN
DNA 2 HLxN
TV =50 pIxN

PZR programi

Baslangi¢ denatiirasyonu 94 °C’ de 5 dakika

Denatiirasyon agamasi 94 °C’de 25 saniye

Primer yapigsmasi (anneling) 35 °C’de 40 saniye { 33 dongu

............................... 72 °C’de 50 saniye
Son uzama 72 °C’de 6 dakika

Sentez (uzama) agamasi

PZR iiriiniiniin agaroz jel elektroforezinde saptanmasi

Bu amagla, 6 pl PZR rund, 2 pl yukleme solisyonu ile stspanse edilerek, 0,5X
TBE tampon ile hazirlanan % 2’lik agarozda, 2 saat 100 Volt elektrik akimina tabi
tutulup jel elektroforezi yapildiktan sonra, 312 nm’de UV transilluminator ile
degerlendirilmis ve goriintiilenmistir. Calismada pozitif kontrol olarak kullanilan
blaIMP-1 geni bulunan P. aeruginosa izolati, Ulusoy ve arkadaglarmin (2011)
yaptig1 ¢alismada kullanilan tlim fenotipik testlerle MBL pozitif olarak bulunmus

olan izolatdur.
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3.3.6.1. Sarf Malzemeleri

Steril 1,5 mI’lik mikrosantrifuj tupleri (ORANGE SCIENTIFIC, Belgika)
Steril PZR tupi 0,2 ml (ORANGE SCIENTIFIC, Belgika)

Otomatik pipetler (EPPENDORF, Almanya)

Steril filtreli pipet uglar1 10 pl, 20 pl, 200 pl, 1000 ul (RATIOLAB, Almanya)
Lateks muayene eldiveni (DOLPHIN, Turkiye)

3.3.6.2. Kimyasal Malzemeler

Tag DNA Polimeraz (FERMENTAS, Litvanya)

10X PZR Buffer (FERMENTAS, Litvanya)

10 mM MgCl, (FERMENTAS, Litvanya)

dNTP Karisimi1 (FERMENTAS, Litvanya)

IMP-1 primerleri (THERMO, Almanya)

Molekdiler grade agaroz (VIVANTIS, Malezya)

Etidyum bromiir (APPLICHEM, Almanya)

1X Loading Dye Solution (FERMENTAS, Litvanya)

Step Ladder, 50 bp 17 Fragments, 50-3000 bp (SIGMA-ALDRICH, Almanya)

3.3.6.3. Araglar

Santrifuj (EPPENDORF, Almanya)

Vorteks (HVD, Avusturya)

Termal dongi cihazi (TECHNE, ingiltere)

Hassas terazi (METTLER- TOLEDO, isvigre)

Mikrodalga firin (VESTEL, Tiirkiye)

Elektroforez tanki1 (SUNRISE, USA)

Elektroforez gug kaynagi (BIO-RAD, USA)

UV transilliminator (VILBER -LOURMAT TFX-20.M (ETX-20 M), Fransa)
Fotograf makinesi (CANON POWER SHOT G5, Kanada)
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3.3.7. PZR yontemi ile bla_SIM gen Tasiyicihiginin Arastirilmasi

PZR protokoll Master mix (Rv1273c) N
dH.O _ xN
Tampon 10X (NH,),SO4xN
dNTP 2,5 UMxN
MgCl, 1,5 mMxN
SIM F primer 12,5 pmolxN
SIM R primer 12,5 pmolxN
Taq polimeraz 2,5 UxN
DNA 2 HLxN
TV =50 pIxN

PZR programi

Baslangi¢ denatiirasyonu 94 °C’ de 5 dakika

Denatiirasyon asamasi

Primer yapismasi (anneling)

Sentez (uzama) agamasi

Son uzama 72 °C’de 6 dakika

PZR iiriiniiniin agaroz jel elektroforezinde saptanmasi

Bu amagla, 6 pl PZR rund, 2 pl yukleme solisyonu ile stspanse edilerek, 0,5X
TBE tampon ile hazirlanan % 2 lik agarozda, 2 saat 100 Volt elektrik akimina tabi
tutulup jel elektroforezi yapildiktan sonra, 312 nm’ de UV transilluminator ile

degerlendirilmis ve goriintiilenmistir.
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3.3.7.1. Sarf Malzemeleri

Steril 1,5 mI’lik mikrosantrifuj tupleri (ORANGE SCIENTIFIC, Belgika)
Steril PZR tupi 0,2 ml (ORANGE SCIENTIFIC, Belgika)

Otomatik pipetler (EPPENDORF, Almanya)

Steril filtreli pipet uglar1 10 pl, 20 pl, 200 pl, 1000 pl (RATIOLAB, Almanya)
Lateks muayene eldiveni (DOLPHIN, Turkiye)

3.3.7.2. Kimyasal Malzemeler

Tag DNA Polimeraz (FERMENTAS, Litvanya)

10X PZR Buffer (FERMENTAS, Litvanya)

10 mM MgCl, (FERMENTAS, Litvanya)

dNTP Karisimi1 (FERMENTAS, Litvanya)

SIM primerleri (THERMO, Almanya)

Molekdiler grade agaroz (VIVANTIS, Malezya)

Etidyum bromiir (APPLICHEM, Almanya)

1X Loading Dye Solution (FERMENTAS, Litvanya)

GeneRuler 50 bp DNA Ladder, ready-to-use, 50-1000 bp (THERMO, Almanya)

3.3.7.3. Araglar

Santrifuj (EPPENDORF, Almanya)

Vorteks (HVD, Avusturya)

Termal dongi cihazi (TECHNE, ingiltere)

Hassas terazi (METTLER- TOLEDO, isvigre)

Mikrodalga firin (VESTEL, Tiirkiye)

Elektroforez tanki1 (SUNRISE, USA)

Elektroforez gug kaynagi (BIO-RAD, USA)

UV transilliminator (VILBER -LOURMAT TFX-20.M (ETX-20 M), Fransa)
Fotograf makinesi (CANON POWER SHOT G5, Kanada)
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3.3.8. PZR yontemi ile bla_VIM gen Tasiyicihginin Arastirilmasi

PZR protokoll Master mix N
dH.O _ xN
Tampon 10X (NH,),SO4xN
dNTP 2,5 UMxN
MgCl, 1,5 mMxN
VIM F primer 12,5 pmolxN
VIM R primer 12,5 pmolxN
Taq polimeraz 2,5 UxN
DNA 2 HLxN

TV =50 pIxN

PZR programi

Baslangi¢ denatiirasyonu 94 °C’ de 5 dakika

Denatiirasyon asamasi

Primer yapismasi (anneling)

Sentez (uzama) agamasi

Son uzama 72 °C’de 6 dakika

PZR urunindn agaroz jel elektroforezinde saptanmasi

Bu amagla, 5 pl PZR rund, 2 pl yukleme soltsyonu ile stispanse edilerek, 0,5X
TBE tampon ile hazirlanan % 0,7’ lik agarozda, 1 saat 100 Volt elektrik akimina tabi
tutulup jel elektroforezi yapildiktan sonra, 312 nm’de UV transilluminator ile

degerlendirilmis ve goriintiilenmistir.
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3.3.8.1. Sarf Malzemeleri

Steril 1,5 mI’lik mikrosantrifuj tupleri (ORANGE SCIENTIFIC, Belgika)
Steril PZR tupi 0,2 ml (ORANGE SCIENTIFIC, Belgika)

Otomatik pipetler (EPPENDORF, Almanya)

Steril filtreli pipet uglart 10 ul, 20 pl, 200 ul, 1000 pl (RATIOLAB, Almanya)
Lateks muayene eldiveni (DOLPHIN, Turkiye)

3.3.8.2. Kimyasal Malzemeler

Tag DNA Polimeraz (FERMENTAS, Litvanya)

10X PZR Buffer (FERMENTAS, Litvanya)

10 mM MgCl, (FERMENTAS, Litvanya)

dNTP Karisimi1 (FERMENTAS, Litvanya)

VIM primerleri (THERMO, Almanya)

Molekdiler grade agaroz (VIVANTIS, Malezya)

Etidyum bromiir (APPLICHEM, Almanya)

1X Loading Dye Solution (FERMENTAS, Litvanya)

GeneRuler 50 bp DNA Ladder, ready-to-use, 50-1000 bp (THERMO, Almanya)

3.3.8.3. Araglar

Santrifuj (EPPENDORF, Almanya)

Vorteks (HVD, Avusturya)

Termal dongi cihazi (TECHNE, ingiltere)

Hassas terazi (METTLER- TOLEDO, isvigre)

Mikrodalga firin (VESTEL, Tiirkiye)

Elektroforez tanki1 (SUNRISE, USA)

Elektroforez gug kaynagi (BIO-RAD, USA)

UV transilliminator (VILBER -LOURMAT TFX-20.M (ETX-20 M), Fransa)
Fotograf makinesi (CANON POWER SHOT G5, Kanada)
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3.4. PFGE Yonteminde Kullamilacak izolatlarin Hazirlanmasi

3.4.1. Sarf Malzemeleri ve Kimyasal Malzemeler

Steril 1,5 mI’lik mikrosantrifuj tupleri (ORANGE SCIENTIFIC, Belgika)
Steril 15 mI’lik tipler (ORANGE SCIENTIFIC, Belgika)

Steril filtreli pipet uglar1 10 ul, 20 pl, 200 ul, 1000 ul (RATIOLAB, Almanya)
Lateks muayene eldiveni (DOLPHIN, Turkiye)

Kanh Agar

Dehidrate besiyeri (HiMedia Laboratories, Hindistan), 40,0 g/L konsantrasyonda
olacak sekilde distile su iginde sitilarak eritildi ve otoklavda 121°C' de 15 dakika
sterilize edildi. 50-55°C'ye sogutulup, %5 oraninda defibrine koyun kani ilave edildi,
karigtirtlip petri plaklarina dokuldu.

Gliserolli buyyon

Izolatlarm stoklanmasi icin % 4 gliserolli buyyon kullanildi (400 ml gliserolli

buyyon (Merck, Almanya) distile su ile 1 It ye tamamlandi)
Proteinaz K (20mg/ml) (FERMENTAS, Litvanya)

Apal (FERMENTAS, Litvanya)

Lambda PFGE marker (BIOLABS, Ingiltere)

Etidyum bromir (APPLICHEM, Almanya)

TE Tamponu (pH=7,6)

10 mM Tris HCI (VIVANTIS, Malezya)
0.1 mM EDTA (APPLICHEM, Almanya)
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% 20 SDS

40 ml distile su

8gr SDS (Sodyum dodesil stilfat) (GERBU, Almanya)
70°C’ de karigtirildi

SE:

0,45 gr NaCl (MERCK, Almanya)

0,903 gr EDTA (APPLICHEM, Almanya)

1000 ml distile su

Hicre lizis tamponu:

1 M Tris Base (VIVANTIS, Malezya)
0,5M EDTA (APPLICHEM, Almanya)
%1 Sarcosyl-N (SIGMA-ALDRICH, Almanya)

1M Tris:

24,2 gr Tris (VIVANTIS, Malezya)
200 ml distile su

TE (pH=8):

1 M Tris (VIVANTIS, Malezya)
0,5M EDTA (APPLICHEM, Almanya)

10X TBE (pH 7-9):

IM Tris (VIVANTIS, Malezya)
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Borik asit
EDTA (APPLICHEM, Almanya)

%1.,3 diisiik erime sicakhgina sahip agaroz hazirlanmasi

0,13 mg “’low melt’” agaroz (BIO BASIC, Kanada)
10mITE

Mikrodalga firinda eritildi

Uzerine 500 pl %20 SDS eklendi

%0 1.3’luk pulsed-field elektroforez agaroz jelinin hazirlanmasi

1,43 gr “’pulsed field’” agaroz (BIO-RAD, USA)
110 ml 0,5 TBE
Mikrodalgada eritildi

3.4.2. Araglar

Vorteks (HVD, Avusturya)

Santrifuj (EPPENDORF, Almanya)

Etliv (HERAEUS, Almanya)

Otoklav (NUVE, Turkiye)

Derin dondurucu (BOSCH, Almanya)

UV transilliminator (VILBER-LOURMAT TFX-20.M (ETX-20 M), Fransa)
Kuru sitic1 blok (HVD, Avusturya)

Calkalayic1 (HVD, Avusturya)

Mikrodalga firin (VESTEL, Tiirkiye)

Hassas terazi (METTLER- TOLEDO, isvigre)

Fotograf makinesi (CANON POWER SHOT G5, Kanada)
CHEF-DR 11 sistemi (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)
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3.4.3. Yontem

1.0tomatize sistemler ile tir diizeyinde tanimlanan ve -20°C’de %4 gliserolli
buyyonda saklanan bakteri izolatlar1, %5 koyun kanli agar besiyerine ekildi ve
35°C’de 20-24 saat aerobik kosullarda inkiibe edildi.

2. Ureyen kolonilerden 6ze ile alan 2-3 koloni 1,5 ml mikrosantrifiij tuplerinde 1
ml distile su icinde stispanse edildi.

3. Bu hiicre stspansiyonu 5 000 X g’de 4°C’ de 5 dakika santrifij edildi.

4. Stipernatan atilarak pellet boyutu gozle degerlendirildi (Seifert ve ark 2005).

5. Ustiine 300 pl SE ve 25 pl proteinaz K (20mg/ml) eklendi, pipetajla karistirildi.

3.4.3.1. Izolatlarin Agaroza Gomiilmesi

1. % 1,3 lik diistik erime sicakligina sahip agaroz hazirland1.

2. Diisiik erime sicakligina sahip agarozdan 700 pl pipet yardimiyla alinip, bakteri
stispansiyonu ile homojen sekilde karigmasi saglandi.

3. Bu karigimdan 100 pl alinip agoroz kalibnin kuyucuklarina hava kabarcigi
olmamasina 6zen gostererek dagitildi .

4. Kaliplar +4°C’de 10 dakika bekletilerek agarin katilasmasi saglandi.

3.4.3.2. Agar Icerisindeki Hiicrelerin Parcalanmasi

1. Hucre lizis tamponu hazirlanarak 15 ml’lik steril, kapakli tiiplere 5 ml dagitilds,
iclerine 25 pl proteinaz K (20mg/ml) konuldu.

2. Kaliptan ¢ikarilan hiicre-agaroz karigimi hicre lizis tamponu igerisine konuldu.

3. Tiipler su banyosuna yerlestirildi ve 54°C’ de 2 saat tutuldu.

3.4.3.3. Agaroz Kaliplarin Yikanmasi

1. Hicre lizis tamponu dokdldd, tzerine 3-5 ml steril saf su eklendi, 54°C’ye

ayarlanmig ¢alkalamali su banyosunda 15-20 dakika yikandi.
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2. Siire bitiminde su tamamen bosaltild1 ve ultra saf su ile yitkama iglemi bir kez daha
tekrarland1.

3. Su ile yikama iglemi bittikten sonra ii¢ kez de 3 ml TE (pH=8) tamponu
kullanilarak 15-20 dakika siiresince yikandi.

3.4.3.4. DNA’nin Restriksiyon Enzimiyle Kesilmesi

1. Mikrosantriftj tiplerinde, 90 pl distile su + 10 pl Tango buffer ile hazirlanan Apal
tamponu igine bir bistiiri yardimiyla ¥4 oraninda kesilen agaroz kaliplar1 atildi, 10 dk
30 °C*de kuru 1siticida inkiibe edildi.

2. Siire sonunda sivi aspire edilerek her 6rnek igin 56 pl distile su, 10 pl Tango
buffer, 4 ul Apal enzimi agaroz kaliplar1 igeren mikrosantrifiij tiplerine koyuldu.

3. Calkalamali su banyosunda 30 °C’de 2-3 saat inkuibe edildi.

3.4.3.5. Elektroforez Jelinin Hazirlamasi

1. % 1,3 lik “’pulsed-field certified’’ agaroz kullanilarak jel hazirlandu.

2. Agaroz dokiilecek kaset hazirlandi ve su terazisi ile tamamen diizgin oldugu
kontrol edilmis bir zemine yerlestirildi.

3. 15 digli taragin dislerinin ug kismina agaroz kaliplar: yerlestirildi.

4. Agaroz kaliplarinin etrafinda kalan Apal enzim karisgimi kurutma kagidi veya
havlu kullanilarak uzaklastirild:.

5. 5 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra, tarak agaroz dokilecek kasete
yerlestirildi.

6. 45-50°C sicakliginda olan agaroz hava kabarcigr olusmamasina dikkat edilerek
kasete dokuldu.

7. Katilasmasi i¢in oda sicakliginda 10-20 dakika bekletildi

8. Tabla Uzerindeki agaroz, igerisinde 1900 ml distile su, 100 ml 10x TBE tamponu
bulunan PFGE tankina yerlestirildi.
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3.4.3.6. Elektroforez Sistemi

Calismamizda CHEF-DR 11 sistemi kullanildi.

Elektroforez Kosullar:

e Baslangic vurus siiresi 5 sn
e Bitis vurus siiresi 20 sn
e Vurus agist 120°
e Akim 6V/cm?
e Sicakhk 14°C

e Sire 24 saat

3.4.4. Sonugclarin Gozlenmesi ve Analizi

1. Eletroforez sonrasinda jel, 20 pl etidyum bromdir iceren 200 ml ultra saf su ile 20
dakika boyandi.

2. Boyanan jel 400 ml ultra saf su icerisinde 45 dakika 2-3 kere yikanarak DNA’ ya
baglanmamis boya uzaklagtirild.

3. UV Transilliminator altinda bantlarinin fotografi ¢ekildi ve kaydedildi.

4. Bant profilleri Gene Directory (Syngene, Ingiltere) program: kullamilarak analiz
edildi. UPGMA (Unweighted pair group method with mathematical averaging)
metodu ve Dice benzerlik katsayisi kullamlarak PFGE profillerinin dendrogrami

olusuruldu ve kiimelenme analizi yapild.
3.5. Istatistiksel Analiz
SPS (Statistical Package for the Social Sciences) programi kullanilarak ki-kare testi

ile ¢oklu ilag direngli suslarda smif 1 integronlar ve antibiyotik direnci arasindaki

iligki, integron ve PER-1 igeren susglarin genotiplere dagilimi arastirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. izolatlarin Genel Ozellikleri

Calismaya dahil edilen 6rneklerin izole edildigi 160 hastanin, 104 tanesi erkek (%
65), 56 tanesi (% 35) kadindi. 56 kadin hastadan, 66 6rnek (47 hastadan birer drnek,
sekiz kadin hastadan ikiser, bir kadin hastadan t¢ 0rnek), 104 erkek hastadan, 135
ornek (81 hastadan birer drnek, 17 hastadan ikiser, bes erkek hastadan tiger, bir erkek
hastadan bes 0rnek) topland:. Izolatlar trakeal aspirat (% 35,3), kan (%.27,3 ) ve abse
(% 18,4) orneklerinden elde edildi (Tablo 4.1). Calismaya alinan Acinetobacter
kokenlerinin klinik 6zellikleri, direng genleri ve antibiyotik duyarliliklar1 Tablo
4.2.”de gorulmektedir.

201 ornegin, 128 tanesi A. baumannii, 73 tanesi A. baumannii - A. calcoaceticus

kompleks olarak tanimlandi.

Tablo 4.1:Acinetobacter kdkenlerinin izole edildikleri klinik 6rnekler ve gorulme

oranlari.

IZOLASYON YERI ORNEK SAYISI
Trakeal aspirat kilttrt 71 35,3
Kan kultdra 55 27,3
Abse 37 18,4
Idrar kiiltiiri 10 5,4
BOS 9 4,4
Kateter kiltiru 7 3.4
Balgam 3 1,4
Diger materyaller * 9 4.4
Toplam 201 100

*Dren, doku, periton kultird, bronkoalveoler lavaj
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Tablo 4.2. Acinetobacter kokenlerinin klinik 6zellikleri, direng genleri ve antibiyotik duyarliliklart

Hasta Sus Tarih

1

= R e B =L R )

=

L= =T - R T = S e e

[

L T T R e = =
O LA L e —

=i

53 25092010 E
156 29.08.2011 E
28 11.06.2010 E
118 23.052011 E
113 20052011 E
150 20.092011 E
133 12072011 E
139 22072011 E
91 15032011 E
148 16.052011 E
1
1
1
1
1
1

171 07.082011 E
134 20072011 E
151 03112011 E
84 08.022011 E
117 24052011 E
158 12102011 E
33 30.06.2010 E
104 07.06.2011 E
193 09112011 K
43 01.08.2010 K
4230.07.2010 K
119 26.05.2011 K

1

184 27102011 E
1
1

185 28.10.2011 E
135 08.072011 K
49 10.09.2010 K
154 26.10.2011 E
92 15032011 K
87 16022011 K
36 06.07.2010 K
138 25072011 E

Gne
Gne
Rea
Nrs
Nrs
Kard
Rea
Rea
Rea
Rea
Nrs
Gne
Trans
Acil

Acil
Acil

Acil

Cinsivet Klinik Ornek Morg

Abse A baum
Abse A baum
Kan A baum
Dren A baum
Abse A baum
Idrar A baum
Kan A baum
Kan A baum
Trak A baum
BAL A baum
Kan A baum
Kan A baum
Dren A baum
Trak A baum
Trak Abaum
Trak A baum
Trak A baum
Kan Abaum
Katet A baum
Kan A baum
Abse Abaum
Abse A baum
Kan A baum
Prt  Abaum
A bhaum
Trak A baum
Trak Abaum
Trak Abaum

Kan Abaum

AK CIP TE

SAM  SXT

CAZ OGN IMP LEV MEM TPZ  CES

FEB COL

<28 MR >6R>2R <208 »4R <15 >16R=$R>16R>128R =64 R =»64R<058
>3R=2R§IM >168R>4T6R>16R >8R >8R >4 R>BR >04/4R>328R >16R<18§

165 R >I6R4R 408
-cal >32R>2R 48§

-cal *>32R>2R =8 R
-cal *>32R>2R »8R

»32R>2R =8 R
>32R>2R =8 R

-cal *>32R>2R »8R
-cal 232 R>2R =8 R

§8 >1R 48§

-cal >32R>2R § IM

»32R>2R =8 R
<§5 IR >8R

-cal >32R>2R >8R
-cal <88 »2R 48

»16/8R<1/198 »16R »8R <18
>16/8R>4T6R>16R >8R =R
>16/8R>4/T6R>16R >8R >8R
»168R>4/T6R>16R »8R =8 R
»16/8R>4/T6R>16R >8R =8 R
>16/8R <1/19S >16R >8R >8R
»168R>4/T6R>16R »8R =8 R
84S >4T6R>16R 25 18§

>16BR>4T6R16IM >8R »8R
»168R>4/T6R>16R »8R =8 R
»16/8R<1/198 »16R =38R =8R
16/8IM<1/198 »16R >8R >8R
168IM 1195 »16R >8R >8R

*04R »16R>16R>ER>16 R>128R 165

»4R<18
>4 R>8R
HRR
HRAR
4 R=R
HRR
HRAR
>4R18

HR>R
HRAR
4 R=R
4R R
HRAR

32R <058
>64/4R>328R >16 R<158
>04/4 R>328R >16 R<1 8
>04/4R>328R »16 R<1 8§
>64/4R>328R >16 R<158
>64/4R>328R >16 R<18
>04/4R>328R »16 R<1 8§
>64/4R>328R >16 R<158
>044R>328R 88 <18
*04/4 R>328 R »16 R<1 8§
>64/4R>328R >16 R<158
>64/4R>328R >16 R<18
>64/4 R<03-8 5 16 IM<1 5
>64/4 R>32/8 R 16 IM<1 8

165 >R >16R>32R >320R >64R >16R>16R>§R>16R>128R >4 R >64R<058
>32R>2R >8R >168R>4T6R>16R >8R >fR >4 R>8R >044R>328R >16R18
*32R>2R =8B >168R <1198 »16R >8R >8R »4R>BR >644R>32ER »16R<18§
>4 R>4R »16R>32R >320R »64R §IM >16R>§R>16R>128R »64R 64 R<0558 *
16S =4R >16R>32R >320R >64R 8IM >16R>8R>16R>128R 32IM =»64R<058 *

-cal »32R>2R >8R »168R<1/195 »16R >8R >8R »4R>8R »64/4 R>328R »16R<1§

>32R>2R >8R >168R>4T6R>16R >8R >8R >4 R>BR >044R>328R >16R<18§
>32R>2R >8R >168R>4T6R>16R >8R >8R >4 R>8R >044R>328R >16R<1 5

-cal »32R>2R >8R >16B8R>4T6R>16R >8R 45 »4R3IM »644R>328R 16 IM<1 8§

165 >4R >*16R>32R >320R 4R >16R>16R>§R>16 R>128R >4 R >64R<058
<16S>2R >8R 168IM2/38S >16R >8R >8R »4R>8R >64/4R>32ER >16R<1S
32 R>2R >8R >16B8R>4T6R>16R >8R >R =4 R>BR >644R>32ER 16 IM<1 8§
Trak Abaum-cal 165 >2R >8R >16/8R 2388 >16R >8R >8R »4R>8R >644R>3VER >16R<1§
>4 R>4R >16R>312R >320R >64R >16R>I6R>§R>160R>128R >4 R >064R<055
Kan Abaum-cal »32R>2R >8R >168R>4/76R>16R >8R >8R »4R>8R »64/4 R>328R »16 R<1§

0XA-23 OXA-24
*

*

*
®

*

#
*

®

®
*
*
®
®

*

0XA-51 OXA-58 PER-1 C8 IMP SIM VIM NDM
® *

® *
*

*

® *
* *
* *
® *
* *
* *
® *
* *
* *
® *
* * *
*

® ®

* *
*

® *
* *

* * *
®

* *
* *
* * *
* *
* * *
* *
®

* *
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Tablo 4.2. Acinetobacter kokenlerinin klinik 6zellikleri, direng genleri ve antibiyotik duyarliliklar: (devam)

Hasta Sus Tarih

Cinsivet Klinik Ornek Morg AK CIP TE

SAM  8XT CAZ

GN IMP LEV MEM TPZ  CES

FEB COL

0XA-23 0XA-24 0XA-51 OXA-SS8PER-1 C5 IMP SIM VIM NDM

-l

28
25
0
1
1

[ v ]
(2%

3
4
35

(")

2

e
b

122 26.05.2011 K
70 17.01.2011 E
101 14042011 K
157 03.09.2011 K
109 23.042011 K
67 09.01.2011 K
179 01122011 K
186 06.12.2011 E
80 07.02.2011 E
106 18.042011 K
96 12.042011 K
3505.07.2010 K
32 01.06.2010 K
170 25102011 K
178 01112011 K
45 04.08.2010 K
103 14042011 E

2 108 14042011 E

46 08.08.2010 K
48 11.08.2010 E
141 14082011 K
1§ 26.05.2010 K
107 18.042011 K
110 23.042011 K
126 17.042011 K
55 12102010 E
174 03.11.2011 E
13 18.05.2010 E
160 12102011 K
136 25.07.2011 E

Nrs
Nef

Kan
Balg

Urolofi Idrar

Nrs
Nrs
Rea
FIR

BOS

A baum »32R*2R =R
A baum <§S 01228
Abaum-cal <88 <058 R
A baum <§8 »2R 48

A baum >32R>2R 48§

A baum-cal >32R>2R >8R
A baum-cal >32R>2R >8R
Abaum »32R=2R =R
Abaum-cal <88 >2R >§R
A baum-cal »32R>2R >8R
Abaum <88 2R =R

>16/8 R <1/198 >16 R
<428 <1198 28§

<428 >476R28

848 >4T6R>16R
>16/8R>4/T6R>16 R
>16/8 R >4/T6 R>16 R
>16/8 R >4/T6 R>16 R
>16/8 R>4/I6R>16 R
>16/8R>4/T6R>16 R
168 IM >4/T6R>16 R
>16/8R 2385 >16R

Abam §5 >4R >16R>32R >320R >G4R
Abaum 165 »4R >16R>32R >320R >64R

Abaum  »32R>2R =R
Abaum  >32R>2R =R

>16/8 R >4/T6R>16 R
>16/8 R >4/T6 R>16 R

Abaum 45 4R >16R>32R >320R >64R

Abaum-cal >32R>2R >R
Abaum-cal »32R*2R =8 R

216/ R >4/T6R>16 R
>16/8 R >4/T6R>16 R

Abaum  32IM>4R >16R>32R >320R »64R
Abaum >64R>4R >16R>32R 408 >64R

Abaum-cal <§§ >2R >8R

216/ R >4/T6R>16 R

Abaum 32IM=4R >16R16IM =320R 16R

Abaum-cal »32R>2R <28
Abaum  >32R>2R <28
Abaim  >32R>2R 4§

<428 <1195 16 IM
<428 <1195 16 IM
<428 23885 16IM

Abaum <25 »4R >16R>32R 4IM >64R

Abaum-cal 32IM>2R 48

>16/8 R >4/T6R>16 R

Abaum 165 >4R >16R>32R >320R >64R

Abaum  >32R058 =38R
Ahbaum-cal >32R>2R §IM

168 IM>4/T6 R 8 8
216/ R >4/T6R>16 R

*§R »§R »4R>8R
<28 <18 <18 «18§
<28 <18 <18 >8R
<28 <18 »4R<lS§
>R 45 4IMSIM
*§R »8R »4R>R
>§R »§R »R>R
>§R >R = R>§R
>8R »8R »4R=>R
*§R »§R »4R>8R
*8R »8R »4R>R

*044R>328R 16 IM<1 S
<4/45 <0588<18 <18
<448 <035-88<18 <18
>04/4R>328R 88 <18
644 IM>32BR *16R<1S
=044 R>32ER >16R<1 S
>044R>32ER >16R<1 S
>G4/4R>328R »16 R<18§
>044R>32ER >16R<1S
>644R<058S8 16 IM<1 S
*044R>32ER >16R<1 S

>16R>16R>FR>16R>128R >4 R >64R28§

>I6R>I6R>ER>16R>128R >4 R >4 R<055

*§R »§R »4R>8R
*8R »8R »4R>R

<18 »16R>3R>I6R>128R 168§

>8R »8R »4R>ER
>R »§R »4R>IR

*I6R>I6R>ER>16R>128R >4 R >64R<058
<18 >16R>ER>I6R>128R >4 R >64R<058

>8R »8R »4R>ER

*6R>1I6R>8R>16R>128R 165

8IM <18 »4R<IS
*BR <15 »4R<1S§
§IM <18 =4R2S§

<18 >16R>§R>I6R>128R >4 R >4 R<058

*§R »8R 4IM>8R

*I6R>1I6R>ER>16R>128R >64R >64R<058S

>8R >8R »R>R
>8R »§R »4R>ER

>044R>328R »16R<1 S
*044R>32ER >16R<1 S
>04R18
>64/4R>328R 88 4R
>64/4R>328R 88 4R

>04/4R>328ER 16 R<1 S
324IM<058848 <18
644 IM<058S85 <18
44 IM>328RES <18
>044R>328R »16R<1 S

044 R>328R 16 IM<1 8
2044 R>328R 16 IM<1 §

=64 R <058

®

®

®

*

®

*

®

®

®

®

®

*

®

*

®

®

®

*
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Tablo 4.2. Acinetobacter kokenlerinin klinik 6zellikleri, direng genleri ve antibiyotik duyarliliklar: (devam)

SAM BXT CAZ

GN IMP LEV MEM TPZ  CES

FEB COL

0XA-23 OXA-24 OXA-31 OXA-38 PER-1 C8

IMP SIM VIM NDM

|HastalSus  Tarih Cinsiyet Klinik Ornek Morg AK CIP TE
53 82 08.02.2011E Rea Trak Abaim >32R>2R >8R
54 83 08.02.2011E Rea Trak Abaum >32R>2R >8R
55 4127.07.2010 K Nor Kan Abaum
56 114 22.05.2011 E Nor Trak Abam 16§ >2R >8R
57 65 04012011 E Uroloji fdrar A baum-cal <8 S >2R >8R
58 129 27.06.2011 K Rea Kan Abaum >32R>2R >8R
59 182 0L11.2011 K Rea Abse Abaumcal »32R>2R >8R
60 74 27.01.2011E Rea Abse Abaum >32R>2R >8R
61 168 22.10.2011 E Acl  Abse Abaum-cal >32R=2R >8R
61 177 27.10.2011 E Acll  Trak Abaum >32R>2R >8R
62 3126062010 E Rea Doku A baum
63 149 16.09.2011 E Rea BAL Abaumcal <§8§ >2R 48§
63 146 15.09.2011 E Rea Kan Abaum <88 >2R §IM
64 75 25012011 E Rea Kan Abaum-cal >32R>2R §IM
64 78 0L02.2011E Rea Kan Abaum >32R>2R >8R
64 79 03.02.2011E Rea Katet Abaum-cal >32R>2R >8R
65 93 15032011 E Rea Trak Abaum-cal 165 2R >8R
66 1621.05.2010 E Nrs  Abse Abaum
67 102 12.04.2011 E Acil  Abse Abaum <88 2R >8R
68 1521.05.2010 E Rea BOS Abam >64R>4R §IM
68 1218.05.2010 E Rea Trak Abaum >»64R>4R 48
69 198 15.11.2011 E Trans Trak Abaum >32R>2R >8R
70 86 10.02.2011E Derma Abse Abaum-cal >32R>2R >8R
71 140 26.07.2011 E Rea Trak Abaum >32R>2R >8R
72175 26.10.2011 E Gastro Idrar Abaum >32R>2R >8R
73 111 26.04.2011 E Postop Trak Abaum-cal >32R>2R >8R
74 225042010 K Acl  Trak Abaum
75 34 13102010 E Rea Trak Abaum
76 14 17.05.2010 E Rea Kan Abaum
77 155 04.10.2011 E Rea Trak Abaum-cal >32R>2R >8R
78 144 15.05.2011 E Nrs Kan Abaum >32R>2R 28§

*10/BR>4T6R>16R
*10/BR>4T6R>16R

32IM>4R »16R>32R >320R »04R

>16/BR4T6R >16R
*L0BR>4T6R>*16R
168 R>4T6R>16R
>16/BR>4T6R>16 R
*16/8R>4T6R>16 R
>16/8R2388 =16R
>10/BR>4T6R>16R

165 >R >I6R>312R >320R >64R

>16/BR<1/198 16 IM
>16/BR <1198 *16R
16/8 IM<1/1958 >16 R
>16/BR238S >16R
*16/BR238S >16R
>16/8R2388 =I16R

165 >R >I6R>312R >320R >R

>16/8R238S >16R
>31R 2320R >64R
*31R 2320R =64R
>16/8R<1/198 16 R
*L0/BR>4T6R>16R
>10/BR>4T6R>16R
>16/8R2388 >I6R
>L/BR>4T6R>16R

*04R>4R >16R>32R >320R >64 R
165 >R >I6R>12R 405 >64R
*4R>4R>6RI16IM >320R 16R

*16/8R>4T6R>16 R
>16/8R 2388 >16R

»§R »§R »4R>ER
*§R »§R »4R>8R

>044R>32BR »16R<18§
>044R>328R >16R<18§

EIM >I6R>ER>I6R>128R 4R >64R<058§

*8R »§R »4R>ER
8IM >8R »4R>ER
=§R >8R »4R>8R
*fR »fR »4R>ER
*8R »§R »4R>R
>§R >8R > R>§R
*§R »§R »4R>8R

>044R>312BR »16R<1§
*044R>328R >16R<1 8
>64/4R>328R »16R>4 R
>044R>32BR >16R<1 8
*044R>32BR >16R<1 8§
>64/4R>328R »16R>4 R
*044R>328BR *16 R4R

>16R>I6R>R>16R>128R =04 R »64R<05 8

»8R »§R »4R>ER
*§R »§R »4R>8R
=§R >8R »4R>8R
*8R »§R »4R>ER
*§R »§R »4R>R
»§R >R > R>§R

>044R>32BR »16R<18§
*044R>32BR8S <18
>64/4R<0,5/88 16 R<1 §
>044R>312BR »16R<1§
*044R>328R >16R<1 8
>4/4R>328R >16R<1 §

48 >*I6R4IM>16R>128R »64R >64R<05S

*8R »§R »4R>R

*044R>32BR >16R<1 8§

>I6R>I6R>8R>16R>128R >4 R >64R<035 S
*I6R>I6R>8R>16R>128R =64 R =64R<058S

>8R >8R »4R>8R
>8R *§R »R=R
*8R »8R »4R>R
EIM »8R »4R>ER
>8R *8R »R>IR

>044R>328BR >16R<1 8§
>044R>32BR »16R<18§
>044R>328R >16R<18
>64/4R>328R »16R<1 §
>044R>312BR »16R<1§

*I6R>I6R>8R>16R>128R =64 R »64R<05 S
<18 >16R>8R>I6R>128R »64R >64R<05 8§

*6R*I6R>BR>16R>128R 16§

*8R »§R »4R>R
>8R <18 285 <18

=64 R <03 S
*044R>32BR >16R<1 8§
>04/4R>32BR »16R<1 8§

*

®

®

&

®

®

®

®

*

®

®

*

*
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Tablo 4.2. Acinetobacter kokenlerinin klinik 6zellikleri, direng genleri ve antibiyotik duyarliliklar: (devam)

HastaISug Tarih

Cinsivet Klinik Ornek Morg

AK (CIP TE

SAM  8XT CAZ

GN IMP LEV MEM TPZ  CES

FEE COL

0XA-23 OXA-24 OXA-51 OXA-38 PER-1 C§

IMP SIM VIM NDM

79 2125052010 E
80 89 16.022011E
§1 80 15.032011 E
82 44 02.08.2010 E
82 2501.06.2010 E
82 1727.05.2010 E
83 116 24.05.2011 E
84 3402072010 E
§5 182 23.11.2011 E
86 81 03.022011 K
86 76 29.01.2011 K
87 200 15.11.2011 K
88 120 25.05.2011 K
89 501052010 E
80 6 06.05.2010 E
91 121 26.05.2011 E
91 127 03.06.2011 E
92 94 17.03.2011 E
93 147 16.09.2011 E
94 11 14.05.2010 E
95 3817.07.2010 E
96 173 23.10.2011 E
96 164 22.10.2011 E
97 143 01.11.2011 E
97 132 03.11.2011 E
98 60 23.122010E
99 23 28.05.2010 E
99 221289052010 E
100 29 13.06.2010 E
101 176 25.10.2011 K
102 §09.05.2010 K

Rea
Gnc

Trak
Trak
Trak
fdrar
Kan

Trak
Trak
Trak
Abse
Abse

A baum
A baum
A baum
A baum
A baum
A baum
A baum
A baum
A baum
A baum
A baum
A baum
A baum
A baum
A baum
A baum
A baum-
Abaum
A baum
A baum
A baum
A baum
A baum
A baum
A baum
A baum
A baum
A baum
A baum

A baum

>4R>4R >16R>32R >320R 4R

-cal >32R>2R 45§
168 =2R >R

>16/8R2388 >16R
>16/8R>4T6R>16 R

168 >4R >16R>32R =320R >04R

*64R>4R 45

*32R >320R »64R

<25 4R »I6R>32R >320R >64R

<85 IR »R
>64R>4R §IM
<§§8 »1R >8R
-cal >32R>2R §IM
<85 IR »R
-cal *32R>2R 48§
-cal »32R*2R <28
>64R>4R §IM

>16BR>4/T6 R >16 R
16IM >320R =64 R
>16/8R>4T6R>16 R
16/8 IM<1/198 >16 R
*16BR>4/T6 R>16 R
>16BR>4/T6 R >16 R
>16/8BR2/38S >16R
16IM >320R 32R

168 »4R >16R>32R =320R >04R

-cal >32R>2R 45§

-cal *32R>2R 48§
<85 IR »R
»32R>2R »§R

>16/8R <1198 »16 R
16/8 IM <1/19 § 16 IM
>16/BR2/388 »16R
>16BR>4/T6 R >16 R

>64R>4R >16R>32R >3120R =64 R
4R R >6R>32R »320R >4 R

-cal »>32R>2R >8R
>32R>IR =R

-cal >12R>2R >8R

-cal *>32R>2R >8R
»IR*2E =R
>4 R>4R 48§

>16/R 1198 >16R
*16BR1/198 >16R
*16BR>4/T6 R >16 R
>16BR>4/T6 R >16 R
>16/8R>4/T6R>16 R
>32R »320R =64 R

>4 R>4R >16R>32R »320R >04R
32MM>4R »I6R>32R >320R »64R
A baum-cal >32R>2R =R >16/8R<1/198 16 R
165 4R >16R>32R >320R »64R

>I6R>I6R>8R>16R>128R (4R >04R<058

>BR <18 »4R<18
>8R >8R > R>=ER

»64/4R>328R =16 R<1 §
>04/4R>32/8R 16 R<1 8

§IM >16R>BR>16R>128R >4 R >64R<058S
*I6R>I6R>8R>16R>128R =04 R =04R<058
>I6R>I6R>8R>16R>128R (4R >064R<058

>R »8R »4R>R

>6R>16R>8R>16R>128R 168

>8R <1§ »4R<1§
>8R >8R > R>ER
SIM >8R =4 R=R
»BR »3R #MRE>R
»BR <15 =R2S§
<18

>l6R>BR>16R>128R 1658

>644R>328R »16R<1S
>64R<035 8
>04/4R>32/8R 16 R<1 8
>04/4 R<05/8 S >16 R<1 8
»04/4R=328R »16R<1 8
*644R>328R 16 IM<1§
>644R>328BR »I6R28
>64R<035 8

>I6R>1I6R>8R>16R>128R >4 R >4 R<03585

§IM >8R 4IM>8R
8§IM >8R 28 =S8R
*8R >8R »4R>R
>R »8R »4R>R

>04/4R>32/8R 16 R<1 §
»04/4R<05-8 S>16R<18
»044R=328R »16R<18
>644R>328R »16R<1S

>16R>16R>8R>16R>128R 32IM >4 R<058§
>I6R>1I6R>8R>16R>128R >4 R >64R285

>8R >8R > R>=ER
>R »8R »4R>R
*8R >8R »4R>R
>R »8R »4R>R
>R >8R »R=R

>04/4R>32/8R 16 R<1 8
»04/4R=328R »16R<1 8
»044R=328R »16R<18
>644R>328R »16R<1S
»64/4R>328R =16 R<1 §

>16R>16R>8R>16R>128R >4 R =64 R<058§
>16R>16R>8R>16R>128R >4 R >4 R<058
*6R*I6R>8R>16R>128R >4 R >64 R<0585

*BR »8R »4R>R

»04/4R>32BR *I6R4R

>I6R>I6R>8R>16R>128R »64R >04R<0585

* *

* *
® ® ®
® ® ®
® ®
® ®
* * * *
* *
®
® ®
® ® ®
® ®
* *
* *
® ® ® ®
® ®
® ®
® ® ®
* * *
* *
® ® ®
® ®
® ® ® ®
® ® ®
* * *
* * *
* *
® ®
® ®
® ®
* * * *
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Tablo 4.2. Acinetobacter kokenlerinin klinik 6zellikleri, direng genleri ve antibiyotik duyarliliklar: (devam)

HastalSus | Tarih

Cinsivet Klinik Ornek Morg

AKX (P TE

SAM SXT CAZ OGN IMP LEV MEM TPZ  (ES FEE COL

0XA-23 0XA-24 OXA-S1 OXA-SSPER-1 €S IMP SIM VIM NDM

103 58 18122010 K Rea Kan
104 88 16.022011 K Rea Trak
105 153 04072011 K Urolofi idrar
106 145 20092011 K Urolofi idrar
107 61 27.122010 E Rea Abse
107 66 04.012011 E Rea Kan
107 72 19012011 E Rea Kan
108 62 29122010 E Rea Kan
108 64 29122010 E Rea Kan
108 55 21122010 E Rea Trak
109 69 15012011 E Gne Kan
110 123 01.06.2011 K Nor  Trak
111 166 24102011 E Rea Kan
112 115 22052011 E Rea Kan
112 125 01.062011 E Rea Trak
113 430042010 E Acil  Trak
113 705052010 E Acil  Trak
114 47 10.08.2010 E Rea Trak
115 19 26.05.2010 E Rea Trak
116 50 10.09.2010 E Rea Abse
117 56 12102010 K Rea Trak
118 152 04102011 K Gnc Kan
119 328042010 E Rea Trak
1200 52 25092010 K Rea Kan
121 181 01112011 K Nrs  Abse
122 77 30012011 K Nir  Kan
123 196 07.11.2011 E Rea Katet
124 194 20112011 E Rea Abse
124 201 12112011 E Rea Kan
124 199 15112011 E Rea Trak
125 169 20.102011 E Rea Balg

Abaum-cal 332 R>2R >8R

A baum
A baum
A baum
A baum
A baum

<§§ 2R =R
*32R>2R >R
*32R>2R =R
»32R=2R >8R
*32R>2R >R

Abaum-cal 32 R>2R >8R

A baum-cal <8 §
A baum-cal <8 §
A baum-cal <§ §

R =R
2R =R
<18 R

A baum

<§§ 2R =R

Abaum-cal <8 § >2R >8R
Abaum-cal 8S 2R *8R
A baum-cal >32R>2R >8R
A baum-cal >32R>2R >8R
1658 >R »16R>312R »320R »64R >16R>16R>8R>16R>128R »64 R »64R<058
165 >R >16R>12R >3120R >64R 16 R>16R>BR =16 R>128R »64 R =64 R<05§
>4 R>4 R >16 R>32R >320R >4 R >16R>16R>8R>16R>128R »64 R »64 R<058
168 >R »16R>312R »320R »64R 8IM 8R »BR>I6R>128R »64R »64R<058
I2IM>4R >6R16IM >320R »64R >16R>16R>8R>16R>128R 168 >4 R<0358
>04R>4R >16R16IM <208 >64R 25 >16R>3R>16R>128R 165 >64R<058§
Abaum-cal »>32R>2R >8R »16/8R>4/T6R>I6R >8R >8R >4 R>8R »644R>»328R »16R<1S

64 R>4R >16R>32R >320R >64 R >16R>16R>8R>16R>128R »64R »04R=<058§
165 »4R >16R>32R >320R >4 R >16R>16R>8R>I6R>128R »64 R >64R28§

A baum
A baum
A baum
A baum
A baum
A baum

A baum
A baum
A baum
A baum
A baum

168 2R >8R
<88 0258458
»32R=2R >8R

A baum-cal *>32R>2R >8R

A baum
A baum
A baum

»312R>2R =R
»32R=2R >8R
*32R>2R 8IM

>16/8R>4/7T6R>16R >8R >8R »4R8IM >644R>328R§S =18
>168R<1198 >16R >8R >8R >4 R>8R >644R>328R »16 R<1§
>16/8R 2388 >16KR >8R >8R >4R>§R >644R>328R >»16R<1S§
»16BR<1198 »16 R >8R >8R »R>§R »644R>328R »16R«1§
>I6BR>4T6R>16R >8R >8R > R>8R >644R>328R »16 R<1 8§
6B R>4T6R>16R >8R >8R >4 R>8R >644R>328R »16R<1 8§
»168R 2385 »16R 3R >8R »R>FR »644R>»328R »16R«1§
68 R>4T6R>16F §IM >8R >4R>§R >644R>328R »16 R<1§
6B R>4T6R>16R 8IM >8R >4R >8R >644R>328R »16R<1§
I6BR>4T6R>16R >8R >8R »R>§R »>644R>328R »16R«1§
I6BR>4T6R>16R §IM >8R >4R>8R >644R>328R »16R<1§
6B R>4T6R>16R 8IM >8R >4R >8R >644R>328R »16R<1§
»168R 2388 »16R 3R >8R »R>FR »>644R>32ER »16R«1§
>16/8R238S »16R 3R >8R »4R>8R >644R>328R »16R4R
168 R>4/T6R>16R >8R >8R >4 R>8R >644R>328R >16 R>4 R

16/8IM2/38S >16R >8R 8§IM >4 R>8R >644R>328R >16R<1§
168 R>4T6R>16K >8R <18 <18S<15 644IM>328R >16R<1§
>168R<1198 >16R >8R >8R >4 R>8R >644R>328R >»16R<18§
6B R>4T6R>16R >8R >8R >4 R>8R >644R>328R »16R<1 8§
>16/8R238S >16K >8R >8R »4R>§R >644R>328R »16R«1§
>168R<1/198 >16R >8R >8R >4 R>8R >644R>328R »16 R<1§
> R>4T6R>16R >8R >8R >4 R>8R >644R>328R »16R<1 8§

*

®

®

*

®

®

*

®

®

*

®

®

®

®

®

®

®

®

®

*

®

®

*

®
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Tablo 4.2. Acinetobacter kokenlerinin klinik 6zellikleri, direng genleri ve antibiyotik duyarliliklar: (devam)

HﬂstmlSu; ‘Tarih

Cinsivet Klinik Ornek Morg

AKX (P TE

SAM SXT CAZ OGN

IMP LEV MEM TPZ

CES FEB COL
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Tablo 4.2. Acinetobacter kdkenlerinin klinik 6zellikleri, direng genleri ve antibiyotik duyarliliklari (devam)
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A.baumannii izolatlarinin en sik izole edildigi servisler % 53,7 (108/201) orani ile
reanimasyon ve % 14,4 (29/101) ile acil servis iken; norosiriirji ve genel cerrahi
kliniklerinden sirasiyla %12,4 (25/201) ve %6,7 (13/201) oraninda izole edilmistir
(Tablo 4.3).

Tablo 4.3 Orneklerin génderildigi klinik servisler ve gdnderilen drnek sayilar

SERVIS ORNEK SAYISI

Reanimasyon 108 53,7
Acil 29 14,4
Norosiriirji 25 12,4
Genel Cerrahi 13 6,7
Noroloji 5 2,4
Urolgji 5 24
Postop 4 2
Transplantasyon 3 15
Nefroloji 2 1
Dermatoloji 2 1
FTR 1 0,5
Gastroent. 1 0,5
Gogiis Cer. 1 0,5
Kardiyoloji 1 0,5
Ortopedi 1 0,5
TOPLAM 201 100

Reanimasyon ve acil servislerde trakeal aspirat Ornekleri fazla iken, norosirtirji
servisinden kan, abse ve BOS Kkiltirleri, genel cerrahi servislerinden kan ve abse
kulttrleri siklikla gonderilmistir (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4. Klinik 6rneklerin servislere gore dagilimi

Trakeal Kan Abse idrar BOS Kateter Balgam Diger*

aspirat  kaltiri
Reanimasyon 43 36
Acil 19
Norosiriirji
Genel Cerrahi
Noroloji
Postop
Uroloji
Nefroloji
Dermatoloji
FTR
Gastroent.
Gogiis Cer.
Kardiyoloji
Ortopedi
Transplantasyon
TOPLAM 71 55 37 10 9

*Dren, doku, periton kltird, bronkoalveoler lavaj v.b
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4.2. Acinetobacter Kokenlerinin Antibiyotik Duyarhhiklar

Acinetobacter kokenlerinin duyarlilik paternlerini belirlemek amaciyla 14 antibiyotik
kullanild1 (Sekil 4.1).

® Orta duyarl

® Direngli

B Duyarl

CiP TE 5AM SXT CAZ GN IMP LEV MEM TPZ CES FEB COL

Sekil 4.1. Acinetobacter kokenlerinin antibiyotik duyarlilik oranlart AK:Amikasin,
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CIP:Siprofloksasin, TE:Tetrasiklin,SAM:Sulbaktam/Ampisilin,SXT:Trimetoprim/
Stlfametoksazol,CAZ:Seftazidim,GN:Gentamisin, IMP:Imipenem, LEV:Levofloksasi
n,MEM:Meropenem, TPZ:Piperasilin/tazobaktam,CES:Sefaperazon/Sulbaktam,FEP:
Sefepim, COL.: Kolistin

Test edilen tum izolatlar igin en etkili antimikrobiyal ajan %93,5 duyarlilik orani ile
kolistin olarak tespit edilmistir. Ikinci sirada ise %32 duyarlilik oran ile amikasin ve
trimetoprim-siilfametoksazol yer almustir. Tetrasiklin icin %12,
sefaperazon/sulbaktam igin %10, imipenem icin %8, gentamisin igin %7,5,
meropenem i¢in  %6,5, sefepim icin %6, ampisilin-sulbaktam igin %4,5
siprofloksasin igin %3, levofloksasin igin %2,5, seftazidim icin %1,5, tazobaktam-

piperasilin igin %1 seklinde duyarlilik oranlar tespit edilmistir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Acinetobacter kokenlerinin antibiyotiklere karsi duyarl, orta duyarli ve

direncli izolat sayilar1.

izolat Yiizde izolat Yizde izolat Yiizde

Sayisi Sayisi Sayisi
63 32 7 3 131 65
cip | 6 3 0 0 195 97
24 12 15 7.5 162 80,5
9 45 16 8 176 87,5
[SXT Y 32 1 05 136 67,5
3 1,5 8 4 190 945
15 75 20 10 166 82,5
IMP T 8 1 0,5 184 91,5
5 25 4 2 192 95,5
13 6,5 3 15 185 92
2 1 6 3 193 96
20 10 2 1 179 89
12 6 9 45 180 89,5
189 94 0 0 12 6

AK:Amikasin, CIP: Siprofloksasin, TE: Tetrasiklin, SAM: Sulbaktam/Ampisilin,
SXT: Trimetoprim/Sulfametoksazol, CAZ: Seftazidim, GN: Gentamisin, IMP:
Imipenem,LEV:Levofloksasin, MEM:Meropenem, TPZ:Piperasilin/tazobaktam,CES:
Sefaperazon/Sulbaktam, FEP: Sefepim, COL: Kolistin
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4.3. Direng Genleri

Izolatlarm bla-OXA genlerine bakildiginda (Resim 4.1) bitiin izolatlarin OXA-51
geni tasidigr goriilmiistiir. Orneklerden 184 tanesi (%91,5) OXA-23, 7 tanesi (%3,5)
OXA-58, 2 tanesi (%1) OXA-24 geni tasimaktadwr. 112 6rnek (%55,7) gen
kasetleriyle birlikte simif 1 integron igermektedir (Resim 4.2.). 42 6rnek (% 21) PER-
1 pozitif olarak bulunmustur (Resim 4.3.). Orneklerin hicbirinde bla-IMP (Resim
4.4.)), bla-VIM, bla-SIM, bla-NDM genleri saptanamamistir. Direng genlerinin
dagilimi tablo 4.6 ve 4.7° de gorulmektedir.

Tek basma OXA-51 igeren (diger OXA genlerini icermeyen) 12 izolat vardir. Bu
izolatlarin higbiri fenotipik olarak imipenem veya meropenem direngli degildir.
Imipenem ve meropenem direngli biitiin izolatlara bakildiginda OXA-51in yaninda
mutlaka oksasilinazlar1 kodlayan diger genlerden bir veya birkagmnin oldugu

gorilmiistiir.

OXA-51 ile beraber OXA-23 igeren (diger OXA genlerini igermeyen) bes izolat
imipenem, dort izolat meropenem duyarli; birer izolat da imipenem ve meropenem
orta duyarhidir. OXA-51 ile beraber OXA-24 igeren (diger OXA genlerini
icermeyen) iki izolat saptanmigtir. Bu iki izolat imipenem ve meropenem direnclidir
OXA-51 ile beraber OXA-58 iceren yedi izolatin Ug tanesi OXA-23 de icermektedir.

Bu yedi izolat imipenem ve meropenem direngli olarak saptanmistir.

2010 yilinda tiim izolatlar OXA-51, 61 izolat OXA-23, dort izolat OXA-58, bir
izolat OXA-24 pozitif bulunmugtur. 2011 yilinda tim izolatlar OXA-51, 123 izolat
OXA-23, Ug izolat OXA-58, bir izolat OXA-24 pozitif bulunmustur.

Izolatlarm integron igeriklerine bakildiginda (Resim 4.2) 112 izolatin (% 55,7) gen
kasetleriyle birlikte sinif 1 integron igerdikleri saptanmistir. Araya giren gen
kasetlerinin boyutlarinin 100-3000 bg¢ arasinda degistigi izlenmistir. Coklu ilag

direngli suglarda integron tasiyiciligt ve antibiyotik direnci arasindaki iliskinin
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istatistiksel olarak anlamli olup olmadigina ki-kare testi ile bakilmistir (tablo 4.8.),
tetrasiklin, trimetoprim-sulfametoksazol, imipenem, meropenem, sefaperazon-

sulbaktam, sefepim anlamli bulunmustur.

Calismamizdaki tum imipenem (n=184) ve meropenem direncli (n=185) izolatlar
OXA-51 ile beraber ve diger OXA genlerinden bir veya birkagina sahiptir. imipenem
direngli izolatlarin 105, meropenem direngli izolatlarin 106 tanesinin gen kasetleri ile

beraber integron icerdigi saptanmistir.

Izolatlarm PER-1 gen iceriklerine bakildiginda (Resim 4.3) 201 drnegin % 21’inde
PER-1 pozitif olarak saptanmistir. Bu izolatlarda, yiuksek dizeyde gentamisin ve
diisik diizeyde amikasin direnci ile birlikte orta-yuksek diizeyde imipenem ve

meropenem direnci saptanmistir.
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Tablo 4.6. Direng genleri ve goriilme sikligt

4019 69

OXA-24 2(1) 199 (99)
OXA-51 201 (100) 0 (0)
OXA-58 7(3,5) 194 (96,5)
PER-1 42 (21) 159 (79)
Simif 1 integron 112 (55,7) 89 (44,3)
IMP 0 (0) 0 (0)
VIM 0 (0) 0 (0)
SIM 0 (0) 0 (0)
NDM-1 0 (0) 0(0)




Tablo 4.7. Direng genleri igeren izolat sayilar1 ve antibiyotik duyarliliklar:

Ox2 ll-ll-l--l--l--l---ll-

OXA-24

O ll-ll-l--l--l--l---ll-

OXA 58

SINIF 1
INTEGRON

PER 1 25N

---------------------

OXA-24

OXASL ---------------------

OXA 58

SINIF 1
INTEGRON

PER 1
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Tablo 4.8. Coklu ilag direngli suslarda sinif 1 integronlar ve antibiyotik direnci arasindaki iligki

- Direncli izolat sayisi (%) | Sinif 1 integron pozitif izolat sayisi Istatistiksel iliski

195 (97) p=0,418

176 (87,5) p=0,116

190 (94,5) p=0,188

IMP

184 (91,5) p =0,004

185 (92) p =0.003

179 (89) p = 0,007

*Istatistiksel anlaml1 degerler koyu renkli yazilmistir
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M 116 186 92 187 188

OXA-55:500-be
OXA-23:501-be
OXA-51:3583-he
OXA-24:246-he

1]

Resim 4.1 OXA-karbapenemaz kodlavan genlerin multiplels PZR ile saptanmas: 1. Sira OXA-31, OXA-24; 2. 4 ve 5 sira OXA-23 ve OXA-
51;3. Sira OXA-38, OXA-23 ve OXA-31 pozitif dmekler [M: Moleldiler bitviildiik belirtect, 30 bg DNA Ladder (THERMO, Almanya)]
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NEK 119 13 13 13 13 1M 135 136 137 138 13 M 140 141 142 143 144 145 146 147 143

Resim 4.2 4 baumannii suslarmm CS bolgesine Gzgill primerler ile vapilan amplifikasvonlan sonrasinda izlenen farkl bant gériiniimler:. (NEK:

Negatif kontrol, M- Moleldiler biviikliik belirteci, 1 kb 250-10,000 be (THERMO, Almanya))
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NK

Resim 4.3. 5la PER-1 geninm PZR 1le cogaltilmas. 1. ve 4

belirtect, 50 bg DNA Ladder (THEEMO, Almanva)]

1 2 3 4 M

1000 b
900 b

500 b

sira bl PER-T geni igeren suslar [NK: Negatif kontrol. M Molekiiler bityiikliik
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M 1 PK 2 3 4

250 be

S —
200bg ——=
150 b  m———e—
100 b  —
S0hg ——

Resim 4.4. PZR analizi ile &la IMP geni [M: Molekiiler biiviiklik belirtect 50 be , 50-3000 b (SIGMA-AI DRICH, Almanya), PK: Pozitif
kontrol (P. aeruginosal]
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4.4. Molekdiler Tiplendirme

4.4.1. PFGE Bantlarimin Filogenetik Analizi

Elektroforez jel goruntiisuinde her bir izolata ait bant profili Gene Directory
(Syngene, Ingiltere) program: kullanilarak analiz edildi. UPGMA (Unweighted pair
group method with mathematical averaging) metodu ve Dice benzerlik (Dice
similarity coefficient) katsayisi kullanilarak PFGE profillerinin  dendrogrami
olusturuldu ve kiimelenme analizi yapildi. Degerlendirmede tolerans % 1 olarak
alinmistir. Bu istatiksel analizde % 90-100 uyum gosteren izolatlar ayni; % 80-90
arast uyum gosterenler yakin iligkili; % 70-80 arasi uyum gosterenler muhtemel

iligkili olarak degerlendirilmistir. % 70’in alt1 ise iliskisiz kabul edilmistir.

Sonuclar degerlendirildiginde, izolatlarin dort genotip altinda (A-D) kiimelendigi
saptanmustir. Izolatlarin %14,4’4 (n=29) genotip A, %11,4’ i (n=23) genotip B,
%8,9’unu (n=18) genotip C, %3,4’0 (n=7) genotip D olarak kiimelenme gdstermistir.
Dort gruba ait izolatlarin birbirleriyle olan benzerligi %70’in altinda bulunmustur.
Izolatlar igerisinde baskin izolat grubuna rastlanmamustir. Bu yiizden salgim izolat
olarak degerlendirilmemislerdir. Dort genotipe ait bant profilleri ve dendogrami

resim 4.5 ve resim 4.6.’da gosterilmektedir.

20 izolat genotip A ile 1-3 (Al), alt1 izolat 4-6 bant farklidir (A2). 21 izolat genotip
B ile 1-3 (B1), dort izolat 4-6 bant farklidir (B2). Dort izolat genotip C ile 1-3 (C1), 3
izolat 4-6 bant farklidir (C2). Dort izolat genotip D ile 1-3 (D1) bant farklidir. 25
izolat higbir grup ile identik bant icermemektedir. 37 izolat ise kendi aralarinda beg

ve daha az izolat igerecek sekilde gruplanmustir.

PFGE paternleri ile izolatlarin direng genlerini tagima ozellikleri arasindaki iligkiye
bakildiginda sirasiyla genotip A, Al, C1, besden daha az izolat icerecek sekilde
toplanmig olan grup ve identik banta sahip olmayan 25 izolat hari¢ diger genotiplere
dahil olan izolatlarin tamami1 OXA-23 igermektedir. Genotip A’da bu oran %93’
(n=27), Al’de % 80 (n=16), C1’de % 75 (n=3), bes ve daha az ornek igeren grupta
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%86 (n=32) ve identik banta sahip olmayan grupta %20 (n=20) oraninda OXA-23
geni icerdigi goriilmiistiir. OXA-24, identik banta sahip olmayan grupta iki izolatta
bulunmaktadir. OXA-58 Al’de iki, B1’de iki, bes ve daha az drnek iceren grupta u¢

izolatda bulunmaktadir.

Sinif 1 integron paternleri ile PFGE paternleri arasindaki iliskiye bakildiginda
genotip A’da 15, genotip B’de 19, genotip C’de dokuz, genotip D’de Ug, bes ve daha
az ornek igeren grupta 19, identik banta sahip olmayan grupda 10 izolatda integron
gen kasetleri saptanmistir. Al’de 15, A2’de dort, B1’de yedi, B2’de (¢, C1’de (g,
C2’de iki, D1°de (¢ izolatda integron gen kasetleri saptanmigtir. Smnif 1 integron
iceren izolatlarin genotiplere dagilimina Ki-kare testi ile bakilmis, istatistiksel olarak

anlaml1 bulunmamaistir (p=0,068).

PER-1 iceren izolat sayis1 genotip A ve B’de iki, genotip C’de 13’ diir. Genotip D’de
hi¢bir 6rnekde bulunmamaktadir. Bes ve daha az 6rnek igeren grupta sekiz, identik
banta sahip olmayan grupda alt1 izolatda, A1°de 1, B1’de dokuz, B2’de bir izolatda
PER-1 saptanmistir. PER-1 igeren izolatlarin genotiplere dagilimina ki-kare testi ile
bakilmis, genotipler arasinda PER-1 tagiyiciligi agisindan istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (p=0,001). Izolatlar istatistiksel anlaml1 olarak genotip C ve bes ve daha

az ornek igceren grupta kiimelenme gdstermistir.
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Resim 4.5, 4 genotipe ait PEGE bant profillers (M-
B, C: genotip €, D: genotip I, E: genotip E)

A B M C D

Moleldiler bitviikliik belirteci 50-1,000 kb (BIOLABS, Ingiltere), A: genotip A, B:genotip
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Resim 4.6. 4 genotipe ait PFGE dendogrami

we] M I
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Genotip A tiim izolatlarn %14,4’Und (n=29) icermektedir. Bu genotipe sahip
suglarin izole edildigi hastalarin 14’0 erkek, dokuzu kadindir. 16 6rnek reanimasyon,
dort ornek acil servis, ¢ 6rnek norosiriirji, iki 6rnek transplantasyon Unitesi, bir
postop, bir 6rnek gogiis cerrahi, bir kardiyoloji ve bir 6rnek de Groloji servisinden
gelmistir. Orneklerin 11 tanesi trakeal aspirat, yedisi kan kultiri, dordu kateter

kaltard, ikisi abse-yara, ikisi BOS, ikisi idrar kiltird, biri dren kaltarddar.

Genotip A’daki bitiin drnekler amikasin ve levofloksasin direnclidir. Orneklerin
%96,5°i (n=28) siprofloksasin, gentamisin ve sefaperazon-siilbaktama, %93’0 (n=27)
tetrasiklin, imipenem, meropenem, SAM, seftazidim, piperasilin-tazobaktam ve
sefepime, %37,9’u (n=11) trimetoprim-sulfametoksazole, %13’G (n=4) kolistine
direnclidir. Seftazidim ve piperasilin-tazobaktam’a iki izolat, gentamisine bir izolat

orta duyarli bulunmustur.

Genotip A’daki tim ornekler OXA-51 geni icermektedir. izolatlarm %93’U (n=27)
OXA-23 pozitiftir. OXA-23 igermeyen iki izolat tetrasiklin, SAM, trimetoprim-
sulfametoksazol, imipenem, meropenem ve sefepime karsi duyarli, seftazidim ve
piperasilin-tazobaktama kars1 orta duyarli bulunmustur. Bu iki izolat ayn1 hastadan
farkli tarihlerde gonderilen BOS 6rneklerinden izole edilmistir. 15 izolat (%51) gen
kasetleriyle birlikte sinif 1 integron igermektedir. Iki izolat ise PER-1 geni yoniinden

pozitif bulunmustur.

Genotip Al’deki 20 izolatin alt1 tanesi kolistin direnclidir. Genotip A’daki dort izolat
ile beraber toplam 10 kolistin direngli izolat bulunmaktadir. Bu oran biitiin kolistin
direngli izolatlarin (n=12) %83’iinii olusturmaktadir. PFGE genotip A ve Klinik
Ozellikleri tablo 4.9.’da gorilmektedir.
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Tablo 4.9. PFGE genotip A ve klinik 6zellikleri

Ornek Morg AK

Hasta Sus Tarih Cinsiyet Klinik

6150 20092011 E Kard  Idrar

7139 22072011 E Rea Kan
17183 0911201 K Rea Katet
20119 26.05.2011 K Nrs Abse
40178 01112011 K Rea Trak
40170 25102011 K Rea Trak
47110 23.042011 K Nrs BOS
47126 17.042011 K Nrs BOS
61 177 27.10.2011 E Acil Trak
69 19§ 15.11.2011 E Trans Trak
96 164 22.10.2011 E Acil Trak
101176 25.10.2011 K Acil Kan
105 153 (4.07.2011 K troloﬁ fdrar
124 199 15.11.2011 E Rea Trak
124194 20.11.2011 E Rea Abse
124 201 12.11.2011 E Rea Kan
129 9% 10.04.2011 E Postop Kan
129 105 16.04.2011 E Rea Kan
134197 08.11.2011 E Rea Trak
135 112 05.05.2011 K Rea Katet
135128 05.06.2011 K Rea Kan
140190 17112011 E Rea Kan
143195 10.11.2011 E Rea Katet
147183 27.102011 K Aci Trak
150 131 05072011 E Gog Cer Trak
151124 28052011 E Rea Katet
152161 25102011 E Trans Dren
153 187 06.122011 E Rea Trak
156 180 01112011 K Rea Trak

A baum-cal >32 R
Abamm >R
Abamm >12R
A baum-cal >32 R
Abamm >12R
Abamm >12R
Abamm >12R
Abamm >12R
Abam »32R
Abam »32R
Abam »32R
A baum-cal 32 R
Abam »32R
Abam »32R
Abaum-cal »32 R
Abam »32R
Abaum-cal »32 R
Abaum-cal »32 R
Abam »32R
Abaum-cal »32 R
Abaim >R
A baum-cal »32 R
Abaim >R
A baum-cal »32 R
Abaim >R
Abaim >R
Abamm >R
Abamm >R
A baum-cal >32 R

(P TE SAM

2R 38R »I68R
2R 38R »I68R
*2R B8R »168R
*2R B8R »168R
*2R B8R »168R
*2R B8R »168R
*2R <28 <418

*2R 45 <4128

*2R >8R >168R
*2R >8R >168R
*2R >8R >168R
*2R >8R >168R
*2R >8R >168R
*2R >8R >168R
»2R >8R »168R
»2R >8R »168R
»2R >8R »168R
»2R >8R »168R
»2R >8R »168R
»2R >8R »168R
2R R »I6BR
2R R »I6BR
2R R »I6BR
2R R »I6BR
2R R »I6BR
<058 >R »168R
2R 38R »I68R
2R 38R »I68R
2R 38R »I68R

SXT CAZ GN IMP LEV MEM TPZ

476R>16R>ER>ER 4R >fR »644R
476R>16R>ER>ER 4R >fR »644R
<1198 >16 R >8R >8R »4R >8R >644R
<1198 >16 R >8R >8R »4R >8R >644R
*4T6R>16R>ER>ER 4R >§R »644R
*4T6R>16R>ER>ER 4R >§R »644R
<1/19S 16 IM >8R <18 >4R <1S 644 1M
2385 16IMBIM<1S 4R 2S 644IM
>4T6R>16R>ER>ER =4 R >fR >644R
<1198 >16R>§R >8R >4 R >8R >644R
1198 >16R>8R >8R »4R >8R >644 R
<1198 >16R>§R >8R >4 R >8R >644R
2385 *16R>ER>ER =R >R >644R
<1198 >16R>§R >8R >4 R >8R >644R
»4/16R=16R>R >R >4 R >§R =644 R
2385 =16R>ER>ER »4R >§R =644 R
»4/16R=16R>R >R >4 R >§R =644 R
2385 =16R>ER>ER »4R >§R =644 R
»4/16R=16R>R >R >4 R >§R =644 R
2385 =16R>ER>ER »4R >§R =644 R
2388 *16R>ER >R »4R >8R »644R
<1198 >16R >8R »8R »4R »IR »644R
2388 *16R>ER >R »4R >8R »644R
<1198 >16R >8R »8R »4R »IR »644R
4T6R>16R>ER >8R »4R >8R »644 R
4T6R>16R>ER >8R »4R >8R »644 R
476R>16R>ER>ER 4R >fR »644R
2388 »16R>ER>ER »4R >fR »644R
2388 »16R>ER>ER »4R >fR »644R

CES FEB

»328R 16 R
»328R 16 R
»328R 16 R
»328R 16 R
»328R 16 R
»328R 16 R
<0588 §S

»328R 88§

=328R >16R
=328R >16R
=328R >16R
=328R >16R
=328R >16R
=328R >16R
=328R »16R
=328R »16R
=328R »16R
=328R »16R
=328R »16R
=328R »16R
»328R »16R
»328R »16R
»328R »16R
»328R »16R
»328R »16R
»328R »16R
»328R 16 R
»328R 16 R
»328R 16 R

COL
<18
<18
<18
<18
<18
<18
<18
<18
4R

<18
<18
4R

<18
<18
<18
<18
<18
<18
iR

<18
<18
4R

<18
<18
<18
<18
<18
<18
<18

0XA-23 0XA-24 0XA-31 OXA-38 PER-1 C5 IMP SIM VIM NDM

*

*

*
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Genotip B tiim izolatlarin %11,4’Unli (n=23) igermektedir. Hastalarin 16’s1 erkek,
altis1 kadindir. Dokuz 6rnek reanimasyon, dort ornek acil servis, ¢ 6rnek norosirtirji,
iki 6rnek genel cerrahi, iki ndroloji, bir dermatoloji, bir nefroloji ve bir drnek de
ortopedi servisinden gelmistir. Orneklerin 13 tanesi trakeal aspirat, alt1 tanesi abse-

yara, ¢ tanesi kan kiltird, bir tanesi idrar kaltaradur.

Genotip B’deki bitiin izolatlar siprofloksasin, tetrasiklin, seftazidim, levofloksasin,
meropenem, piperasilin-tazobaktam ve sefepime direncli kolistine duyarhidir.
Izolatlarm %95,6’s1 imipenem ve sefaperazon-silbaktama (n=22), %91,3’l (n=21)
SAM, %78’i gentamisine (n=18), %56,5’i trimetoprim-sulfametoksazole (n=13),
%43,4’t (n=10) amikasine direnclidir. Gentamisine (¢, sulbaktam-ampisiline iki,

trimetoprim-sulfametoksazol ve imipeneme bir izolat orta duyarl bulunmustur.

Genotip B’deki tim izolatlar OXA-51 ve OXA-23 geni icermektedir. 19 izolat
(%82,6) gen kasetleriyle birlikte simif 1 integron igermektedir. Iki izolat ise PER-1
geni yoniinden pozitif bulunmustur. PFGE genotip B ve klinik 6zellikleri tablo

4.10.’da gorulmektedir.
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Tablo 4.10. PFGE genotip B ve klinik ozellikleri
Hasta Sus Tarih Cinsiyet Klinik ﬁmel!turg AL (P TE SAM SXT CAZ GN DMP LEV MEM TPZ  (CES FEB COL OXA2S OXA-M4 OXA-31 OXA-3§ PER-1CS IMP SIM VIM NDM

133 27 B06200E  Rea Trak Abamm 4R 4R »6R 3R »30R »64R »16R>6R B R >R »128R »64R »64R <038 * *

1 3 BHNNE Gnc  Abse Abamm  <2S MR >I6R>IR <208 4R <IS >I6R >8R >16R »18R 4R >64R <058 * * '
4 55 110200E  Acl Trak Abmm <28 A4R>6R>1R 4 »4R<IS >6R R>I6R »18R >64R >64R <038 * * !
109 69 15.012011E Goe  Kan Abamm  <§S IR >8R >8R »4/76R >I6R 8IM R 4R>BR »644R >BR>16R<I§ * *

155 73 2701200K  Nef  Abse Abaum-cal >32R )R X8R >16/8R »4/6R >I6R >8R 3R 4 R>R »644R >328R>16R<IS * * o

35 80 07.002011E Ortop Abse Abaum-cal <§§ »2R >8R >168R »476R »16R »§R >8R 4R>BR »644R>3ER>6R<S * * !
70 86 10022011E  Dermat Abse Abaum-cal 2R *2R 38R »168R »476R *I6R >8R >8R A4 RR »644R »0BR>16R<1§ * * !
81 90 1SM20IIE  Rea [Trak Abaum 165 2R 8R »168R »476R »I6R >8R >8R 4 R>8R »644R >DBR>16R<1§ * * '

§ 91 1503201E  Rea Trak Abaumcal »32R >R >8R »168R <1198 >16R >8R »8R 4 R>§R »644R >3ER>16R<1§ * * !
65 93 15M2011E  Rea  Trak Abaum-cal 16§ 2R :8R »168R 2388 »I6R >8R >8R AR:R »644R >0BR>6R<1§ * * o
37 96 12042011K  Rea Trak Abam <85 )R 8R »168R 2385 »I6R >8R >8R 4 R>BR »644R >DBR>16R<1S * * '
130 97 1204201E  Rea Trak Abam >32R )R R >16/8R »4/6R>I6R >8R >R 4R>fR »644R >328R>16R<I§ * * !
56114 2052011E  Nor  Trak Abaum 168 2R :8R »168R 476R *I6R >8R >8R A4R>BR »644R »0BR>16R<1§ * * !
10123 0106201K  Nor  Trak Abaum-cd 8§ >R R »168R »4/76R>I6R § M R 4R>R »644R >328R>16R <1 * * '

7133 1207201E  Rea Kan Abam >R >R >8R >168R »476R>16R >8R »8R 4 R>§R »¢44R >3ER>16R<1§ * * !
18 BOT0UE Adl Kan Abamecdl »32R »)R AR »168R »4/6R»I6R >8R R MRAR »644R »328R6R<I§ * * !
514 WONIE Ny fdar Abamecal 85 2R 8R I68R 4T6R>I6R >R BR 4RBR 644R>ER>6R IS * * '
127142 1608201E  Rea  Abse Abaum-cal >32R )R R >16/8R »4/6R>I6R >8R >R 4R>R »644R <0588>16R<I§ * * !
U154 610200E  Nig o Trak Abmm <168 »)R R 1681M 2388 »I6R:8R R MRAR »644R >328R:6R<IS * * !
49165 B10201E  Rea Trak Abamcad8S >R >8R »168R 2385 »I6R§IM R 4R>R »644R »328R>16R<IS * * '
UL OLIL2NK N AbseAbamm 165 >R >8R 168IM 2385 »I6R>8R §IM »4R>§R »644R >38R>16R<I§ * * !
3188 06.122001K  Acl Trak Abmm »32R »)R AR »168R <U/198 »16R >8R R M4RAR »644R >328R6R<I§ * *

2091 51200K  Acl  Trak Abmm  »32R »)R X8R »168R 2385 »I6R >8R R 4R>R »644R >328R>16R<IS * *
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Genotip C tiim izolatlarin %8,9° unu (n=18) igermektedir. Hastalarin 11°i erkek, yedisi
kadindir. Baz1 hastalardan birden fazla 6rnek alinmistir. Dokuz 6rnek acil servis, yedi
ornek reanimasyon, bir tiroloji ve bir érnek de néroloji servisinden gelmistir. Orneklerin
11i trakeal aspirat, dordl kan kaltard, biri BOS , biri idrar, biri de doku kalttradur.

Genotip C’deki bdtin 0Ornekler siprofloksasin, SAM, seftazidim, imipenem,
levofloksasin, meropenem ve piperasilin-tazobaktam direngli kolistine duyarhdir.
Izolatlarm %94°0 sefepim, trimetoprim-sulfametoksazol, tetrasiklin ve sefaperazon-
stilbaktama (n=17), %16’s1 amikasine (n=3) direnglidir. Tetrasiklin, sefaperazon-

stilbaktam, gentamisin ve amikasine bir 6rnek orta duyarli bulunmustur.

Genotip C’deki tim ornekler OXA-51 ve OXA-23 geni icermektedir. Dokuz izolat
(%50) gen kasetleriyle birlikte sinif 1 integron igermektedir. 13 izolat ise PER-1 geni
yoniinden pozitif bulunmustur. PFGE genotip C ve Klinik 6zellikleri tablo 4.11.’de
gorilmektedir
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Tablo 4.11. PFGE genotip C ve klinik ozellikleri

HastaSusTarh  Cinsivet Klinik OmekMorg AKX (PP T SAM SXT CAZ GN DMP IEV MEM TPZ CES FEB COL  OXAJS OXA-4 OXA-51 OXA-38 PER CS IMP SIMVIM NDM

$6709012011K  Rea Kan Abaumcal >R )R »8R »168R>4T6R>I6R >8R >8R 4R 4R »644R>328R »16R <I1§ * * r
158 120M42000K  Rea Trak Abmm 165 4R »I6R>32R »30R »64R »16R>16R R »I6R »18R »64R »4R <038 * * top
13 430M200E  Ad Trak Abmm 165 4R »I6R>32R »30R »64R »16R>16R 4R »I6R »18R »64R »4R <038 * * top
0 60603200E  Acl Trak Abaum 165 4R >16R>1R >320R »64R »16R >I6R >8R »I6R >8R »64R >64R <038 * * tp
U3 7T05052000E  Acl Trak Abamm 168 »4R »16R>32R >320R »64R »16R>16R >8R »I6R »18R 4R »64R <058 * * ¢
48 WI0200E  Ad Kan Abmm 165 »4R »6R>32R >30R »64R »16R>16R >8R »I6R »18R 4R 4R <058 * * ¢
BANMN0K  Nor Trak Abmm 165 »4R »16R>32R >30R »64R »16R >16R >8R »I6R »18R 4R 4R <058 * * ¢
0 BISOS2NE  Ad Trak Abam 165 4R 16R>DR >R »64R »16R>I6R >R »I6R>I8R »64R »64R 05§ * * *

144 3016062000 K Acl Trak Abamm 168 »4R »16R>32R >320R »64R »16R>16R >8R »I6R »18R 4R 4R <056 * * *

6 312606200 E  Rea Doku Abaum 165 »4R »16R>1R »10R »64R »16R>16R »BR »I6R >I8R »64R (4R 05§ * * *

39 320006200K  Ad Trak Abaum 165 4R »16R>1R »10R »64R »16R>I6R»BR »I6R >I8R »64R  »64R 05§ * * *

15 3006200 E  Adl Trk Abam 168 »4R »I6R>12R »320R »64R »I6R>I6R >8R »16R »128R »64R »64R <058 * * *

3 350501200K  Rea Trak Abaum 8§ 4R :I6R>DR >R »64R »16R>I6R >R »I6R>I8R »64R »64R 2§ * * *
5765 MOI0ME  Urolofi ldrar Abammcal <88 )R 38R I68R>4T6R>16R §1M 38R 4R >8R >644R>3ER »16R <15 * * *
9 WITBNME  Ad Trk Abam <88 >R >8R »168R238S »I6R >8R >R 4R >R >644R>1ER »16R <I§ * * *
41 1010052000K  Rea Kan Abmm »64R »4R »16R>32R >320R »64R »16R >16R >8R »I6R »18R 4R 4R <058 * *

9 1 M402010E  Rea Kan Abaum »04R 4R >16R>R »10R »64R >16R>16R »BR »I6R 18R 1M »64R <055 * *

36 91.05200E  Rea BOS Abmm 32IM »4R 8IM »32R >320R »64R »16R>16R >8R »I6R »18R »4R 4R <058 * *
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Genotip D tiim izolatlarin %3,4’0nu (n=7) icermektedir. Hastalarin tamami erkektir..
Bazi hastalardan birden fazla 6rnek alinmistir. Dokuz 6rnek reanimasyon, bes 6rnek
norosirlrji, iki genel cerrahi, bir 6rnek de fizik tedavi ve rehabilitasyon servisinden

gelmistir. Orneklerin dordil kan kiiltir, ikisi abse, biri balgam kultiiridiir.

Genotip D’deki butiin 6rnekler amikasin, siprofloksasin, SAM, trimetoprim-
sulfametoksazol, gentamisin, seftazidim, imipenem, levofloksasin, meropenem,
piperasilin-tazobaktam ve sefaperazon-silbaktama direncli, kolistine duyarlidir.
Seftazidim ve tetrasikline iki, sefepime bir 6rnek orta duyarli bulunmustur. Genotip
D’deki tim ornekler OXA-51 ve OXA-23 geni icermektedir. Ug izolat (%42) gen
kasetleriyle birlikte sinif 1 integron igermektedir. PFGE genotip D ve Kklinik

Ozellikleri tablo 4.12.”de gorilmektedir

Hicbir grup ile identik banda sahip olmayan 25 izolat vardir. Bu gruptaki hastalarin
13’1 erkek, 12’°si kadindir. Yedi 6rnek reanimasyon, bes acil, {i¢ norosiriirji, dort
genel cerrahi, bir dermatoloji, bir gastroentereoloji, bir nefroloji, bir néroloji ve iki
tane de iiroloji servisinden gelmistir. Orneklerin sekizi kan kulturG, altisi trakeal

aspirat, altis1 abse-yara, biri balgam, ikisi idrar, ikisi dren kilttrudur.

Bes ve daha az ornek igeren grupta 37 izolat vardir. Bu gruptaki hastalarin 26°s1
erkek, sekizi kadindir. 25 Ornek reanimasyon, alti ndrosiriirji, t¢ acil, bir
transplantasyon, bir genel cerrahi ve bir tane de iiroloji servisinden gelmistir.
Orneklerin 12’si trakeal aspirat, 10°u kan kultir, yedisi abse-yara, tigii BOS, biri
balgam, biri idrar, biri kateter, biri peritoneal sivi, biri dren kiltiridir. Kolistin

direncli iki izolat bu gruba aittir.
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Tablo 4.12. PFGE genotip D ve klinik dzellikleri

BT Chohlflk Ok o K (P 0 S ST GGV P OB OBV T (7B COL ORAJD OGAMOKASTOKASS PR (5 P SMC VM NN
1 DOINE G K AbamedlDROIR S0 66R400R AR AR MROR URAIRAGR S * :

SL06 BOOME  Ren Abse Atameal 1R 1R S0 68R 4768 216 AR AR MROAR S4ROBRIGDI (S * *

0T BOME Rea A Al CURMRAS I6BROVTER 16D0AR AR HRAR EARERAGR 48 P * *

B0 BEME Y5 Ko Abm >ﬁ4R>4R>16R>3?R ANR R AR R AR R R KR HR 435 *

B0 BENOE N Bdr Abam MRHRAS AR IR HRAGRORAR R GNRAR R 455 *

160 4 REANE Rea K Al SBRAR IR AR IR R AGRAGR AR SR IRR SR Q35 *

D5 UEI0E R Km Abam HRMRAS RR SN0 SHRUORAERAR SR UIRAR R 551 *



Yillara gore bakildiginda gonderilen biitiin 6rnekler iginde 64 tanesi 20.04.2010 —
30.12.2010, 137 tanesi 04.01.2011 - 06.12.2011 tarihleri arasinda gonderilmistir.
Vitek 2 sistemi 2010 yilinda gonderilen 64 O6rnegin 56 tanesinde kullanilmistir.

Geriye kalan biitiin 6rnekler Phoenix BD sistemi ile identifiye edilmistir.

2010 yilinda genotip A’ya ait izolat saptanmamistir. Genotip C’den 15, genotip D’
den dort, genotip B’den (i¢ 6rnek 2010 yilinda gonderilmistir. Alt1 6rnege ait izolat
hicbir grup ile identik banta sahip degildir. Bes ve daha az 6rnek iceren grupta 2010
yilina ait 11 6rnek vardir. Genotip A1’den bes, A2’den dort, B1’den 12, B2’den bir,
Cl’den iki, C2°den bir izolat 2010 yilina aittir.

2010 yilina ait biitiin 6rnekler ¢oklu ilag¢ direngli bulunmustur. 38 6rnek reanimasyon
servisinden gonderilmistir. Bunu acil (n=13) ve ndorosiriirji (n=4) servisleri takip
etmektedir. En fazla trakeal aspirat (n=28), kan (n=20) ve abse-yara (n=8) kltirl

gonderilmistir.

Antibiyotik duyarliliklarina bakildiginda en duyarli antibiyotiklerin kolistin
(izolatlarin tamami) ve amikasin (n=32) oldugu saptanmistir. Bu iki antibiyotigi

gentamisin (n=9) ve sefaperazon-sulbaktam (n=9) izlemektedir.

2011 yilinda gonderilen 6rneklerden izole edilen izolat i¢inde genotip A’dan 29,
genotip B’den 20, genotip C ve D’den Ug¢ izolat bulunmaktadir. 19 6rnege ait izolat
higbir grup ile identik banta sahip degildir. Bes ve daha az drnek iceren grupta 2011

yilina ait 26 6rnek vardir.

2011 yilina ait 126 izolat ¢oklu ilag diren¢li bulunmustur. 70 6rnek reanimasyon
servisinden gonderilmistir. Bunu norosiriirji (n=21) ve acil (n=16) servisleri takip
etmektedir. En fazla trakeal aspirat (n=43), kan (n=35) ve abse-yara (n=29) kltirl
gonderilmistir. Antibiyotik duyarliliklarina bakildiginda izolatlara karsi1 en duyarli
antibiyotiklerin kolistin (n=125) ve trimetoprim-sulfametoksazol (n=58) oldugu

saptanmistir. Bu iki antibiyotigi amikasin (n=31) ve tetrasiklin (n=21) izlemektedir.
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5. TARTISMA

Yogun bakim fiiniteleri hastane enfeksiyonlarinin en sik goriildiigii birimlerdir ve
buna paralel olarak Acinetobacter enfeksiyonlar1 da en sik yogun bakim {initelerinde
gorilmektedir (Bergogne-Berezin ve ark., 1996). Erben ve ark. (2006) Acinetobacter
tlrlerinin en sik gorildigi servisin %38 ile Anesteziyoloji ve reanimasyon yogun
bakim (nitesi oldugunu bildirmiglerdir. A. baumannii, yatan hastalarin hemen
yakinlarinda gesitli yiizeylerde uzun siire canli kaldigindan bu yiizeylerden hastalara
dogrudan veya hastane ¢alisanlarimin elleriyle dolayli olarak bulasabilir (Cisneros ve
ark., 2002). Acinetobacter tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlara kontamine
nemlendiriciler ve ventilatér aksamimn siklikla neden oldugu disiiniilmektedir
(Smith ve Massanari, 1997). Yogun bakim birimleri, bu tip ekipmanlarin yaygin
olarak kullanildig1 6zellesmis tedavi merkezleridir. Anesteziyoloji ve reanimasyon
yogun bakim iinitesinde Acinetobacter tlrlerinin neden oldugu enfeksiyonlar1 daha
stk géormemiz, kritik hastalarin bu iinitede takip edilmesi ve bu hastalara mekanik
ventilasyon, trakeostomi/entiibasyon, santral kateterizasyon ve uriner Kkateter gibi
invaziv girisimlerin daha sik uygulanmasi ile agiklanabilir. Calismamizda da
anesteziyoloji ve reanimasyon yogun bakim tinitesi % 53,7 ile A.baummannii’ nin en

sik izole edildigi yerdir.

Villers ve ark. (1998) Acinetobacter izolatlarinin siklikla solunum sistemi, triner
sistem, yara yeri, santral sinir sistemi ve kan dolasim yolu enfeksiyonuna neden
olduklarimi ortaya koymustur. Balc1 ve ark. (2010) Acinetobacter izolatlarini en sik
solunum sistemi ve yara materyalinden izole etmislerdir. Cetin ve ark. (2006), 129
Abaumannii izolatint siklikla yogun bakimlardan gonderilmis olan kan
kiltirlerinden ve trakeal aspirat drneklerinden izole etmislerdir. Caligmamizda 71
izolat (%35,3) trakeal aspirat, 55 izolat (%27,3) kan kultird ve 37 izolat da (%18,4)

abse- yara orneklerinden izole edilmistir.
A. baumannii - A. calcoaceticus kompleksine ait birbirleriyle klinik iligkili olan Ug¢

llye otomatize sistemler ile heniiz ayrilamamaktadir (Brown ve Amyes, 2006).

Ayrica A. baumannii, genomik tir 3 ve 13 TU, genis kullanimi olan identifikasyon
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sistemleri ile A.baumannii olarak tanimlanmaktadir. Bu nedenle “’A. baumannii - A.
calcoaceticus kompleksi’” yerine “’A. baumannii grubu’’ denmesi daha uygun
gorilmektedir (Brown ve Amyes, 2006). Bu terminoloji ile ortak klinik ve
epidemiyolojik 6zellikleri paylasan bu {i¢ liye ayni grupta toplanmis olacak ayrica
cevresel bir tir olan A. calcoaceticus isminin gegmesiyle olusan isimlendirme
karigikliginin da Oniine gecilmis olacaktir. Caligmamizda 201 Ornegin 128 tanesi
A.baumannii, 73 tanesi A. baumannii - A. calcoaceticus kompleks olarak identifiye

edilmigtir.

Hastane enfeksiyonlari, hastanede kalig siiresini uzatarak, mortalite ve morbidite
oranlarini arttiran ve tedavi maliyetlerini ylikselterek ekonomik kayiplara yol acan
onemli bir saglik problemidir (Bayat ve ark. 2003; Rosenthal ve ark, 2004; Inan ve
ark. 2006; Leblebicioglu ve ark. 2007). Khan ve arkadaglar1 (1995) hastane
enfeksiyonlarinin Tirkiye’ye maliyetinin 48 milyon dolar oldugu rapor edilmistir.
Kayiplarin en 6nemli nedenlerinden biri hastane enfeksiyonlarmin hastanede kalis
stiresini 4-33,5 giin kadar uzatmalaridir. Kayiplar1 yiikselten diger 6nemli bir neden
antibiyotik kullanimindaki artistir ve tedaviye yiikledigi giinlik ek maliyet 48,5-
111,7 dolardir (Yalgin ve ark, 2004). Neden olduklar1 mortalite artis1 ise %4-33
kadardir ve en yiikksek mortalite oran1 hastane kaynakli pnomonide gorulmektedir
(Yalgin ve ark, 2004).

A. baumannii’nin antimikrobiyal duyarlilik oranlari farkliliklar gostermektedir. En
stk beta-laktam antibiyotiklere, aminoglikozidlere ve florokinolonlara direng
gorulmektedir (Weinbren ve ark. 1998; Bou ve ark. 2000; Roberts ve ark. 2001)
A.B.D.’de yapilan bir ¢alismada duyarlilik oranlari imipenem i¢in %24, seftazidim
icin %8, amikasin i¢in %13, siprofloksasin i¢in %7, tobramisin i¢in %15, gentamisin
icin %32, sulbaktam ampisilin igin %28 bulunmustur (Bernards ve ark 2004). Bizim
caligmamizda en fazla florokinolonlara (siprofloksasin %97, levofloksasin %95,5) ve

piperasilin/tazobaktama (%96) direng gorulmektedir.

Ulkemizde yapilan gesitli calismalarda A.baumannii icin diren¢ oranlar1 imipenem

icin %63, siprofloksasin igin %32-87, amikasin igin %41-70, sefepim igin %46-93,3,
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ofloksasin i¢in %58, gentamisin igin %62-87, trimetoprim/ sulfametoksazol igin
%63-75, piperasilin/tazobaktam icin %44.1-100, seftriakson igin %77-85, piperasilin
icin %77,5- 100, ampisilin/sulbaktam icin %65-92,5 olarak bildirilmistir (Arda ve
ark, 2000; Gurler ve ark. 2000; Erol ve ark. 2002; Tatman ve ark; 2003; Yayli ve
ark. 2003; Karshgil ve ark. 2004). Balc1 ve ark. (2010) ¢alismalarinda seftazidim ve
seftriakson i¢in direng oranlarini sirasiyla %99 ve %97 olarak bulmuslardir. Gazi ve
ark. (2007)’nin izole ettigi 402 A. baumannii izolatinin %20,9°’u amikasine, %29,9°u
netilmisine, %36,3’0 meropeneme, %40,5’i imipeneme, %57,2’si siprofloksasine,
%66,4’0 piperasilin-tazobaktama, %69,4’0 seftazidime, %69,7’si ampisilin-
sulbaktama, %71,1’i gentamisine, %84,6’s1 seftriaksona ve %84,6’s1 aztreonama
direngli  bulunmustur. Yavuz ve ark. (2006) Acinetobacter izolatlarinin
ampisilin/sulbaktam, seftazidim, seftriakson, piperasilin/tazobaktam ve sefepim
direng oranlarinin sirasiyla %82, %82, %88, %72 ve %61 oldugunu saptamiglardir.
Calismamizda seftazidim, sefepim, ampisilin/sulbaktam, piperasilin/tazobaktam igin
direng oranlar1 sirasiyla, %94,5, %89,5, %87,5, %96 olarak bulunmustur. Uglincii
kusak sefalosporinlere bu kadar yiiksek diizeyde direng olmasi, bu
antimikrobiyallerin toplumda ve hastanede ¢ok yaygin kullanimlarina bagli olabilir.
Bizim ¢aligmamizda test edilen tum izolatlar i¢in en etkili antimikrobiyal ajan %93,5
duyarlilik orani ile kolistin olarak tespit edilmistir. ikinci sirada ise %32 duyarlilik
oram ile amikasin ve trimetoprim-siilfametoksazol yer almistir. Tetrasiklin igin %12,
sefaperazon/sulbaktam igin %10, imipenem icin %8, gentamisin igin %7,5,
meropenem i¢in  %6,5, sefepim icin %6, ampisilin-sulbaktam igin %4,5
siprofloksasin igin %3, levofloksasin icin %2,5, seftazidim icin %1,5, tazobaktam-
piperasilin igin %1 seklinde duyarlilik oranlar1 tespit edilmistir. Bu sonuglara gore
elde edilen direng oranlar1 {ilkemizde yapilan gesitli calismalardaki iist yiizdelere

daha yakin goriinmektedir.

A. baumannii kompleksine ait dogal beta-laktamazlar izolatlarin neredeyse
tamaminda tanimlanmig olan OXA-51 benzeri beta-laktamazlar ve ampC-tipi
sefaloporinazlardir. Cesitli cografik bolgelerde su ana kadar en az 18 OXA-51
varyant1 saptanmistir (Brown ve ark., 2006; Turton ve ark., 2006; Vahaboglu ve ark,

2006). Ancak bu enzimlerin timii zayif karbapenemaz aktivitesi gosterir ve ampisi-
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linden daha zayif bir substrat olan sefaloridin hari¢ sefalosporinlerin hicbirisi bu
enzimlerle hidrolize olmaz. Bu genler ve iliskili enzimlerin ekspresyon seviyesinin
diisiik oldugu gorulmektedir. A. baumannii OXA-51 enzim kimesi Uyelerinden
sadece OXA-69, karbapenemler dahil tiim beta-laktamlara direncte etkin rol oyna-
maktadir. Ek olarak A. baumannii OXA-51 benzeri enzim analizleri, tim izolatlarda
blaOXA-51 benzeri gen bulunmasina ragmen sadece 1SAbal ile komsu olan blaOXA-
51 benzeri genleri tagiyan izolatlarin karbapenem direngli oldugunu gdstermistir
(Turton ve ark., 2006). Bu enzimlerin siklikla diger kiimelere ait kazanilmis OXA-
tipi enzimlerle kombine olarak bulundugu ve belirli sartlar altinda karbapenem
direncinde en azindan sinerjik rolii olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Woodford ve ark.,
2006). Calismamizda da benzer sekilde tek basina OXA-51 bulunan (diger OXA
genleri bulunmayan) izolatlarin tamami (n=12) imipenem ve meropenem duyarli
veya orta duyarli bulunmustur. Bu izolatlar beraberinde OXA-genlerinden biri veya
birkag1 bulundugunda imipenem ve meropenem direngli hale gelmiglerdir. Yine de
caligmamizda karbapenem direncinden sorumlu olan diger mekanizmalar (dis
membran proteinleri ve efliks sistemleri) dislanamadigi i¢in, izolatlarin imipenem ve
meropenem direncinden OXA-51 ile beraber bulunan diger OXA-genlerinin sorumlu

oldugu sdylenemez.

OXA-58 ilk olarak Fransa’da saptanmistir (Poirel ve ark., 2005). OXA-58 tipi
enzimler tiim diinyada farkli cografi bolgelerde saptanmistir (Marqueé ve ark., 2005;
Coelho ve ark., 2006; Poirel ve ark., 2006). OXA-58’in A. baumannii’de eksprese
oldugunda karbapenemlere duyarlilig1 azaltip, asir1 ekspresyon durumunda da yiiksek
karbapenem direncine yol agtig: bildirilmistir (Héritier ve ark., 2005). Calismamizda
da benzer sekilde OXA-58 iceren yedi 6rnegin tamaminin imipenem ve meropeneme

direngli oldugu goriilmiistiir.

Yapilan birgok caligmada Acinetobacter tirlerinde meropeneme karsi direncin
imipeneme gore belirgin sekilde daha fazla oldugu bildirilmektedir. Bunun nedeni
olarak da meropenemin MIK50 ve MIK90 degerlerinin imipeneme gore daha yiiksek
olmasi gosterilmektedir (Duenas Diez ve ark, 2004; Balc1 ve ark. 2010). Bizim

calismamizda da bu verilerle uyumlu olarak meropenem direncinin imipeneme gore
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biraz daha yuksek oldugu gorulmektedir (Meropenem igin %6,5, imipenem igin %8

duyarlilik orani).

Gram negatif organizmalarda MBL enzimi giiniimizde bes ana grupta
toplanmaktadir: IMP, VIM, SPM, GIM ve SIM. A.baumannii izolatlarinda ise
simdiye kadar IMP-1, IMP-2, IMP-4, IMP-5, IMP-6, IMP-11, VIM-1, VIM-2, SIM-1
ve NDM-1 tip MBL tespit edilmistir. A. baumanni’de diinyada oldugu gibi
Avrupa’da da IMP-1 tipi MBL’lerin sik olmasi nedeniyle ¢alismamizda IMP-1 tipi
MBL’leri arastirdik.

MBL genleri agisindan iilkemizde sinirli sayida ¢calismaya rastlanmaktadir. Hacettepe
Universitesi’nde yapilan bir calismada 110 P. aeruginosa izolatindan 11 tanesi
blaVIM geni agisindan pozitif bulunmustur. izolatlar blaIMP geni agisindan da
arastirilmis ancak pozitiflik bulunamamistir (Cakar, 2005). Aktas ve arkadaslari
(2008) E-Test ile MBL pozitif bulunan P. aeruginosa ve A. baumannii izolatlarinda
blaIMP ve blaVIM geni agisindan pozitiflik bulamamiglardir. Aktas ve arkadaslari
(2006) Turkiye’de ilk defa K.pneumonia izolatinda IMP-1 enzimi saptamiglardir.
Toleman ve ark. (2005) Enterobacter cloacae izolatinda IMP-1 enzimi
saptamuslardir. Ozgiimiis ve arkadaslar1 (2007) 100 P. aeruginosa izolatindan bir
tanesinde VIM tipi, dokuz tanesinde ise IMP-1 tipi MBL geni saptamislardir. Bahar
ve arkadaglar1 (2004) yayinladiklari raporda, bir K. pneumoniae izolatinin genotipik
yontemlerle VIM-5 tipi MBL iirettigini rapor etmislerdir. Yine Bahar ve arkadaslari
(2004) P. aeruginasa izolatinda, Gacar ve arkadaslar1 (2005) E. cloacea izolatinda,
Poirel ve arkadaslar1 (2009) Pseudomonas putida izolatinda VIM-5 MBL geni rapor
etmiglerdir. PZR analizi ile MBL varligin1 saptamak giivenilir bir yontem olmasina
ragmen her zaman MBL genini saptayamadigina dair yaymnlara da rastlamak
mumkinddr: Gibb ve arkadaglari (2002) yayinladiklar1 bir raporda, kullandiklari
blaVIM ve blalMP primer setleri ile bir P. aeruginosa izolatinda MBL genini
saptayamadiklarini, ancak genomik DNA’y1 bir plazmidde klonladiktan sonra
yapilan sekans analizi ile blaIMP genini saptayabildiklerini belirtmiglerdir. Su ana
kadar A. baumannii’de VIM enzimleri de oldukga nadir olarak saptanmistir. Sadece

Guney Kore’den VIM-2, Yunanistan’dan da VIM-1 bildirimleri yapilmistir (Tsakris
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ve ark., 2006; Yong ve ark., 2006). SIM de VIM gibi nadir olup sadece Kore’deki
A.baumannii klinik izolatlarinda bildirilmistir (Lee ve ark., 2010). Bizim
calisgmamizda da arastirilan 201 izolatta blaIMP, blaSIM ve blavVIM genleri

saptanamamuistir.

NDM-1 ilk defa 2008 yilinda bir K. pneumoniae izolatinda saptanmistir. Turkiye’de
de K. pneumoniae izolatinda saptanmig (Poirel ve ark., 2012) ancak heniz
A.baumanni izolatinda goriilmemistir. Bizim c¢alismamizda da NDM-1 geni

saptanamamuistir.

Calismamizdaki 6rneklerin sahip oldugu, karbapenemleri de igceren yiksek diizeyde
beta-laktam  direncini enzimatik mekanizmalar ile ag¢iklamak miimkiin
olamamaktadir. Her ne kadar izolatlarin tamami1 OXA-51 ve biiyiik cogunlugu OXA-
23 yoniinden pozitif bulunmus olsa da MBL’larin okzasilinazlara oranla yiiksek
dizeyde karbapenem hidrolize edici etkileri oldugu bilinmektedir (Poirel ve
Nordmann, 2006). Ayrica Bou ve arkadaglart (2000)’nin yaptigi, karbapenemaz
ureten ve vyiksek diizeyde karbapenem direncine neden olan c¢oklu direncli
A.baumannii salgini tamamen beta-laktamazlarin varligina baglanamamistir. Hujer
ve arkadaslarinin (2006) yaptig1 calismada IMP, VIM ve GIM MBL’lara bakilmis
ancak yiiksek diizeyde karbapenem direncine ait bir kanit bulunamamis ve
calismanin dig membran proteinlerine yonelik olarak devam edilmesi Onerilmistir.
Benzer sekilde bizim g¢alismamizda da karbapenemleri de iceren beta laktam
direncinden enzimatik mekanizmalarla beraber dis membran proteinleri ve efliiks

sistemlerinin sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir .

PER-1 GSBL igeren A. baumannii izolatlar1 penisilinlere ve genis spektrumlu
sefalosporinlere yiksek dizeyde direnclidir. Karbapenem direncinden diisiik
derecede sorumludur veya neden olmazlar (Poirel ve ark., 1999; Ferrara, 2006).
PER-1 A. baumannii Tiirkiye ve Kore’de oldukga yaygindir (Yong ve ark., 2003;
Kolayli ve ark., 2005 ). Ayrica Fransa, Belgika, Bolivya, ABD ve Romanya’da
bildirilmistir (Celenza ve ark., 2006; Naas ve ark., 2006; Hujer ve ark., 2006).
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Tirkiye’de Kolayli ve arkadaslarinin (2005) yaptigi bir calismada 84 Ornegin
%31’inde, Vahaboglu ve arkadaslarinin (1997) yaptig1 bir calismada 72 Ornegin
%46’sinda PER-1 geni pozitif bulunmustur. Benzer sekilde Belgika’da Naas ve
arkadaglar1 (2006) sekiz 6rnegin iki tanesinde, Kore’de Yong ve arkadaglari (2003)
97 6rnegin %54’nde PER-1 genini pozitif bulmustur. Calismamizda da 201 6rnegin
%21 inde PER-1 pozitif olarak saptanmistir. Vahaboglu ve arkadaglarinin (1997)
yaptig1 ¢calismada PER-1 iceren ESBL ureten izolatlar yuksek diizeyde gentamisin ve
diisiik diizeyde amikasin direnci gosterirken, imipenem ve meropeneme duyarli ve
orta duyarli bulunmustur. Bizim ¢alismamizda da yiksek dizeyde gentamisin ve
diisik diizeyde amikasin direnci ile birlikte orta- yiksek diizeyde imipenem ve

meropenem direnci saptanmistir.

Hastane kaynakli Acinetobacter izolatlarinda antimikrobiyal diren¢ ve integron
tagiyicilign arasindaki baglantinin arastirilmasi, direng mekanizmalarina agiklik
getirilmesi ve epidemiyolojik verilerin ortaya konulmasi agisindan yararl
gorilmektedir (Koeleman ve ark., 2001; Liu ve ark., 2006). Bugiine kadar yapilan
caligmalarda Acinetobacter tiirlerinde smif 1 integron yapisinin yaygin (% 35-100)
oldugu bildirilmistir (Oh ve ark., 2002; Turton ve ark., 2005; Gaur ve ark., 2007).
Integron tagryan A. baumannii izolatlar1 tasimayanlara oranla daha direnglidir (Gu ve
ark., 2007).

Bizim g¢aligmamizda da %55,7 oram ile siif 1 integron pozitifligi bulunmustur.
Integronlarda MBL genleri ile birlikte farkli grup antibiyotiklere karsi direng
kazandiran gen kasetlerinin bir arada bulunabilmesi bizim bulgularimizla da uyumlu
olarak coklu ilag direncli fenotiplere yol agmaktadir. Yiiksek integron tasiyiciligi,
hastanemizdeki klinik 6rneklerden elde edilen coklu ilag direncli A. baumanii

izolatlarinin yayilim potansiyelini gostermesi agisindan 6nemli bir bulgudur.

Giiniimiizde molekiiler yontemler ile integron bolgesinin haritasinin ¢ikarilmasinin
bu gibi izolatlar i¢cin uygun bir epidemiyolojik ara¢ oldugu yoniinde goriisler
bulunmaktadir (Levesque ve ark., 1995; Koeleman ve ark., 2001; Turton ve ark.,

2005; Gaur ve ark., 2007). Calismamizda molekiiler tiplendirme i¢in PFGE yontemi
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kullanilmis olup integron gen kasetleri ile yapilan tiplendirme yonteminin de
destekleyici bir yontem olarak PFGE ile birlikte kullanilabilecegi diisiiniilmiis ancak
caligmaya dahil edilmemistir. Yapilan gesitli ¢alismalarda (Ruiz ve ark., 2003;
Turton ve ark., 2005) aym genotipi tasiyan izolatlarin farkli integronlar
tagtyabildikleri gibi farkli genotiplerdeki iliskisiz izolatlarin ayni integrona sahip
olabildikleri ortaya konulmustur. Bizim ¢alismamizda integron gen kaset igeriklerine
bakilmamis suslarin sinif 1 integron tasiyiciliklarina sayisal olarak bakilmistir, farkl

genotiplerin farkli sayilarda sinif 1 integron igerdikleri saptanmistir.

Acinetobacter’den izole edilen integronlarin beta-laktam, aminoglikozid, klo-
ramfenikol, trimetoprim ve rifampisin direncinde rol oynayabilecegi ifade edilmistir
(Towner ve ark., 2008). Oh ve arkadaslarinin (2002) yaptig1 bir ¢aligmada Simf 1
integron tasiyan izolatlarin beta laktam antibiyotiklere, aminoglikozidlere,
florokinolonlara ve sulfometaksazole direng gosterdigi belirtilmistir. Trimetoprim-
sulfametoksazol direncine neden olan genlerin (dhfr) integronlar (izerinde tasindigi
bilinmektedir (Gu ve ark. 2007; Houang ve ark. 2003). Calismamizda biitiin izolatlar
icinde trimetoprim-sulfametoksazol duyarli izolat sayis1 64 iken (%31) integron
iceren izolatlarda duyarl izolat sayis1 28 (%25)’ dir. Trimetoprim-sulfametoksazol
direnci ile simif 1 integron tasiyiciligr arasindaki iliski de istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p=0,028). Karbapenem direngli Acinetobacter tirlerinde OXA
genlerinin integronlarin {izerinde bulunup bulunmadig: ile ilgili gesitli ¢alismalar
yapilmigtir. Brown ve ark (2006) integronlarin iizerinde hicbir OXA-geni
saptayamamisken Margarita ve ark (2002) integronlarla taginan OXA-37 geni
saptamistir. Calismamizda biitiin imipenem (n=184) ve meropenem direncli (n=185)
izolatlar OXA-51 ile beraber diger OXA genlerinden bir veya birkagina sahiptir.
Imipenem direngli izolatlarm 105, meropenem direngli izolatlarin 106 tanesinin gen
kasetleri ile beraber integron igerdigi saptanmistir. Ancak bu gen kasetlerinin
iceriklerine bakilmamistir. Ileriye déniik yapacagimiz ¢aligmalar i¢in bu bulgu ydn

gosterici olacaktir.

Genomik DNA’nin PFGE ile analizi yiikksek derecede ayirt ettirici bir yontemdir.

Sonuglart diger tekniklerle karsilastirildiginda benzer veya daha Ustiin bulunmustur

94



(Seifert ve ark. 1994; Bou ve ark. 2000; Silbert ve ark. 2004; Seifert ve ark. 2005). Cok
sayida A. baumannii salgininin epidemiyolojik ¢alismasinda bakteriyel DNA’nin
PFGE ile analizi kullanildiginda mikemmel sonuglar alinmistir ve giliniimiizde
epidemiyolojik tiplendirme igin "altin standart" olarak goriilmektedir (Seifert ve ark.
1994; Bou ve ark. 2000; Seifert ve ark. 2005). Bu nedenle ¢alismamizda genotipik

tipleme yontemi olarak PFGE secilmistir.

2010 yilinda genotip C ve D’ye ait izolatlar baskin durumda iken 2011 yilinda
genotip A ve B baskin hale gegmistir. 2011 yilinda goriilen trimetoprim-
sulfametoksazol duyarliligindan buyik o6lcude genotip A ve B’deki izolatlar
sorumludur. Genotip A izolatlarmin %62,1°i, genotip B izolatlarinin ise %43,5’i
trimetoprim-sulfametoksazol duyarhidir. Giir ve arkadaslar1 (2008) karbapenem
direncli A. baumanni izolatlari ile yaptiklari caligma ile blaOXA-23-like gen tasiyan
26 izolatin (25 izolat Istanbul’dan bir izolat Ankara’dan) identik veya benzer PFGE
paterni gosterdigini saptamiglardir. Bizim ¢alismamizda da genotip A hari¢ diger dort
ana genotipe ait izolatlarin hepsinin OXA-23 geni igerdigi goriilmistiir. Genotip
A’da da bu oran %93’ (n=27) dur. Genotip A’daki OXA-23 icermeyen iki izolat
tetrasiklin, SAM, trimetoprim-sulfametoksazol, imipenem, meropenem ve sefepime
kars1 duyarli, seftazidim ve piperasilin-tazobaktama kars1 orta duyarli bulunmustur.
Izolatlarm integron iceriklerine gore ile genotipler arasindaki dagilim istatistiksel

olarak anlamli bulunmamugtir.

Kolistin direnciyle ilgili mekanizmalar ve direncin bakteriler arasinda genetik olarak
gecis yollar1 tam olarak aydinlatilmis degildir (Cai ve ark.,, 2012). Bizim
caligmamizda kolistin direngli izolatlarin %83’ genotip A ve Al’e, ayrica biitiin
kolitsin direncli izolatlar da 2011 yilina aittir. Genotip A’ya ait Ornekler Mayis-
Haziran ve Ekim-Kasimm aylarinda gonderilmistir. 2011 yilinda kolistin direncindeki
artisgin nedeni kliniklerde siklikla kullanilmaya baglanmasi olabilir. Antibiyotik
duyarliliklarindaki bu degisikligin kliniklerde belirlenmis antibiyotik tedavi
protokolleriyle olan ilkigkisini saptamak ve kolistin direncini tam olarak

aydinlatabilmek igin ileri aragtirmalara ihtiyag¢ vardir.

95



2010 yilinda sekiz ay (Nisan-Aralik), 2011 yilinda 12 aylik (Ocak-Aralik) donemde
ornekler toplanmistir. 2010 yili antibiyotik duyarhiliklarina bakildiginda en duyarl
antibiyotiklerin kolistin (izolatlarin tamami) ve amikasin (n=32) oldugu saptanmuistir.
Bu iki antibiyotigi gentamisin (n=9) ve sefaperazon-sulbaktam (n=9) izlemektedir.
2011 yilina ait izolatlarin antibiyotik duyarliliklarma bakildiginda en duyarli
antibiyotiklerin kolistin (n=125) ve trimetoprim-sulfametoksazol (n=58) oldugu
saptanmistir. Bu iki antibiyotigi amikasin (n=31) ve tetrasiklin (n=21) izlemektedir.
Antibiyotik duyarliliklarindaki bu degisikligin sebebi ilgi c¢ekicidir. Bu degisikligin
nedeninin, artan kolistin direnci de goz Oniine alindiginda, klinik servislerin tedavi

protokolleriyle iliskili olabilecegi diisiintilebilir.

Otomatize ve yari otomatize sistemler, bakteri tanimlanmasi ve antibiyotik
duyarliliginin belirlenmesinde tiim diinyada yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
sistemler, ¢abuk sonu¢ vermesi, daha az is yiikii gerektirmesi, nispeten ekonomik
olmasi ve cogunun laboratuvar ve hastane bilgi sistem agiyla uyumlu olmasi
nedeniyle Ozellikle ¢ok sayida klinik 6rnekle calisan laboratuvarlar igin tercih
edilmektedir (Agodil ve ark., 2006). Ancak 0Ozellikle nonfermentatif bakterilerde
elde edilen antibiyotik duyarlhilik test sonuglarinin her zaman referans yontemlerle
elde edilen sonuglarla ortiismedigi, karbapenem grubu dahil olmak iizere beta-
laktam antibiyotiklerin duyarlilik test sonuglarmin giivenilir olmadigini
bildirilmektedir (Tsakris ve ark., 2000). Ozellikle imipenem MIK degerlerinde
zamanla orataya c¢ikan degradasyon nedeniyle yiiksek sonuglar ortaya ¢iktig
gosterilmistir (White ve ark. 1991). Kiilah ve ark (2009)’min yaptig1 bir ¢aligmada
trimetoprim-sulfametoksazol duyarlilig: disk difiizyon ile %29,5 bulunmusken BMD
Phoenix sistemi ile %40,7, Vitek 2 sistemi ile %49,5 bulumustur. Benzer sekilde
sefepim duyarliligi disk diflizyon ile %41,1 saptanmisken BD Phoenix ile %5,6,
Vitek 2 ile %16,2 bulunmustur. Bizim ¢alismamizda trimetoprim-sulfametoksazol
duyarliigr %32, sefepim duyarliligit %6’dir. Bu bakimdan ¢alismamizda goriilen

direng oranlarinin referans yontemlerle dogrulanmasi gerektigi diistiniilebilir.

Rutin laboratuvarimizda kullanilan otomatize sistem degisikligi nedeniyle

caligmamizda iki farkli otomatize sistem kullanilmistir. Bu durum g¢alismamizda
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antibiyotik duyarliliklarna iligkin optimizasyonu giiclestirmistir. Her iki sistem de
“’duyarli, orta duyarli ve direngli’’ geklinde sonu¢ verebilmekte ancak her sistemin
olgebildigi MIK araliklar1 ve antibiyotik panelleri farklidir. Bu durum Vitek 2
sisteminde rutin olarak bakilan tigesiklini g¢alismamizdan ¢ikarmamiza neden

olmustur.

20.04.2010 — 30.12.2010 tarihleri arasinda gonderilen 64 6rnegin 56 tanesinde Vitek
2 sistemi kullanilmigtir. Son olarak 13.10.2010 tarihinde gonderilen 6rnekden Vitek
2 sistemi ile identifikasyon yapilmistir. Bu tarihden sonraki biitiin 6rneklerin
identifikasyonunda BD Phoenix sistemi kullanilmigtir. Kilah ve ark. (2009)’ mn
yaptig1 bir ¢alismada BD Phoenix ve Vitek 2 sistemleri arasinda antibiyotik
duyarliliklar1 agisindan uyumsuzluklar goriilmiistiir. Vitek 2 sisteminin trimetoprim-
sulfametoksazol direngli buldugu 13, gentamisin direngli buldugu bes, meropenem
direngli buldugu dort, sefepim direngli buldugu (¢ izolat BD Phoenix sistemi ile
duyarli bulunmustur. Ayrica Vitek 2 sisteminin meropenem duyarli veya direngli
dedigi 62, levofloksasin duyarli veya direngli dedigi 22, tetrasiklin duyarli veya
direngli dedigi 18 izolat BD Phoenix sistemi ile orta duyarli bulunmusgtur. 2010 ve
2011 willart arasinda goriilen antibiyotik duyarlilik paternlerine iligkin degisim

otomatize sistem degisikligi nedeniyle de ilgili olabilir.

97



6. SONUC ve ONERILER

. Caligma donemimiz boyunca en fazla reanimasyon servisinden gelen kultur
orneklerinde ve en ¢ok trakeal aspirat kulttrlerinde Acinetobacter tremesi
oldugu saptandi

. Acinetobacter kokenlerinin antibiyotik duyarlilik profillerini belirlemek
amactyla kullandigimiz 14 antibiyotik arasinda en etkili antibiyotik
gurubunun kolistin oldugu ve 12 Ornegin bu grup antibiyotiklere karsi
direngli oldugu goriildi. Beta laktam grubu antibiyotiklerin etkinliklerinin ise
cok diisiik oldugu saptandi.

. Acinetobacter kokenlerine karsi  beta-laktam/beta-laktamaz  inhibitoru
kombinasyonlarindan piperasilin/tazobaktamin %1, sefaperazon-sulbaktamin
%10, ampisilin/sulbaktamin ise %4,5 oraninda etkili olduklar1 gorildi.

. Aminoglikozid grubu antibiyotiklerin duyarlilik oranlarinin diisiik oldugu ve
bu grup antibiyotiklerden olan amikasinin (%32), gentamisine (%7,5) gore
daha etkili oldugu belirlendi.

. Kinolon grubu antibiyotikler arasinda siprofloksasinin Acinetobacter
kokenlerine kars1 daha etkili oldugu ve siprofloksasinin duyarlilik oranin %3,
levofloksasinin duyarlilik oranin %2,5 oldugu tespit edildi.

. 11 izolat disinda (bu izolatlar ¢oklu ilag direngli veya pan-rezistan degildi)
Acinetobacter kdkenlerinin antibiyotiklere ¢oklu direngli oldugu saptandi.

. Acinetobacter kokenlerinin PFGE ile analizi sonucu dort (A-D) farkli ana
klon oldugu, izolatlarn 77 (%38)’sinin bu dort klon icerisinde yer aldig:
saptandi. Salgin izolati saptanmadi.

. Calismamizda karbapenem direncine neden olan enzimatik mekanizmalar
arastirildi. PZR analizi ile MBL ve OXA varligina bakildi. MBL Ureten A.
baumannii izolatlarinda IMP-1, VIM, SIM, NDM-1 arastirildi, ancak
pozitiflik saptanamad:.

. Izolatlarin yiiksek karbapenem direncinden enzimatik mekanizmalar ile
birlikte diger mekanizmalarin da sorumlu oldugu diistintildi. Bundan sonraki
hedefimiz karbapenem direncinden sorumlu olabilecek diger mekanizmalarin

aragtirilmasidir.
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10. PER-1, Turkiye’de Acinetobacter kokenlerinde goriilme sikligi yuksek olan
bir Ambler sinif A beta-laktamazdir. Calismamizda %21 oraminda PER-1
pozitifligi saptandi, beta-laktam ve gentamisin direncine katki sagladigi
diistinildi.

11. Integronlar diren¢ determinantlarmin kazanilmasi ve sunumunu saglayan
ozellesmis genetik yapilardir. MBL enzimini kodlayan genler ¢ogunlukla
smif 1 integronlar igindeki gen kasetlerinde bulunmaktadir. Caligmamizda
izolatlarin %55,7’sinin (112/201) smf 1 integron yapisi tasidigi ortaya
konuldu. Yiiksek integron tasiyiciligi, hastanemizdeki klinik drneklerden elde
edilen Acinetobacter izolatlarinin yayilim potansiyelini gdstermesi agisindan

onemli bir bulgudur.

Calismamiz, hastanemizde A. baumannii izolatlarinin epidemiyolojik
ozelliklerinin ortaya konmasi agisindan bir baglangic olma niteligindedir.
Bundan sonra bu bakteri ile yapilacak ileri caligmalarla epidemiyolojik
veriler, dirence neden olan mekanizmalar ve risk faktorleri daha iyi ortaya
konabilecek ve boylece oOzellikle yogun bakim iinitelerinde enfeksiyon
kontrolii ve tedavi protokolleri daha da etkin ve verimli olarak

gerceklestirilebilecektir.
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OZET

Klinik Orneklerden izole Ec}ilen Acinetobacter baumannii Izolatlarinin
Epidemiyolojik Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Acinetobacter baumannii hastanelerde 0Ozellikle de yogun bakim unitelerinde
mortalite ve morbiditeyi arttiran, hastane kaynakli enfeksiyonlarin 6nemli bir
nedenidir. Bu non-fermentatif, oksidaz negatif, gram negatif, aerobik kokobasil
pndmoni, bakteriyemi, idrar yolu enfeksiyonu, yara enfeksiyonu ve menenjit gibi
cesitli firsat¢1 enfeksiyondan izole edilebilir.

Bu ¢alismanin amaci Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi ibn-i Sina Hastanesi Merkez
Bakteriyoloji laboratuvarina Nisan 2010-Aralik 2011 tarihleri arasinda gonderilen
kulttr orneklerinde tireyen 160 hastaya ait 201 6rnekten izole edilen Acinetobacter
izolatlarinin, klonal iligkilerini ve epidemiyolojik 6zelliklerini degerlendirmektir.

A. baumannii izolatlarimin tanimlanmas: ve antibiyotik paternleri Vitek 2
(bioMérieux.S.A.Fransa) ve BD Phoenix (Becton Dickinson, ABD) sistemi ile
yapildi. Calismada antimikrobiyal ajan olarak amikasin, siprofloksasin, tetrasiklin,
sulbaktam/ampisilin, trimetoprim/siilfametaksazol, seftazidim, gentamisin,
imipenem, levofloksasin, meropenem, piperasilin/tazobaktam,
sefaperazon/sulbaktam, sefepim, kolistin kullanild. A. baumannii
antimikrobiyallerin ¢coguna direncgli olarak bulundu, kolistin en duyarli ajan olarak
saptand1 ve galisma periyodu sirasinda toplanan 201 izolatin 189 tanesi Kkolistin
duyarli bulundu. Bununla birlikte, A. baumannii izolatlarinin beta-laktam
antibiyotiklere direncli olduklar1 belirlendi. Calismamizda Acinetobacter suslarinin
ampisilin-sulbaktamla karsilastirildiginda sefaperazon-sulbaktama daha duyarh
oldugu gorildu. Levofloksasin, siprofloksasin, amikasin ve gentamisine duyarlilik
test edilen izolatlarda sirasiyla %2,5, %3, %32 ve %7,5 olarak saptand:.

Karbapenem direncine neden olan enzimatik mekanizmalar ve integron tasiyiciligi
PZR yontemiyle arastirildi. MBL {iretimine neden olan genlere ait sonuglar negatif
bulunurken OXA genleri degisik oranlarda (OXA-51 %100; OXA-23 %91,5; OXA-
58 %7; OXA-24 %2) pozitif oldugu goriildi. Tirkiye’de sik goriilmesi nedeniyle
PER-1 tastyiciligina bakildi. Dirence neden olan genlerin gdsterilmesi ve izolatlar
arasinda yayilimimi saglayabildigi i¢in simif 1 integron varhigina bakildi, %55,7
oraninda pozitif bulundu.

Acinetobacter izolatlarimin  klonal iliskisi epidemiyolojik tiplendirmenin altin
standard1 olarak tanimlanan PFGE yOntemi ile arastirildi. Acinetobacter baumannii
izolatlarinin Apal ile kesilen genomik DNA’sina yapilan PFGE analizi ile dort farkl
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ana klon goruldi. Ortak bir salgin izolat: saptanmadi. Genotip A’da izolatlarda % 93
(n=27) diger ana genotiplerde %100 oraninda OXA-23 saptandi.

Bu calisma ile A. baumannii karbapenem direncinde OXA-51 ile birlikte bulunan
OXA genlerinin 6nemli bir rol oynadig1 gosterildi; ¢oklu antibiyotik direncinin bu
bakteri ile olan enfeksiyonlarda hala dnemli bir problem oldugu, dirence neden olan
genler ve bu genlerin transferinde rol alan integronlara iliskin epidemiyolojik veriler
sunuldu. Beta-laktam direncine neden olan cesitli enzimatik mekanizmalar ve
izolatlar arasindaki epidemiyolojik iliskiler arastirildi.

Sonug olarak ¢oklu ilag direncli A. baumannii izolatlarimin hastanemizde de oldukg¢a
yaygin oldugu goriildii, bu bakterinin sahip oldugu diren¢ mekanizmalara yonelik
saptayabildigimiz epidemiyolojik verilerin hastanemizde ileriye yonelik arastirmalar
ve tedavi yontemleri agisindan yararli olabilecegi diisiiniildii. Hastanemizde bu
calismanin devami olarak enzimatik olmayan diren¢ mekanizmalar1 da arastirilip
hastalara iligkin risk faktorleri de belirlenerek beta laktam ve karbapenem
direncinden sorumlu izolatlara iliskin epidemiyolojik veriler daha da kapsamli bir
sekilde ortaya konabilir.

Anahtar Sozcikler: Acinetobacter baumannii, karbapenemaz, molekiiler
epidemiyoloji, PFGE, sinif 1 integron
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SUMMARY

Evaluation of epidemiologic features of Acinetobacter baumannii isolated from
clinical samples

Acinetobacter baumannii is a significant cause of hospital acquired infections which
raises the rate of mortality and morbidity in health care settings, especially in
Intensive Care Units. This non-fermantative, oxidase-negative, gram-negative
aerobic cocobacillus may be isolated from various opportunistic infections such as
pneumonia, bacteremia, urinary track infection, wound infection and meningitis.

The aim of this study was to evaluate the clonal relationship and epidemiologic
features of 201 Acinetobacter strains, isolated from various specimens of
hospitalized patients between April 2010 and December 2011, at the clinical
microbiology laboratuary of Ankara University Medical Faculty of Ibn-i Sina
Hospital.

Identification of isolated A. baumannii and antibiotic susceptibility patterns were
performed by Vitek 2 (bioMérieux.S.A,France) and BD Phoenix (Becton Dickinson,
ABD) systems. In this study, amikacin, ciprofloxacin, tetracycline,
sulbactam/ampiciline, trimethoprim/sulfamethoxazole, ceftazidime, gentamicin,
imipenem, levofloxacin, meropenem, piperacillin/tazobactam,
cefoperazone/sulbactam, cefepime and colistin were used as antimicrobial agents. It
was seen that A. baumannii was resistant to many of the antimicrobials however
colistin was the most susceptible agent against Acinetobacter isolates and 189 of 201
collected samples during the study period were found susceptible to colistin. In
addition, it was determined that A. baumannii isolates were resistant to beta-lactam
antibiotics. In our study when we compared ampicilin-sulbactam and cefoperazon-
sulbactam , it was seen that cefoperazon-sulbactam was more susceptible. The
susceptibilities of levofloxacin, ciprofloxacin, amicasin and gentamicin found as
%2,5, %3, %32 and %7,5 respectively.

Enzymatic mechanisms and integron carrier elements causing carbapenem resistance
were searched by the PCR method. The genes encoding metallo beta-lactamases
(MBL) production were absent, while OXA genes were present in different rates
(OXA-51 %100; OXA-23 %91,5; OXA-58 %7; OXA-24 %?2). Because PER-1 is
common in Turkey, its presence was analysed. Class 1 integrons were examined
based on the ability to capture genes causing resistance, it was found present at the
rate of %55,7.

The clonal relationship of Acinetobacter isolates was analysed by the pulsed-field gel

electrophoresis (PFGE) method, which is defined as the gold standard of
epidemiological typing. In the PFGE analysis of A. baumannii isolates four different
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major clons were found. No common epidemic isolates were found. OXA-23 was
determined in Genotype A isolates at a rate of %93’ (n=27) and in other genotypes
%2100.

With this study, it is shown that OXA genes especially together with OXA-51 has a
significant role in A. baumannii carbapenem resistance; the multi-drug antibiotic
resistance is still a major problem in infections with this bacteria. Genes causing
resistance and epidemiological data relevant to integrons having a role in the transfer
those genes were presented. Various enzymatic mchanisms causing beta-lactam
resistance and epidemiological relationship between isolates have been observed.

As a result, it is obvious that multidrug resistant A. baumannii isolates also quite
common in our hospital. The epidemiologic data relevant to resistance mechanisms
caused by this bacteria is supposed to be helpful for the prospective studies and
treatment methods of our hospital. As a continue of this study, in our hospital, non
enzymatic mechanisms may be researched and risk factors of patients can be
determined to evaculate their relationship with Acinetobacter clones, thus a
comprehensive epidemiologic data relevant to those isolates with beta-lactam and
carbapenem resistance can be presented.

Key Words: Acinetobacter baumannii, carbapenemase, molecular epidemiology,
PFGE, class 1 integron
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