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TESEKKUR

Uzmanlik egitimim siiresince bilimsel ve ayn1 zamanda samimi bir ortamda ¢alismami
saglayarak, beni her konuda ylireklendirerek egitimimin en iyi sekilde tamamlanmasi igin
gayret gosteren, tez ¢calismam sirasinda bilgi ve deneyimlerini algakgoniilliiliikkle aktaran ve
tizerimde olan emeklerini hi¢bir zaman unutmayacagim degerli hocalarim; Anabilim Dali
Baskanimiz ve tez danismam hocam Prof. Dr. Riza Durmaz, Prof. Dr. Bengiil Durmaz, Dog.
Dr. H. Ibrahim Ozerol ve diger degerli hocalarima,

Calismam siiresince her konuda yardimlarini esirgemeyen tiim ¢alisma arkadaslarima,

Yasamim ve egitimim boyunca manevi desteklerini her zaman hissettigim sevgili

aileme sonsuz tesekkiir sunmayi bir borg bilirim.
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GIRIS VE AMAC

Son 20 yildir geligmis tilkelerde, ¢ogul antibiyotife direngli gram negatif basillerin
neden oldugu hastane enfeksiyonlart 6nemli bir problem olmustur. Hastane enfeksiyonlarinda
1970’1 yillarda Enterobactericeae ailesinin direngli tiyeleri etken olarak gériilmekte iken,
genis spektrumlu antibiyotiklerin kullanmimu sonrasinda Acinetobacter tiirlerinin de ig¢inde
bulundugu zorunlu aerop Gram negatif basillerin dnemi artmagtir (1).

Moraxellaceae ailesi igerisinde bulunan Acinetobacter’ler hareketsiz, fermantasyon
yapmayan, kisa, daf;a ¢ok kokkoid formda, oksidaz negatif, Gram negatif comakg¢iklardir (2).

Acinetobacter tiirleri hastane ortaminda uzun siire canliligini korur ve toprak, su,
yiyecek gibi maddelerden izole edilmektedir. Saglikli kisilerin florasinda bulunabildigi gibi
hospitalize hastalarda kolonizasyon da yapabilirler (3-5).

Acinetobacter’ler hastane infeksiyonu etkeni olarak Pseudomonas tiirlerinden sonra
ikinci en sik nonfermenter bakteri tliridiir (6). Bunun yaninda P. aeruginosa gibi bu bakteri
de ytiksek mortaliteye sahiptir (7,8). Acinetobacter tiirleri 6zellikle yogun bakim tinitelerinde
ventilatdr kaynakli pndmoni olmak lizere, septisemi, endokardit, sekonder menejit, cilt, yara
ve Uriner sistem infeksiyonlar1 gibi nozokomiyal infeksiyonlara neden olmaktadir (9, 10). Bu
bakterinin neden oldugu cok sayida salgin tamimlamirken bunlann biiylik bir kismi
antibiyotiklere diren¢li suslarla olugmaktadir. Ayrica, az sayida toplumda kazamlmig
infeksiyonlara da neden olabilmektedir (11). Nozokomiyal Acinetobacter enfeksiyonlari
genellikle yogun bakim hastalarinda olugmaktadir. Direngli suslarla kolonizasyon ve
infeksiyon igin risk faktérleri ise uzun siire hospitalizasyon, invaziv girisimler, mekanik
ventilasyon, immiin yetmezlik, malignite, travma, yanik, diisik dogum agirlig1, antibiyotik
tedavisi ve siirekli Uriner kataterizasyon olarak tammlanmustir (1, 12, 13).

Antibiyotiklere karsi gelisen direng nedeniyle Acinetobacter infeksiyonlarimin tedavisi

klinisyenler i¢in genellikle biiyiik sorundur ve etkin tedavide kombine antibiyotik kullanimina



gerek duyulur. Acinetobacter’ler ¢ogunlukla genetik olarak bir ¢ok antibiyotige direnglidir
(14). Bu tiirin en 6nemli 6zelligi genellikle sulbaktama duyarli olmalaridir (15). Diinyada
Acinetobacter tiirleri arasinda genislemis spektrumlu beta laktamaz (GSBL) tiirii diren¢ ¢ok
az bildirilmesinin yaninda {ilkemizde nerede ise hastane kokenli izolatlarin %40°1nda Klass A
GSBL (PER-1) tiirii direng bulunmustur (16).

Acinetobacter  tirlerinin  siniflandirilmast  konusunda  ¢alismalar  sinirlidir.
Simiflandirmada yeni tipleme ve molekiiler yontemler gelistirilmektedir. Ayrica salgin
suslarinin epidemiyolojik ¢alismalar1 da yapilmaktadir. 1986’dan bu yana Acinetobacter lerin
taksonomisinde biiylik degisiklikler olmustur. Giniimiizde en az 19 DNA hibridizasyon
grubu tanimlanmigtir. Yedi genomik tiir isimlendirilmistir. Bunlardan genomik tiir 2, 4.
baumannii olarak isimlendirilmistir (1, 17, 18). Tiplendirme yontemleri, epidemik suglarda
kaynagin ve yayilimin tamimlanmast i¢in Onemli olup biotipleme, antibiyotipleme,
serotipleme, faj tipleme, protein profilleri multilokus enzim elektroforetik (MEE) tipleme,
plazmid profili, ‘‘pulsed field gel’’ elektroforez (PFGE), ribotipleme, polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) temelli metodlarla yapilmaktadir (19-22). Ancak higbir yéntem tek basina
Acinetobacter’leri tiplendirmek i¢in yeterli olmayip bu konuda arastirmalar devam
etmektedir.

Bu ¢alismada; hastanemizin ¢esitli servislerinden salgin ve salgin dis1 dénemlerde
izole edilen A. baumannii suslar arasinda klonal iligkinin olup olmadigimin gesitli alttipleme
yontemleriyle gosterilmesi ve epidemiyolojik bilgiler 1s1iginda kullamilan y6ntemlerin
glivenilirlik oranlarmin degerlendirilmesi hedeflendi. Ayrica hastanemizden izole edilen A.
baumannii izolatlar1 arasinda antibiyotiklere diren¢ oraninin saptanmasi, hastalarin
demografik, epidemiyolojik ve klinik verileri degerlendirilerek infeksiyon olusumu ve

yayilmasinda etkili olabilecek faktorlerin belirlenmesi amaglandi.



GENEL BILGILER

Taksonomi

Acinetobacter’lerin taksonomisinde tarihsel bir degisim bulunmaktadir. Ilk olarak
Acinetobacter’ler hareketsiz, Gram negatif, oksidaz pozitif veya negatif heterojen bir grubu
icermekte olup, diger bakterilerden pigmentasyonun olmayisi ile ayrilmakta idi. Daha sonraki
calismalarda transformasyon testleri kullanilarak bunlarin oksidaz negatif oldugu
bildirilmektedir (1).

Icerisinde Acinetobacter’lerin de bulundugu Gram negatif, nonfermantatif bakteriler
bugiine kadar ¢ok farkli isimler almistir. Bunlardan en iyi bilinenler; Bacterium anitratum,
Herellea vaginicola, Mima polymorpha, Acromobacter, Alcaligenes, Micrococcus
calcoaceticus, BSW ve Moraxella lwoffi’dir (23).

Son zamanlarda Acinetobacter’ler; Moraxella, Acinetobacter, Psychrobacter ve
benzer mikroorganizmalan igeren Moraxellaceae ailesi igerisinde simflandirilan kisa daha
¢ok kokkoid formda Gram negatif ¢omak¢iklardir (2).

Bakterilerin tanimlanmasi ve benzerliklerinin ortaya konulmasinda fenotipik veya
genotipik yontemler kullanilabilir. DNA hibridizasyon ¢alismalarina gore, Acinetobacter
genusu heterojen Ozellik gosterir. Bergogne-Berezin E ve Towner KJ’nin yaptiklan
derlemede Acinetobacter’ler ‘‘Approved List of Bacteriel Names’’e gére sadece A.
calcoaceticus ve A. Iwoffii olmak lizere iki tiir belirtilirken, Bergey 'in Sistematik Bakteriyoloji
kitabina gore sadece bir tiir tamimlandi. Giintimiizde ise DNA benzerlikleri temel alinarak
yapilan ¢alismalarda, bazi laboratuvarlarda kiigiik farklar bulunmasina ragmen, en az 19
genomik tlir tammlanmakta olup bu listenin de degisebilecegi diistiniilmektedir. Yedi
genomik tlire 6zel isimler verilirken diger genomik tlirler isimlendirilmemistir (Tablo 1).
Bunlardan genomik tiir 1 (4. calcoaceticus), genomik tiir 2 (4. baumannii), genomik tiir 3 ve

genomik tiir 13TU birbirine olduk¢a yakin bulundugundan bazi arastirmacilar bunlan A.
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calcoaceticus - A. baumannii kompleksi olarak tanimlamaktadir. Ayrica 4. radioresistens ile
genomik tiir 12, benzerlik gostermektedir (1, 2, 18, 24).

Tablo 1. Acinetobacter Tiirleri ve Sus Tipleri (1)".

Tiir Ismi* Cesitli Aragtirmacilara Gore Sus Tipi

Genomik Tiir Numaralari**

Bauvet ve ark. Tjernberg ve ark.  Nishimura ve ark.
A. calcoaceticus 1 1 1IN ATCC 23055
A. baumannii 2 2 IN CIP70.34
UN 3 3 NT ATCC 19004
UN UG 13TU NT ATCC 17903
A. haemolyticus 4 4 4N ATCC 17906
A. junii 5 5 NT ATCC 17908
UN 6 6 4N ATCC 17979
A. johnsoni 7 7 3N ATCC 17909
A. lwoffii 8 8TU 2N ATCC 15309
UN 9 8TU NT ATCC 9957
UN 10 10 uG ATCC 17924
UN 11 11 UG ATCC 11171
A. radioresistens (12)*** 12 5N [AM 13186
UN 13 14TU NT ATCC 17905
UN 14 NT NT Bauvet 382
UN 15 NT NT Bauvet 240
UN 16 UG NT ATCC 17988
UN 17 NT NT Bauvet 942
UN NT 15TU NT Tjemberg 151a

" Bergogne-Berezin E ve Towner KJ’in Bouvet ve ark (Int J Syst Bacteriol, 1986; 36:228-240), Tjernberg ve
ark(Acta Pathol Microbiol Immunol Scand, 1989; 97:596—605), Nishimura ve ark.’dan (Int J Syst Bacteriol
1988; 38:209-211 ve J Gen Appl Microbiol 1987; 33:371-376) yaptiklan derlemeden almmustir.

*UN: Isimlendirilmemis, **NT: Test edilmemis, UG: Gruplandirilmamig, ***: yayinlanmamis sonuglar

Morfolojik, Kiiltiirel ve Metabolik Ozellikleri

Acinetobacter, iremenin logaritmik fazinda kisa, sisman, bazen dekolorizasyon
problemi yasanilan Gram negatif, 1.0 — 1.5 pum genisliginde, 1.5 — 2.5 um uzunlugunda basil,
tiremenin duraklama (stasyoner) fazinda ise kiime veya diplokok, kok seklinde goriilmektedir.
Baz1 ¢evre suglar1 kahverengi pigment iiretmelerine ragmen genellikle Acinetobacter ler
diizgiin bazen mukoid, renksiz koloniler olusturur. Zorunlu aerop, oksidaz negatif, katalaz
pozitif, nonfermantatif bakterilerdir. Diger nonfermantatif bakterilerden ayirmada

kullamlacak ilk test oksidaz testidir. Birgok tiirii nitrati nitrite indirgeyemez. Baz1 klinik



izolatlar O6zellikle de genomik tiir 4 (4. haemolyticus) koyun kanh agarda hemoliz
yapmaktadir. Genomik tiir 2 (4. baumannii), genomik tiir 3 ve genomik tiir 13TU’nun siklikla
izole edildigi klinik izolatlar 37°C veya daha yiiksek 1sida tirerken diger genomik tiirler
sadece diisiik 1silarda iireyebilir. Genel tretim 1sis1 30°C olarak &nerilmektedir. Ornegin
cinsine ve siiphe edilen bakterinin tipine goére lireme 1s1s1 da degistirilebilir (1, 18, 24).

Nadiren baz1 Acinetobacter suslar tireme faktorlerine ihtiyag duyarken ¢ogu sus basit
karbon ve enerji kaynag: igceren mineralli besiyerlerinde lreyebilmektedir. Karbon kaynag:
olarak cesitli organik bilesikler kullanilirken bazi suslar, glukozu kullanmaktadir. Fakat,
bunlar diger bakterilerden ayirmada tek bir metabolik test yoktur. Acinetobacter’ler, nutrient
agar ve triptik soy agar gibi laboratuvarlarda yaygin kullamlan besiyerlerinde {ireyebildikleri
gibi 6zel besiyerlerinde de ureyebilirler. Klinik 6rneklerde dogrudan izolasyon i¢in diger
bakterilerin {iremelerini inhibe eden safra tuzlari, sekerler, bromkrezol moru igeren selektif -
besiyeri, ticari Herellea agar (Difco), Holton agar, Leeds Acinetobacter Medium gibi segici
besiyerlerinin  ozellikle hastane enfeksiyonu salginlarinda antibiyotikler eklenerek
kullanilmasinda yarar vardir. Acinetobacter lerin  bulundugu ¢evrelerin taranmasi i¢in
zenginlestirici sivi besiyerleri de bulunmaktadir. Ayrica, az sayida Acinetobacter bulundugu
ve ¢esitli bakterilerle kontamine 6rneklerde asetat, laktat veya piruvat gibi tek karbon ve
enerji kaynaginin yaninda, nitrojen kaynagi olarak da amonyum veya nitrat tuzlan igeren ve
pH 5.5-6.0 olan sivi mineral besiyeri kullamlabilir. Bir-iki giinlik inkiibasyon sonrasinda
selektif besiyerine pasaj yapilarak Acinetobacter siipheli bakteriler identifiye edilir. Bu metot
digks, gesitli klinik ve ¢evre ornekleri i¢in kullanilabilir (1, 25).

Virulans Faktorleri

Acinetobacter’ler patojenitesi diigikk bakterilerdir. Polisakkarit yapisindaki kapsiilil .
rhammoz, p.glukoz, p.glukuronik asit, p.mannoz’dan olusmaktadir. Polisakkarit kapsiiliin

bakterinin yiizeyini daha hidrofilik yapmasi, fimrialarin epitel yiizeyine adezyon yetenegi,



doku lipitlerini pargalayan enzimlerin {iretilmesi, hiicre duvarindaki lipit A ve
lipopolisakkaritlerin toksik etkileri virulans: artirmaktadir. Acinetobacter septisemisi sirasinda
olusan semptomlardan muhtemelen endotoksinler sorumludur. Kangik enfeksiyonlarda
virulansin artmasindan sorumlu 6nemli bir faktdr de slime olusturmalaridir. Yaklasik %141
slime olusturmaktadir. Slime nétrofillere karsi sitotoksisite ve peritoneal eksudaya nétrofil
migrasyonunun inhbisyonunda rol oynar. Ancak slime miktari ile virulansin derecesi arasinda
bir korelasyon bulunamamistir (1, 18, 26). Uremesi i¢in gerekli demiri insan viicudundan
saglamasi diger bir virulans 6zelligidir. Aerobaktin gibi sideroforlar ve dig membran reseptor
proteinleri tirettigi gosterilmistir (27- 29).

Nozokomiyal Infeksiyonlar

Acinetobacter tiirleri septisemi, pndmoni, endokardit, menenjit, cilt, yara ve iiriner
sistem infeksiyonlar1 gibi ¢esitli infeksiyonlardan izole edilmektedir. Diger Gram negatif
bakterilerle olugsan nozokomiyal infeksiyonlarla bolgesel farkliliklar géstermezler. Uygulanan
tani veya tedavi amagli invaziv girisimlere bagh olarak daha gok yogun bakim iinitelerinde
ortaya ¢ikabilmektedir. Izole edilen Acinetobacter suslarmin ¢ogunlukla infeksiyon yerine
kolonizasyon kaynakli olmasindan dolay: olusan infeksiyonlarin gercek sikligimi tahmin
etmek zordur (1, 9, 10, 12, 13, 18).
Solunum sistemi infeksiyonlari. Cesitli aragtirmacilar tarafindan yogun bakim iinitelerinde
nozokomiyal pulmoner infeksiyon salginlari rapor edilmistir. Bunlarin basinda ventilator
kaynakli pnoémoniler ilk siradadir. Yayinlanmig birgok arastirmaya gére Acinetobacter
kaynakli nozokomiyal pnémonilerin ¢ogunda etken A. baumannii’dir (1, 18). Alt solunum
yollarinda Acinetobacter kolonizasyonu veya pndomoni olugmasinda risk faktorleri; ilerlemis
yas, kronik akciger hastaliklar, immunsiipresyon, cerrahi girisimler, gastrik ve endotrakeal
tip kullamm gibi faktérlerdir (10, 12, 30, 31). Ventilatér kaynakli Acinetobacter

nosokomiyal pnomonisi olan hastalarda 6liim oram %30-75’dir. Bu infeksiyonlarin prognozu



¢ok agirdir (31). Ayrica toplumda kazanilmig pnémoni etkeni olarak da tanimlanmislardir
(11).
Bakteriyemi: En sik rastlanan tiir 4. baumannii’dir. Bu hastalarda kaynak genellikle solunum
sistemi infeksiyonlaridir (1, 32). Maligniteler, intrakranial hemoraji, travma, immun
yetmezlik, yanik, cerrahi yara siklikla goriilen predispozan faktorlerdir (1, 33, 34, 35, 36).
Vaskiiler kataterizasyon uygulamalar1 Acinetobacter infeksiyonlan igin risk faktérleri olarak
kabul edilmekte ve asepsi kurallarina uyularak kataterlerin degistirilmesi bu riski
azaltmaktadir (32). Yenidoganlar ikinci énemli hasta grubunu olustururlar ve predispozan
faktorler; disik dogum agirhigi, onceden uygulanan antibiyotik tedavileri, mekanik
ventilasyon, yanik ve neonatal konviilziyonlar olarak sayilabilir (1, 37). Acinetobacter
bakteriyemilerde prognoz kotudiir (32).
Menenjit: Genellikle sekonder menenjitdir. Vakalarin biiyik kismi: nozokomiyal A.
baumannii infeksiyonlaridir. Risk faktorleri olarak ventrikiilostomi, beyin-omurilik sivisi
fisttilleri, ventrikiiler kataterler ve beyin cerrahisi yogun bakim tinitelerinde asir1 antibiyotik
kullanimi tanimlanmistir (9, 12, 38, 39). Bunun yaninda nadir de olsa toplumsal k&kenli
olgularda bulunmaktadir (40).
Uriner sistem infeksiyonlari: Acinetobacter tiirleri ile olusan nozokomiyal iiriner sistem
infeksiyonlar1 olduk¢a nadir goriilmektedir. Genellikle yagli, debil, yogun bakim iinitelerinde
yatan ve siirekli Uriner katateri olan hastalarda gériilmektedir (1, 9, 41- 43).
Diger infeksiyonlar: Nadir de olsa infektif endokardit olgularina neden olmaktadir. Ilk kez
Acinetobacter in neden oldugu endokardit fallot tetralojisine sahip infantta tamimlanmustir.
Ayrica dogal kapakta da Acinetobacter tirleri infektif endokardit etkeni olarak izole
edilmistir. Dental girisimler ve acik kalp ameliyatlar1 buna yol agabilmektedir (1, 44, 45).
Ambulatuvar peritoneal diyaliz uygulanan hastalarda peritonitlere neden

olabilmektedir. Bu infeksiyonlarin nozokomiyal olduklar1 hakkinda kesin bir sey sdylemek



zor olmakla birlikte teknik yetersizlikler ve diabetes mellitusun bu konuda 6nemli risk
faktorleri olduklarini unutmamak gerekir. Malign hastaliklara bagl obstriiktif sarihgi ve
koledok tast olan yash hastalarda Acinetobacter kolanjiti ve perkiitandz transhepatik
kolanjiogram ve perkiitanoz bilier direnajin septik komplikasyonlar1 rapor edilmistir (46-50).
Ayrica, kazalardan sonra osteomyelit ve ekstremite infeksiyonlar: bildirilmistir (51-
53).
Travma, keratoplasti ve kontakt lens uygulamalarinda Acinetobacter ile olusan

oftalmik infeksiyonlar s6z konusudur (54- 57).

Epidemiyolojisi

Acinetobacter’ler viicudun koltuk alt1, kasiklar, parmak aralar1 gibi nemli bélgelerinin
florasinda yer alirlar. Saglikli kisilerin %25°1 normal floralarinda bu bakteriyi tasirlar. Yapilan
bir ¢calismada saglikh kisilerin alt1 farkli viicut bslgesinden en sik 4. /woffii olmak lizere yedi
farkli genotip izole edilmistir. Bazen saglikli kisilerin oral kavitesinde ve solunum yollarinda
bulunurlar. Ancak, yine de saghkh kisilerde tastyicilik hastanede yatanlara gore oldukga
azdir (58, 59).

Hospitalize hastalarda ve gesitli salginlarda cilt, bogaz, solunum sistemi ve sindirim
sisteminde yiiksek diizeyde kolonizasyon gdsteren olgular yayinlamistir. En sik A. baumannii
izole edilmistir. Yogun bakim iinitelerinde mekanik ventilasyon uygulanan hastalarda bu
cihazlarin kontaminasyonu nedeniyle solunum yollarinda kolonizasyon ¢ok yliksektir. Yine
bu hastalarda cilt kontaminasyonu da siktir. Buradan saglik personelinin ellerine bulasmakta
ve hastanede yayilmasi s6z konusu olmaktadir. Ayrica yogun bakima yatan hastalarda
Acinetobacter’lerin orofaringeal ve sindirim yolu kolonizasyonu salginlar i¢in 6nemli bir
rezervuardir (1, 58, 60- 62).

Nozokomiyal Acinetobacter infeksiyonlari her bolgeyi tutabilir. Ancak ozellikle

solunum sistemi. cilt ve vyaralarda yaygindir. Cilt ve solunum yollarindan izole edilenlerin



biiyiik kismi infeksiyon degil kolonizasyon olarak degerlendirilir. Bu izolasyon orani son
yillarda gittikge artmaktadir ve gelecekte hastane infeksiyonu salginlarinda 6nemli yer
tutacagi belirtilmektedir (1, 8, 63).

Hastane Cevresinde Kalicihg:

Acinetobacter tiirleri hastane g¢evresinde kalici olan diger Gram negatif basillerle
benzer 6zellik gosterirler. Bu organizmalar kolonize veya infekte kisilerin ¢evresine kolayca
yayilabilmekte ve buralarda canliliklarini giinlerce siirdiirmektedirler. Ancak bunlarin klinik
dis1 toprak, su ve yiyecek gibi maddelerden de izole edilebilecegi bilinmelidir. Klinik
orneklerle ¢evre kaynakli 6rekler arasinda anlamli bir genomik farklilik vardir. Bu nedenle
epidemiyolojik bir c¢alismada yargiya varmak i¢in mutlaka genomik tiir seviyesinde
tanimlama yapilmalidir (9. 12, 13, 64).

Tiplendirme Yontemleri

Tiplendirme aym tiir i¢inde bulunan izolatlar arasindaki epidemiyolojik iligkiyi ortaya
koymak amaciyla yapilmaktadir. Tiplendirme yontemleri, epidemik suslar i¢in kaynagin ve
yaytlimin tanimlanmasinda onemlidir. Bu amacgla birgok fenotipleme ve genotipleme

yontemleri bulunmaktadir.

Fenotipleme Yontemleri

Biyotipleme

Yaygin olarak Bouvet ve Grimont'un Acinetobacter biyotiplemesi i¢in dnerdigi alti
karbon kaynagi levulinate, citraconate, |-fenilalanin, fenilasetat, 4 hidroksi benzoat, |-
tartaratin kullanimi sonucu olusturulan basit semaya gore yapilmaktadir (65). Bunun yaninda
ilkemizde de yaygin olarak kullanilan ticari kitlerden karbon asimilasyon testlerine dayanan
API 20 NE (BioMerieux) sisteminin veri tabani sadece 4. baumannii, A. haemolyticus ve A.
Iwoffii. A. junii, A. calcoaceticus ve A. johnsonii’yi igermekte; ancak A. radioresistens ve

diger genotipik tipleri kapsamamaktadir. Genomik tipler arasindaki farkliliklarin birbirine ¢ok



yakin olmast nedeniyle bu sistem hassasiyet agisindan yetersizdir. Sensivitesinde ve
tekrarlanabilirliginde problemler yasanmaktadir. Bu problemi asmak i¢in molekiiler
yontemler gelistirilmektedir (1, 66, 67).

Antibiyotipleme

Antibiyogram duyarlilik testleri, bakterilerin direng profillerini tamimlamanin yaninda,
suslarin alttiplendirilmesinde de kullanilabilir. Genellikle MICs, breakpoint, disk difiisyon
yontemleri ile yapilabilir. Alttiplendirilme i¢in antibiyogram sonuglarinin diger tiplendirme
yontemleri ve epidemiyolojik verilerle birlikte degerlendirilmesi gerekmektedir. Bazen benzer
olmayan suslar ayni antibiyogram profilini gosterirken, bazen de infeksiyon ataklar sirasinda
duyarlilik profilleri degisebilmektedir (1, 9, 68).

Serotipleme

Acinetobacter suslarinin  serotiplendirilmesi ile ¢esitli ¢aligmalarda salginlar
tamimlanmistir.  Ancak bu metot, DNA-DNA hibridizasyon yontemleri ile birlikte

calisiimalidir (1, 69, 70).

Faj Tipleme

Bu ydntem sadece Paris Pasteur Enstitlisiinde yapilmaktadir. Fajlar cografik bolgelere
gore belirli ozellik gostermemektedir. Faj tiplemenin tekrarlanabilirliginde problemler
yasanmaktadir. Diger tiplendirme yontemleri ile paralel ¢alisildiginda zaman alici olmasina
ragmen kullanishdir (1, 20).

Bakteriosin Tiplemesi

Bu yéntemle de Acinetobacter izolatlarinin tiplendirilmesi yapilmistir. Onemli klinik
izolatlarin tiplendirilmesinde, DNA-DNA hibridizasyonu ile paralel ¢alisildiginda yararli bir

tiplendirme metodudur (1, 71).
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Protein Profilleri

Hiicre duvart ve tiim hiicre proteinleri Acinetobacter’lerin epidemiyolojik ve
taksonomik siniflandirilmasi ¢alismalarinda kullamilmugtir. Hiicre duvari proteinlerinin
sodyum dodezil siilfat poliakrilamid jel elektroforezindeki analizinde epidemiyolik iligkisiz
suslarda farkliliklar gdzlenirken, salgin suslarinda benzer profiller bulunmustur. Bu metod
hastane salginlarinda ve endemik ataklar siiresince spesifik tiirlerde bagar ile kullanilabilir.
Hiicre proteinlerinin 6rnek hazirlama asamasi hiicre duvar proteinlerinin hazirlamasindan

kolay oldugu i¢in daha avantajhdir (21, 72).

Genotipleme Yontemleri

Plazmid Profili

Acinetobacter lerin tiplendirilmesinde plazmid tiplendirilmesi kolay ve hizli bir
metottur. Acinetobacter lerde bulunan plazmidler say1 ve biiyiiklikk bakimdan ¢ok ¢esitlidir.
Benzer plazmid profilli suslar plazmid DNAlarinin restriksiyon enzimlerle par¢alanmas
veya isaretli probla hibridizasyonu sonrasi farkli bulunabilir ve ¢ok sayida salgmin
tanimlanmasinda bu yontem yararli olmustur. Plazmid tiplendirilmesi epidemiyolojik
calismalarda oldukga yararli olmasinin yamnda ek molekiiler yontemlerle birlikte
kullanildiginda daha faydali olabilmektedir (1, 73).

““Pulsed Field Gel’’ Elektroforez (PFGE)

PFGE yonteminde; Acinetobacter suslarimin DNA’s1 izole edildikten sonra Apal,
Smal, Apal ve Smal, Nhel ve Smal restriksiyon enzimleri ile pargalanmasi sonucu olusan
DNA par¢alarinin uzunluk polimorfizmi ggsterilmektedir. Bu yontem genomik tir 2 (4.
baumannii) i¢in salginlarda veya bir hastanin izole edilen farkli izolatlarimin
tiplendirilmesinde yararli bir metottur. Dezavantaji pahali ve uzun siireye ihtiyag
duyulmasidir. PFGE olduk¢a ayirt edici ve epidemiyolojik ¢alismalar i¢in ¢ok yararli bir

metottur (1, 22, 74).
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Ribotipleme

Saflastinlan DNA, genellikle kullanmilan EcoRI, Clal ve Sall restriksiyon enzimle
kesilip elektroforeze tabi tutulduktan sonra blotlanir. Daha sonra rRNA’dan olusturulan
isaretli cDNA ile hibridize edilir. Bu yontemin tekrarlanabilirligi oldukga iyidir. Salginlardaki
ribotip paternleri benzer ve diger yontemlerin sonuglariyla uyumluluk goéstermektedir. Bu
yontem glic olmasina ragmen diger tiplendirme yontemleriyle birlikte kullamldiginda
epidemiyolojik olarak degerli bilgiler saglar (1, 9, 22, 68).

PZR Temelli Metodlar

PZR bazli ¢ok sayida yontemden random amplifiye polimorfik DNA (RAPD), birgok
bakteride oldugu gibi Acinetobacter’lerin tiplendirilmesinde de yaygin olarak
kullanilmaktadir. Farkli merkezlerden izole edilen mikroorganizmalarin tiplendirilmesinde
bazi sorunlar olmakla birlikte teknik hizlidir ve epidemik suslarin salgin sirasinda giinliik
takibinin yapilmasinda oldukga yararh bir testir (75-77). Bu yontemde randomize segilen bir
veya daha fazla primer kullanilir. 4. baumannii’nin tiplendirilmesinde; M/3 bakteriofajinin
kor bolgesi, DAF, ERIC1 (Enterobacterial repetitive intergenic consensus 1) ve ERIC2
(Enterobacterial repetitive intergenic consensus 2) tekrarlayan bolgeleri primer olarak
kullamlmaktadir. Kullanilan primerler genellikle 9-10 bazlik kisa primerler olup G-C’ce
zengindir. Diisiik sicaklik derecesinde ( 40-50°C) gerceklestirilen baglanma asamasinda,
sec¢ilen primerler, kromozom tizerinde hem kendilerine 6zgii bolgelere, hem de 6zgiil olmayan
bolgelere baglanmaktadir. Primerler DNA tizerinde farkli baglanma bolgelerine baglanarak
cesitli uzunluk ve sayida bantlar olusturmaktadir. Amplifikasyon iriiniintin agaroz jel
elektroforezini takiben, olusan bant profilleri karsilastirilarak suglar arasindaki benzerlikler
degerlendirilir. Aym tiir igindeki farkli suglarda primerlerin baglanma yerlerinin sayis1 ve
birbirine olan uzakliklani degisik olacagindan, agaroz elektroforezinde amplifiye edilen

paralarin sayr ve biiyiiklikkleri de farklihk gosterecektir. Suslar arasindaki primerlerin
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baglanma bolgesindeki mutasyonlar bant polimorfizminin ortaya ¢gikmasina neden olmaktadr.
Bant profilleri aymi olan izolatlar epidemiyolojik olarak iliskili seklinde yorumlanir. Bant
profilleri benzer olan izolatlar yeni primerlerle tekrar test edilmeli veya diger tiplendirme
yontemleriyle test edilmelidir. Uygulama kolaylig1 ve kisa stirede sonug¢ alinmasi nedeniyle
genis kullamim alam1 bulan bu ydntemin en Onemli dezavantaji heniiz tam bir
standardizasyonunun saglanamamasidir. Bu sorunlart gidermek i¢in kullanilan hedef DNA
ektraksiyon protokolii, DNA konsantrasyonu, primerlerin baz dizilimi ve konsantrasyonu,
MgCl, konsantrasyonu, tampon ve Taq DNA polimeraz enziminin ¢alisma siiresince sabit

tutulmas: gerekmektedir (78).

Acinetobacter’lerde Antibiyotik Direnci

Nozokomiyal infeksiyonlarda siklikla karsilasilan ¢ogul direngli Acinetobacter lerin
yogun bakim initelerindeki infeksivonlarinin tedavisinde biiyiik problemler yasanmaktadir.
Direng genelde 4. baumannii olarak identifiye edilen suslarda gozlenmektedir (14).

Antibiyotiklere Direncin Biyokimyasal ve Genetik Mekanizmalar:

Acinetobacter ler belki de dogada antibiyotik lireten mikroorganizmalarla uzun siire
aym ortamda bulunmalari sonucunda ¢ok c¢abuk diren¢ gelistirme Ozelligine sahiptirler.
Acinetobacter lerde tlirler arasinda antibiyotik diren¢ genlerinin transferinde konjugasyon
mekanizmasi 6nemli rol oynar (1, 79).

Plazmidler ve transpozonlar ¢ogu prokaryot organizmalar ve Acinetobacter tiirlerinin
biyolojisinde &nemli rol oynarlar. Acinetobacter’lerin %80 oraminda ¢esitli molekiil
bilyiikliklerinde ¢ok sayida plazmid tagidiklan bildirilmektedir. Sadece birka¢ c¢alismada
diren¢ genlerinin plazmid aracilig ile transferi gosterilmektedir. Ayrica kromozomda lokalize

transpozonlar aracilifiyla ¢ogul antibiyotik direng geninin tagindig: rapor edilmistir (1).
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Beta Laktam Antibiyotiklere Direng Mekanizmalar:

B laktamazlar klasik olarak P laktam antibiyotikleri hidrolize ederek pargalar ve etkisiz
kilarlar. Bu enzimler baslangicta dar spektrumlu penisilinleri ve sefalosporinleri pargcalama
yeteneginde iken, bu klasik enzimlere direngli genis spektrumlu B laktam antibiyotiklerin
ozellikle de genis spektrumlu sefalosporinlerin yaygin kullanilmasina bagli olarak gelisen
nokta mutasyonlarla beta laktamazlarin etki spektrumu genislemistir. Halen giintimiizde
60’dan fazla beta laktamaz tanimlanmigtir ve bunlarin yaridan fazlasi genislemis spektrumlu (3
laktamazlardir (GSBL). GSBL tiirti enzimler ¢ogu kez plazmidler {izerinde yer alirlar ve
dzellikle hastane ortaminda tiirler arasinda yayilirlar.

Acinetobacter’lerde beta laktamlara direng, penisilin baglayan proteinlerdeki degisme,
dis membran permabilitesinde azalma ve kromozomal veya plazmid kaynakli 3 laktamaz ile
gelisebilmektedir (1, 14).

Acinetobacter’lerde beta laktamlara direngde plazmid kaynakli TEM-1 ve CARB-5
enzimleri basta olmak lizere cesitli plazmid veya kromozamal kaynakli beta laktamazlar
onemli rol oynamaktadir. TEM-1, TEM-2, CARB-5 ve SHV-like enzimleri penisilinaz
aktivitesinde olup genellikle plasmid kaynakli enzimlerdir. Ayrica plazmid kaynakl beta
laktam direnci bir siire sonra GSBL’lelere bagh direncin gelisiminde rol oynayabilmektedir
(1, 80).

ACE-1, ACE-2, ACE-3, ACE-4 enzimleri ise sefalosporinaz aktivitesine sahiptir.
Fakat bunlarin bir kisminda az da olsa penisilinlere karst aktivite varken aztreonam,
seftazidim ve sefotaksimi hidrolize edici aktivite bulunmamaktadir. Bu doért enzimin en giicli
aktivitesi sefaloridine ve ACE-4 hari¢ sefradine karsidir. ACE-1, en genis etki spektrumlu
sefalosporinazdir ve bazen sefuroksimi de etkileyebilmektedir (1).

ARA-1 ise plazmid kaynakli bir karbapenemaz olup ileride ciddi sorunlar

olusturabilecek bir enzimdir. Bu enzim imipenem ve azlosilini pargalarken sefuroksim,
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seftazidim ve sefotaksimi pargalayamaz. ARA-1 geninin A. baumannii’den A. junii’ye direkt
konjugativ transferi gosterilmis ve ayni plazmid, alic1 ve verici suglarda gézlenmistir (1, 81).

Diinyada Acinetobacter tirleri arasinda GSBL tiiri direng oldukc¢a azdir. Ancak
iilkemizde Klass A GSBL (PER-1) enzimi hastane kokenli A. baumannii izolatlarin %40’ inda
bulunmustur (16). Bunun 6nemi ise bu tiir izolatlarin sulbaktam kombinasyonlarina da direng:
gelistirerek tedavilerinin imkansiz hale gelmesidir (17).

Tablo 2. Acinetobacter’lerde bulunan B laktamazlar (1).

Enzim veyasus Kaynak Substrat Molekiil Agirhig:
TEM-1 Plasmid Penisilin 29

TEM-2 Plasmid Penisilin 29
CARB-5 Plasmid Penisilin 29

ARI-1 Plasmid Sefolosporin 23

NCTC 7844 Kromozom  Sefolosporin 30

ML 4961 Kromozom  Sefolosporin 38

ACE-1 Kromozom  Sefolosporin 500
ACE-2 Kromozom  Sefolosporin 60.5
ACE-3 Kromozom  Sefolosporin 325
ACE-4 Kromozom  Sefolosporin >1000
SHV-like Bilinmiyor  Penisilin Bilinmiyor

Aminoglikozitlere Direng Mekanizmalar:

Acinetobacter enfeksiyonlarinin tedavisinde aminoglikozitlerin siklikla kullanilmasi
sonucunda bu antibiyotiklere diren¢ gelisimi artmaktadir. Acinetobacter suslarinda
aminoglikozit modifiye edici enzimlerinden asetiltransferaz, nukleotidiltransferaz ve
fosfotransferaz enzimleri ile aminoglikozitlere direng gelismektedir. Aminoglikozit direng
genleri plazmid ve transpozon kaynakhidir (1, 18, 81, 82).

Ancak bu enzimlerin sikliklan iilkelere gére degismektedir. Ornegin AAC(3)-Ia
Belgika’da yaygin iken Amerika ve Arjantin’de nadirdir. Bazi suslar ise birden fazla tipte
aminoglikozit direng geni icerebilmektedirler. Ayrica sadece A. haemolyticus’un icerdigi

AAC(6’)-Ig geni amikasin direncinden sorumludur ve bu tliriin identifikasyonunda

kullanilabilir (1, 14, 83) .
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Tablo 3: Acinetobacter tiirlerindeki aminoglikozit modifiye edici enzimler (1).
Enzim Tipleri

AAC(6")
AAC(2M)I
Asetiltransferaz (AAC) AAC)I
AAC)HII
AAC(3)V*
AAC(3)IV

ANT(3")I
AAD(3”*)(9)*
ANT(2)I
AAD(2")?

Nukleotidiltransferaz (ANT)

APH(3)I
APH(3)II
Fosfotransferaz (APH) APHGHII
APH(3)IV
APH(3 ")

Kinolonlara Direng Mekanizmalar:

Acinetobacter’lerin hastane enfeksiyonlarinda 6nemli rol oynamalari florokinolanlarin
enfeksiyon tedavilerinde siklikla kullamilmalart sonucudur. Mekanizme tam bilinmemesine
ragmen Acinetobacter’lerde 4-kinolanlara kolaylikla direng gelismektedir (1).

Diger organizmalardaki 4-kinolanlara direngten $zellikle gyr4 mutasyonlan ile olusan
DNA giraz subunitindeki yapisal degisiklikler sorumlu tutulmaktadir. Bu gen bolgesinde Gly-
81, Ser-83, Ala-84 ve GIn-106’min yerine degisik aminoasitler ge¢mesi ile direng
gelismektedir. Nadir goriilen yiiksek diizey diregten ise subunit B’deki degisikliklerin sebebi
sonucu olusan gry B mutasyonlar1 sorumludur (1, 81).

Bagka bir diren¢ mekanizma ise Acinetobacter hiicre duvarlarinin antibiyotiklere kars:
az gecirgen olmasidir. 4-kinolanlara karsi direngte dis membrandaki degisiklikler sonucu

iceriye alinmanin azalmasi sorumlu tutulmaktadir. E. coli ve P. aeruginosa’daki bu direng

seleksiyonu ( laktamlara ¢apraz dirence neden olabilir (1).
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Diger Antibitotiklere Direng Mekanizmalar

Yiiksek diizey trimetoprim direnci (MIC>1000 mg/L) konjugatif plazmitte bulunan
transpozonlardaki ¢oklu diren¢ genleri ile iliskilidir. Benzer olarak kloramfenikol
asetiltransferaz I (CAT1) geni kromozom ve plazmid DNA’s1 ile iliskilidir (1, 84).

Tablo 4. Acinetobacter’lerde bulunan antibiyotik diren¢ mekanizmalar (1).
ANTIBIYOTIK MEKANIZMA

Penetrasyonun azalmasi
B LAKTAMLAR Hedef molekiilde degisiklik
B laktamaz (plazmid ve kromozomal), GSBL (PER-1)

IMIPENEM Imipenemaz

Hedef molekiilde degisiklik

FLOROKINOLONLAR Penetrasyonun azalmasi
Aktif digar atma

Enzim ile modifikasyon

AMINOGLIKOZITLER ——
I¢eri alinmanin azalmasi

Acinetobacter Infeksiyonlarimin Tedavisi

Acinetobacter’ler genellikle ¢ogul ila¢ direncine sahip mikroorganizmalar olup
tedavisinde ¢esitli kombinasyonlar 6nerilmektedir (1, 14). Bunlar asagida belirtilmektedir.

1. B laktam + aminoglikozit

2. Sefoperazon/sulbaktam + aminoglikozit

3. Piperasilin/tazobaktam + aminoglikozit

4. Ampisilin/sulbaktam + aminoglikozit

5. B laktam + kinolonlar

6. Kinolon + aminoglikozit

B laktam antibiyotik olarak seftazidim, sefepim, tikarsilin/ klavulanik asit, imipenem
kullanilmalidir. Imipenem direngli suslarada ampisilin/sulbaktam veya piperasilin/tazobaktam

iyi bir alternatifdir.
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MATERYAL VE METOT

I- Hastalar ve Acinetobacter baumannii [zolatlar:

Bu ¢alisma, 20 yatakli koroner yogun bakim (KYB) ve gogiis kalp damar cerrahisi
yogun bakim (GKDCYB), 10 yatakl: dahili yogun bakim (DYB) ve 10 yatakh cerrahi yogun
bakimi (CYB) olan toplam 593 yatakli Turgut Ozal Tip Merkezi Hastanesinde yapildi.

Hastanemizde 01.01.2000-01.09.2001 tarihleri arasinda ¢esitli klinik o6rneklerden
toplam 52 A. baumannii izole edildi. Ancak bunlar igerisinde epidemiyolojik bilgisine
ulasilabilen ve yatan hastalardan salgin ve salgin dis1 donemlerde Uretilen 38 4. baumannii
susu tiplendirmeye alindi. Suslarin 20’si ortopedi, 10°u pediyatri servislerine ve 8’1 yetiskin
vogun bakim birimlerine aitti. Onsekiz aylik bu dénemde hastenemizde {i¢ salgin gériildii. Bu
calismada salgin; bir enfeksiydz hastaliginin belli bir bolgede, belli bir zamanda, o bolge ve
zaman i¢in normal olandan daha yiiksek bir insidansta rastlanilmasi olarak tanimlandi (85).
Ortopedi servisinde goriilen 1ki salgimin ilki Haziran 2000, ikincisi Ekim-Kasim 2000
doénemlerinde idi. Bu salginlar sirasiyla alt1 ve yedi hastayi etkiledi. Pediyatri servisinde Ocak
2001°de gortilen salginda dokuz hasta etkilendi.

I1- Epidemiyolojik Iliski ve Risk Faktorlerine Ait Bilgilerin Toplanmasi:

(Galigmaya alinan her hasta i¢in ekte sunulan ‘Bakteriyolojide Epidemiyolojik Calisma

Formu’ dolduruldu. Ayrica baz: hastalar i¢in ilave bilgiler bu forma not edildi.
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Bakteriyolojide Epidemiyolojik Bilgi Toplama Formu
Dosya No: Telefon
Ad- Soyadi: Cinsiyet-Yas
Hastaneye Yatis Tarihi:
Ikametgah:
Servis/ Kaldig1 Oda:
Hastaneye evden mi yoksa baska saglik kurulusundan mi geldi?
Hizmet veren personel ve ortak kullanilan malzemeler:
Klinik Tani:
Hastaneye yatista enfeksiyon var mi?
Yoksa, enfeksiyon ne zaman gelisti?
Kiltiir alind1 mi1, ne zaman alind1?
Infeksiyon 6ncesi antibiyotik kullanimi var mi1?
Infeksiyon sonrasi antibiyotik kullanimi?
Cerrahi girisim veya anestezi veya invaziv girisimler uygulandiysa
Ne zaman?
Nerede?
Ne tip?
Altta yatan hastaligi var m1?
Yataga bagimli m1?
Beslenme tipi:
Sondali m1?
Kiiltiir sonucu:

Antibiyogrami:

19



II1- Cevre ve Hastane Personelinden izolasyon Caliymalar::
Salgin oldugu diisiiniilen dénemlerde ortopedi ve pediyatri servislerinden toplam lg
kez cevre ve personel tarama kiiltlirleri yapildi. [lk salgin sonrasi 10.07.2000°de ortopedi
servisinde ortak kullanilan pansuman arabasi, tedavi tepsisi, furosin kutusu, ila¢ dolab,
musluk agizlan, laringoskop, O3 jaki, desk, telefonlar, hasta yatak, ¢arsaf, yastik kiiltiirleri ve
o sirada serviste bulunan bes doktor, iki hemsireden el kiiltiirleri alindi. Bu serviste yeni
vakalarin ortaya ¢ikmas: iizerine 05.10.2000°de yukanda belirtilen ¢evre kiiltiirleri ve 15
doktor, dokuz hemsire ve iki personelin el ve burun kiiltiirleri yapildi. Pediyatri servisinde
salgimin goérildiigi 11.01.2001 tarthinde ise kuvéz, temizlik malzemeleri, kupa, biberonlar,
mama pisirme malzemeleri, lavabo, musluk, solunum cihazi, telefon, kapi kollari, stok
solusyonlar, acil kutusundaki laringoskop ve ambu, tarti cihazi, derece solusyonu, buhar
aletlerinden ¢evre tarama kiiltiirleri ve bes doktor, bes hemsire ve iki personelden el ve burun
kiilttirleri alindu.
Cevre ve personel tarama kiiltiirleri su gekilde yapildi;

1. Aspirator ve nebiilizatér hortumlar1 ve aspiratér kavanozlarin i¢i bes ml kadar steril serum
fizyolojik (SF) ile yikandi. Bu sivi ekimde kullamldi.

2. Kiivoz ve dezenfektan sivilardan bir ml 6rmek alindi.

Kiivéz zemininden ve diger kuru zeminlerden 6rnek, glukozlu buyyon i¢ine daldiriimig

W

ekitvyonun 5 cm”’lik alana stiriiliip tekrar buyyona daldirilmasiyla yapildi.
4. EIl Kkultirleri, eldivenli (yeni dogan hemsiresi, doktoru ve temizlik personeli) veya
eldivensiz eller kanh plaklara bastirilarak alind:.

5. Infeksiyon kaynagim tarama igin laboratuvara gelen tiim sivi 6meklerden birer mililitre
alinip bes ml glukozlu buyyona inokiile edilip 3-4 saat 37°C’de inkiibe edildi.
6. Izolasyon igin tiim ornekler, koyun kanl agar ve eosin metilen blue (EMB) besiyerine

ekildi. Bir gece 37°C inkiibe edildi.
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IV- Suslarm Identifikasyonu:

Aerobik, Gram-negatif, hareketsiz, diplokok veya kisa g¢ubuk seklinde, katalaz

reaksiyonu pozitif, oksidaz reaksiyonu negatif, glukoz ve laktoz fermantasyonu olmayan

bakteriler Acinetobacter siiphesiyle ileri identifikasyon testlerine alindi. Ayrica 35°C ve

42°C’de tiremeleri degerlendirildi. Sceptor sistemi kullamlarak Acinetobacter izolatlarinin tiir

diizeyinde tanimlanmasi yapildi.

Suglanin identifikasyonunda Gram negatif sceptor panel, (iretici firma tarafindan

Onerilen kurallara uyularak calisildi ve sonuglar kit kriterlerine gére degerlendirildi. Bu

sistemde yontemin kontrolii i¢in standart suslardan Escherichia coli (ATCC 25922),

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) ¢alisildi.

Sceptor Calisma Prosediirii

L.

(V'S

24 saatlik taze kiiltiirden 4-5 adet aym: tip koloni 5 ml. triptik-soy sivi besiyerine
inoktile edildi.

2-6 saat 37°C bekletilip 0.5 McFarland’a ayarlandi.

Bunun 10 pl’si Gram-negatif broth’a konuldu.

Gram-negatif broth’dan 100 pl kuyucuklara dagitiidi.

Indol, tire, lizin, arginin, ornitin ve H>S kuyucuklarina mineral yag damlatilip 37°C’de
inkiibasyona birakildi.

Okuma yapilmadan 6nce indol kuyucuguna kovaks ayirac1 damlatildi.

Bilgisayar programinda okundu.
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Her bir sus i¢in sceptorde bulunan sitrat (CIT), polimiksin B (PXB), dextroz (DEX),
malonat (MLO), eskulin (ES), PNPG (PNG), lizin (LY), arginin (ARG), ornitin (ORN), iire
(URE), hidrojen stilfiir (H,S), indol (IND), adonitol (ADO), inozitol (INO), sorbitol (SOR),
ramnoz (RHA), melebioz (MLB), mannitol (MAN), arabinoz (ARB), ksiloz (XYL) ve sukroz
(SUC) aktivitelerine bakildi. Bu testlerin prensibi kisaca s6yledir.

Karbonhidrat fermantasyonu/ N-asetil-d-glukozamin fermantasyonu: Karbonhidrat
fermantasyonu veya oksidasyonu sonucu olusan asit, fenol red indikatdriiniin turuncudan
sariya donmesine neden olur.

PNPG (PNG) testi: Bakterilerde beta galaktosidaz enzim varlifinda renk sariya dondsiir.
Ornitin (ORN), arginin (ARG) ve lizin (LY) testleri: Bu aminoasitlerin anaerop ortamda
katabolizmas1 sonucu olusan aminler ortam pH'sim artinir. Fenol kirmizisinin rengi saridan
turuncu-kirmiziya doniisiir.

Ureaz testi (URE): Bakteri {ireaz enzimi iiretiyorsa iire hidrolizi sonucu olusan amonyak
alkali pH olusturur. Ortamdaki indikatériin rengi mora doniistir.

Sitrat (CIT) ve malonat (MLO) testi: Bakteri bu substratlan kullaniyorsa alkali metabolitler
olugur ve pH indikat6rii maviye donisiir.

Eskiilin (ESC) test: Eskiilin’i hidrolize eden enzim ile olusan eskiiletin ortamdaki demirle
kahverengi kompleks olusturur.

Indol (IND) testi: Triptofanaz enzimi ile triptofandan indol olusur ve para-dimetil
aminobenzaaldehit varlifinda pembe-kirmizi renk olusur.

Hidrojen siilfiir (H,S): Sodyum tiosulfat, siilfit ve hidrojen siilfite indirgendiginde, hidrojen

siilfitle ferrik amonyum sitrat birlesir ve ferrous siilfiir denilen siyah presipitat olusturur.
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V- Suslarin Antibiyotik Duyarlihk Profili:

a- Disk difiizyon yontemi: Hastanemizde izole edilen A. baumannii suslarinin
antibiyotiklere duyarliliklart Kirby Bauer disk diflizyon yontemine gore yapilds.

Kullanilan antibiyotik diskleri sunlardir. Amoksasilin-klavulonik asit (20 pug/ 10 pg-
AMC), aztreonam (30 pg-ATM), seftriakson (30 pg-CRO), seftazidim (30 pg-CAZ),
imipenem (10 pg-IMP), sefotaksim sodyum (30 pg-CTX), sefoksitin (30 ug-FOX),
sefuroksim (30 pg-CXM), penisilin G (10 Unit-P), piperasilin/tazobaktam (75 pg/ 10 pg -
TZP), sefepim (30 pg-FEP), ampisilin/sulbaktam (10 ug/ 10 pg-SAM), sefiksim (5 ug-CFM),
amoksasilin (25 pg-AML), tobramisin (10 pg-TOB), tikarsilin/ klavulonik asit (75 ug/10 pg-
TIM), kolistin siilfat (10 pg-CT), ampisilin (10 pg-AMP), stilfametoksazol/ trimetoprim
(kotrimaksazol) (23.75 pg/ 1.25 pg-SXT), siprofloksasin (5 pg-CIP), piperasilin (100 pg-
PRL), meropenem (10 ng-MEM), amikasin (10 pg-AK) ve gentamisin (10 pug-GN)’dir.

b- Sceptor Sistemi: [zolatlarin tamaminin antibiyotiklere duyarliliklari sceptor
sistemiyle de test edilerek break point noktalar: saptandi. Sceptorde kullarulan antibiyotikler
ise ampisilin, piperasilin, amikasin, gentamisin, siprofloksasin, tetrasiklin, sefotaksim
sodyum, seftriakson, siilfometoksazol/ trimetoprim (kotrimaksazol), ampisilin/sulbaktam,
ampisilin-klavulonik asit, aztreonam, sefoperozon, sefotetan, tikarsilin, imipenem, tobramisin,
sefozolin, seftazidim ve sefuroksim’dir.

Her iki yontemle yapilan antibiyogramlarin duyarlihk profilleri birbiriyle
karsilagtinldi. Sceptor antibiyogram sonuglanmin Kirby Bauer yontemi sonuglarina gore

uyumu degerlendirildi.



VI- Alttipleme

A- Fenotipleme:

Antibiyotipleme: Tiplendirmede disk diflizyon esas alindi. Antibiyogram sonuglari
duyarl: (S), direngli (R) ve orta derecede duyarli (I) olarak kaydedildi. Suslarin tamaminda
ayni sonucu veren antibiyotikler tiplendirme disinda tutuldu. Suslar arasindaki farklilik
gosteren antibiyotiklerin sonucuna gére tiplendirme yapildi (68).

B- Molekiiler Tiplendirme:

AP-PZR: Grundmann ve ark.” (86) larinin 4. baumannii suglarinin tiplendirilmesi i¢in
Onerdikleri M13 primeri kullanilarak AP-PZR ile genotipleme yapildi.
I- Gerekli ¢ozeltiler
TE tamponu; 10 mM Tris, ImM EDTA (pH 8.0)
PK soliisyon; | mg/ml proteinaz K, 0.2 M EDTA, 0.1 M Tris HC! (pH 8.0), %l
laroxyl sarcosine (veya SDS).
11- Yontem
a- Izolatlarin Hazirlanmasi
1. Plaktak: besiyerinde saf kiiltiir halinde tretilmis bakterinin, tek kolonisi 2 ml sivi
besiyerine (niitrient broth, triptik soy broth) ekilir.
2. 1ki saat veya bulaniklik olusuncaya kadar inkiibe edilir.

Plak besiyerine pasaj yapilarak bir gece bekletilir.

L2

4. Saf kiiltiir olarak plak besiyerinde iireyen koloniler (plagin yaklasik dértte biri) 2 ml
steril TE tamponu veya distile su igine toplanir ve DNA izolasyonunda kullanilir.
Plaktaki tek koloniden 3 ml sivi besiyerine ekim yapilarak bir gece inkiibe edilir.

5. Siv1 besiyerindeki kiiltiir stok i¢in kullamhbir. Igerisinde 0.4 ml steril gliserol bulunan

iki adet 1.5 ml’lik Ependorf tliplere, 1 ml kiiltiir eklenerek, vorteks yapilir, -70°C’de

saklanir.
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b- DNA’nin izolasyonu ve saflastiriimasi (87)

1. DNA izolasyonu i¢in yukarida belirtildigi gibi TE tamponu igerisinde toplanan
bakteriler, 3,000x g’de 10 dakika santrifiyj edilir. Dikkatlice tist s1v1 iginde dezenfektan
bulunan kaba dokiiliir.

2. Pellet iizerine 3 ml TE tamponu ekleyip karstirilir. Tekrar santrifiij edilerek st sivi
dokiilir.

3. Pellet, 0.2 ml TE tamponu igerisinde siispanse edilir ve {izerine 0.2 ml Proteinaz K
(PK ) soliisyonu eklenip dikkatlice karistinlir.

4. Karisim, 50°C’de 2 saat ile bir gece arasinda inkiibasyona birakilir.

5. Bu asamada solisyon vizkdz olmaktadir. Pipetlemenin rahat yapilmasi i¢in
seyreltilmesi gerekir. Sollisyona 3 ml TE ekleyip iyice karistirildiktan sonra 0.4 ml’si
1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine aktanlir. Uzerine 0.4 ml fenol konulur. Karisim
vorteksiendikten sonra 11.000x g’de 5 dakika santrifiij edilir.

6. Ust faz yeni bir tiipe aktarilir. Uzerine 0.4 ml kloroform eklenip vortekslenir ve 11.000
x g’de 5 dakika santrifiij edilir.

7. Ust faz veni bir tiipe aktarilir. Uzerine, toplanan sivi hacminin 1/10’u kadar 3 M
sodyum asetat ve iki kat1 kadar absolii alkol eklenip karistirilir. Bu karisim —20°C’de
30-60 dakika sogutulur. 14.000x g’de 10 dakika santrifiij edilerek DNA ¢oktiiriiliir.
Ust kisim atilir.

8. DNA pelleti tizerine yaklasik 1000 pl soguk %70°lik ethanol eklenerek 14.000x g’de
10 dakika santrifij edilir ve {ist kisumdaki alkol atilir.

9. DNA pelleti oda 1sisinda kurutulup, 50 pl steril TE tamponunda homojenize edilir.

10. UV  spektrofotometre (GeneQuant, Pharmacia Biotech) kullanilarak DNA

konsantrasyonu 6l¢iildi. DNA konsantrasyonu 50 ng/pl olacak sekilde ayarlanir.

25



c- AP- PZR

1- 2X Amplifikasyon kariginumn hazirlanmasi

10X Amplifikasyon tamponu 200 pl
dNTP miks (2 mMol) 200 pl
MgCl; (25 mM) 320 pl
Steril DNaz ve RNaz igermeyen su 280 pl
Toplam hacim 1000 pl

1~ 50 yl olan amplifikasyon karisimimin hazirlanmasi

2X amplifikasyon miksi 25 ul
Primer M13 (100 pmol/ul) j
Tag DNA polimeraz (5 U/ul) 0.5 ul
Steril DNaz ve RNaz igermeyen su 21.5 ul
Ekstraksiyon urtint (50 ng/ui) 2ul
Toplam hacim 50 ul

Primer: M13: 5 -GAGGGTGGCGGTTCT- 3’ (86).
ut- Amplifikasyon programi
Denaturasyon i¢in 94°C’de 5 dakika
Primer baglanmasi i¢in 40°C’de 5 dakika 2 siklus
Primer uzamasi i¢in 72°C’de 5 dakika
Denaturasyon i¢in 94°C’de 1 dakika
Primer baglanmast i¢in 40°C’de 1 dakika 40 siklus

Primer uzamasi igin 72°C’de 2 dakika




d- Sonug¢larin gozlenmesi

Amplifikasyon Uriinii brom fenol mavisi iginde 3/4 oraninda seyreltildi. Bu karigimin 6
ul’si, icinde etidyum bromiir bulunan %2’lik agaroz jele yiiklendi. ki saat 120 Volt’luk
akimda elektroforez uygulandi. UV transillimiinatérde bant profilleri degerlendirildi.

e- Bantlarmm yorumlanmasi:

M13 primeri kullanarak yapilan AP-PZR’da farkli genotiplere ayirma ‘Dice similarity
coefficient’ (benzerlik katsayis1) %70’in alti esas alinarak yapildi (88). Benzerlik katsayisi
%70’nin altinda olanlar farkli genotip, benzerlik katsayis1 %70-95 aras1 olanlar alttip, %95-

100 olanlar ayni genotip olarak degerlendirildi.
Her iki susdaki ortak bant savis1 X 200

Dice ‘similarity coefficient’ (benzerlik katsayis1) =

Her iki susdaki toplam bant sayis1
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BULGULAR

I- Hasta ve A. baumannii {zolatlar::

Cesitli kliniklerde 01.01.2000-01.09.2001 tarihleri arasinda yatan 30.000 hastadan

gonderilen 6rneklerden 52 A. baumannii izole edilmistir. izolasyon yapilan drneklerin 27°si

yara, 13’1 kan, 6’s1 trekeal aspirat, 3’1 plevra, 2’si idrar, 1’1 trekeostomi ¢evresi idi (Tablo 5).

Omeklerin servislere gére dagilimi; 14 pediyatri, 20 ortopedi, 8 CYB, 10 DYB’dir (Tablo 6).

Tablo 5. 52 4. baumannii nin 6rmeklere gére dagilimi

Yara Kan Trekeal  Trekeostomi  Plevra Idrar Toplam
aspirat cevresi
Say1 27 13 6 1 3 2 52
% 51.9 25 11.5 1.9 5.8 3.9 100

Tablo 6. 4. baumannii izolatlarinin kliniklere gore aylik dagilimi.

ORT

Toplam

01.2000 | - 1 - -

1

02.2000 | - - - -

03.2000 | - - - -

04.2000 | -

05.2000 | -

06.2000 | -

07.2000 | -

[e— 1
[}

08.2000

09.2000

10.2000

bt [ ND s | 0
Wl l—iON]
—
.

11.2000

1
o
1

12.2000

01.2001

— oo |
ot
[

'
1
G|t

02.2001

SOt I— 3l

03.2001

04.2001 | - -

05.2001 |- - 1 -

06.2001 |1 1

07.2001 | - 1

[\O N [US ) PN FUy By |

08.2001 |- -

[\

1

1
Toplam | 14 20 8 10
% 269 1385 [154 1192

W
[\

—
[l
O
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Tiplendirme ¢alismalarina epidemiyolojik, demografik ve klinik bilgilerine
ulagabildigimiz 20 ortopedi, 9 pediatri, 4 DYB, 3 CYB servisinden olmak tlizere 36 hasta ve
bunlardan elde edilen toplam 38 4. baumannii susu alindi. Bu suslarin servislere ve izole
edildigi numunelere gére dagilimi Tablo 7°de goriilmektedir.

Tablo 7. Tiplendirmeye alinan 38 4. baumannii nin servislere ve 6rneklere gére dagilimi

Servis Yara Kan Trekeal  Trekeostomi Plevra Toplam
aspirat cevresi

Ortopedi 20 - - - - 20

Pediatri - 8 1 1’ - 10

DYB 3 1 1 - - 5

CYB 1 - - - 2 3

Toplam 24 9 2 1 2 38

" Kolonizasyon olarak degerlendirildi.

I1- Epidemiyolojik Iliski ve Risk Faktorlerine Ait Bilgilerin Toplanmas::

Ortopedi servisinde 18 aylik periyotta 20 hastadan toplam 20 4. baumannii susu izole
edildi. Bunlardan alt1 tanesi (H2, 3, 4, 5, 6, 7), Haziran 2000, yedi tanesi (H11, 12, 13, 14, 15,
16, 17) ise Ekim-Kasim 2000 aylarinda olmak tizere salgin dénemlerine aitti. Diger yedi sus
salgin disinda farkli tarihlerde dretilmistir. Hastalarin 16’s1 erkek, dordii kadin olup, yaslar
12-70 yildir (ortalama:34.1 yil). On hasta (H2, 3, 5, 7, 8, 12, 14, 16, 18, 20) trafik kazasi
sonucunda kirtk, iki hasta (H9, 19) yiiksekten diisme sonucunda kirik, iki hasta (H11, 17)
dogumsal kal¢a ¢ikigi, bir hasta (H1) lenfomada olusan bacak apsesi, bir hasta (H4) yanik
skari, bir hasta travmatik el amputasyonu (H6), bir hasta fibula yoklugu (H10), bir hasta
(H12) atesli silah yaralanmasi ve bir hasta genel viicut travmasi (H15) nedeniyle ortopedi
servisine kabul edilmistir. Izole edilen 4. baumannii’ler ~ Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) kriterlerine gore hastane enfeksiyon etkeni olarak tamimlandi. Suslarin
hepsi yara kiiltiirlerinden izole edildi. Tim hastalarin izolasyon Oncesi ¢esitli antibiyotik

kullanimi ve ¢ogunda da genel anestezi altinda internal veya eksternal enstrumam mevcuttu.
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Hastalarin klinik, demografik, epidemiyolojik verileri ve risk faktorleriyle ilgili ayrnintili
bilgiler Tablo 8’de gdsterilmistir.

Pediyatri servisinde salgin 10.01.2001-29.01.2001 tarihleri arasinda olup sekiz hastay
(H21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28) etkiledi ve bunlardan toplam dokuz sus (P1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8,
9) izole edildi. Yedi hastanin (P1, 2, 3, 4, 5, 6, 7) kan kiiltiirii pozitifken, bir hastanin (H28)
hem kan kiiltiirii hem de trakeal aspiratinda A. baumannii izole edildi. Bu hastalarin besi
erkek iicti kizdi. Salgindan etkilenen sekiz bebek aym yenidogan yogun bakiminda (ortalama:
11.4 giin) yatt1. Gestasyonel yaslar1 27-42 hafta (ortalama 36 hafta) ve dogum agirliklar:
1230-4000 gramd: (ortalama 2380.6 g). Bu bebeklerin besi normal vajinal dogum, fi¢ii
sezeryanla dogmustu. 4. baumannii izole edildiginde bebekler 9-101 giinliiktii (ortalama 42.7
giinliik). Bebeklerin besi (H21, 22, 23. 24, 28) prematiirite ve respiratuvar distres sendromu
nedeniyle hastanemize gelmislerdi. H25, 26, 27 hastalar ise hipoksik iskemik ensefalopati
(HIE) tamsiyla yatinldi. Diger bir hasta ise (H29) bes yasinda kiz ¢ocufu olup enfekte
epidermozis bullosa tanisiyla pediyatri yogun bakimma yatinhip salgindan 6.5 ay sonra
trekeostomi ¢evresinden A. baumannii izole edildi (P10). Salgindan etkilenen H27 disinda
tiim bebekler mekanik ventilasyon (ortalama: 11.4 giin) yamnda iki veya daha fazla invaziv
girisime sahipti. Ayrica tiim bebeklerde izolasyon oncesi ¢esitli antibiyotik kullanimi vardi.
[zole edilen on A. baumannii susunun sekizi (P1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8) enfeksiyon etkeni, ikisi
(P9, 10) kolonizasyon olarak degerlendirildi. Hastalarin klinik, demografik, epidemiyolojik
verileri ve risk faktorleriyle ilgili ayrintihi bilgiler Tablo 9°da gosterilmistir.

Yetiskin yogun bakimlardan yedi hastadan toplam 8 4. baumannii susu izole edildi.
Hastalarin, besi DYB, ii¢ii CYB birimine aitti. Bir hastamin (H32) iki ay ara ile yara
kiiltiirinde A. baumannii tiredi (D3, 5). Toplam sekiz susun dordii yara, ikisi plevra, biri kan
ve biri trekeal aspirattan izole edildi. Hastalarin dérdii erkek, ti¢ii kadin olup, yaslan 21-80°di

(ortalama:46). Hastalar sirasiyla mesane kanseri, iskemik serebrovaskiiler okliizyon, pott
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absesi, Myastenia gravis, akciger kanseri, kolon kanseri, pnémotoraks nedeniyle yogun
bakimlara yatirilmigtir. Hastalarin hepsinde izolasyon dncesi antibiyotik kullanimi ve invaziv
girisim mevcuttu. Bir hasta (H33) tliberkiiloz tedavisi gormekteydi. Hastalarin klinik,
demografik, epidemiyolojik verileri ve risk faktorleriyle ilgili aynntili bilgiler Tablo 10’da

gOsterilmisgtir.
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III- Cevre ve Hastane Personelinden Izolasyon Cahgmalar::

Salgin déneminde hastalarin gevresinden (pansuman arabasi, tedavi tepsisi, furosin
kutusu, ilag dolabi, lavabo ve musluk agzi, O, jak, telefonlar, yatak, ¢arsaf ve yastik, kuvéz,
temizlik malzemeleri, kupalar, biberon ve mama pisirme malzemeleri, solunum cthazi, kap:
kollari, stok solusyonlari, acil kutusundaki laringoskop ve ambu, tarti cihazi, derece

solusyonu, buhar aletleri) ve saglik personelinin el ve burunlarindan yapilan izolasyon

¢aligmalarinin sonuglar1 Tablo 11°de verilmigtir.

Table 11. Cevreden A. baumannii izolasyon ¢alismalar

Servis Tarih Incelenen 6rnek Say Sonug

Ortopedi 10.07.2000 g:r‘;fnel io ﬁjgiﬁﬁ
Ortopedi 05.10.2000 cevre i §Z§ZI§§
Pediyatri 11.01.2001 S g . EZﬁZﬁﬁ
Toplam g:r‘;r:nel ?; Eﬁgiﬁﬁ

IV- Suslarm Identifikasyonu:

A. baumannii izolatlarin sceptor biokimyasal testlerinde su sonuglar elde edildi. Sitrat,
polimiksin B, malonat, eskiilin, PNPG, lizin, arginin, omnitin, iire, hidrojen siilfid, indol,
adonitol, inozitol, sorbitol, ramnoz, mannitol, ksiloz, sukroz aktiviteleri suslarin hepsinde

negatif; dekstroz hepsinde ve arabinoz ise suslarin %87.5 pozitif bulundu. Ayrica suslarin

tiimii 35°C ve 42°C’de tireme gosterdi.



V- Suslarin Antibiyotik Duyarhhk Profili:

a- Disk difiizyon yontemi:

Incelenen 38 A. baumannii izolatimin tamamu AMC, ATM, CRO, CAZ, CTX, FOX,
CXM, P, TZP, FEB, CFM, AML, CT, AMP, PRL ve GN’¢ direncli, IPM ve MEM’e duyarli
bulundu. SAM’a %55.2, TOB’e %5.3, SXT’ye %65.8, CIP’e %7.9 ve AK’e %73.6 oraninda
direng saptandi.

b- Sceptor Sistemi:

Test edilen 38 A. baumannii izolatimin disk diflizyon ve sceptor antibiyotik direng
profilleri karsilastirildi. Antibiyotik duyarliliklar1 sonuglart her iki yontemle; AMC, ATM,
CRO. CAZ, IPM, CTX, FOX, CXM, P. TZP, FEB, CFM. AML, TOB, CT, AMP, SXT, PRL,
MEM, GN’e %100, SAM ve CiP’e %92.1, AK’e %97.4 oraninda uyum bulundu.

VI- Alttiplendirme

A- Fenotipleme:

1-Antibiyotipleme: Disk difiizyonla yapilan antibiyotik duyarlilik test sonuglarina gére
AMC, ATM, CRO, CAZ, CTX, FOX, CXM, P, TZP, FEP, CFM, AML, TIM, CT, AMP,
PRL, GN, IMP ve MEM'’le elde edilen bulgular incelenen suslarin tamaminda aym idi. Bu
nedenle tipleme, suslar arasinda farkliik gosteren SAM, TOB, SXT, CIP ve AK
antibiyotikleri dikkate alinarak yapildi.

Pediyatri suslarinda 2 farkl1 antibiyotip (antibiyotip A ve B) bulunmustur. On pediyatri
susundan dokuzu (P1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10) TOB’e duyarl oldugundan antibiyotip A, bir sus
ise (P9) TOB’e direngli olmasi nedeniyle antibiyotip B olarak adlandirildi. P8 ve P9 aym
hastanin (H28) sirastyla kan ve trakeal aspiratindan izole edilen antibiyotip A, antibiyotip

B’ye ait suslardi (Tablo 12).
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Tablo 12. Pediyatri suglarinin antibiyotiplemesi

Sus Hasta SAM TOB SXT CIP AK Antibiyotip

P1 H21
P2 H22
P3 H23
P4 H24
PS5 H25
P6 H26
P7 H27
P8 H28
P10 H29

P9 H28
SAM (ampisilin/sulbaktam), TOB (tobramisin), SXT (stlfametoksazol/trimetoprim (kotrimoksazol)), CIP

(siprofloksazin) ve AK (amikasin).

nNnwvnunuwnwunwnvnnmwun
Aurnunwwnwwvwwmnowww
nNrnLuwvwununwvnwvnn
Nunnuununnwvmnny
AR ARDTAOR DD
D> >

Yirmi ortopedi susunda 7 farkh antibiyotip (antibiyotip D, G, H, I, K, L, M) ve bir
alttip (alttip Ha) bulundu (Tablo 13).

Tablo 13. Ortopedi suslarinin antibiyotiplemesi.

Sus Hasta SAM TOB SXT CIP AK Antibiyotip

02 H2
07 H7
09 H9
08 HS8
011 HI11
012 HI2
O13 HI3
017 H17
019 HI9
020 H20
Ol HI
03 H3
OS5 HS5
O16 HI16
04 H4
06 Hé6
010 H10
O14 HI4
015 HI5

018 HI8
SAM (ampisilin/sulbaktam), TOB (tobramisin), SXT (siilfametoksazol/trimetoprim (kotrimoksazol)), CIP

(siprofloksasin) ve AK (amikasin).

ARIARAI DNV IFDADIW DD
VAT NAIAIIADVAIA DD ID DD
mmmmmm»—wnmmmmmmmmmmwm
WUV Nnnn—VLVIRR DRI D
AR~ ~ I I I QUUUUUDUOUD U

FUUJUJU)U)MU)CI)C/)(/JUJ(/)UJUJUJU)UJ(I)U)UJ

38



Yetiskin yogun bakim servislerinden izole edilen sekiz sug dort farkli antibiyotipe
(antibiyotip C, D, E, F) aynldi. Ortak profil gdsteren D3 ve DS iki ay ara ile ayn1 hastadan
(H32) izole edilen suslardi (Tablo 14).

Tablo 14. Yetiskin yogun bakim suslarinin antibiyotiplemesi

Sus Hasta SAM TOB SXT CIP AK Antibiyotip
DI H30 S C

D2 H3l
D4 H33
D7 H35
D8 H36
D3 H32
D5 H32

D6 H34 S
SAM (ampisilin/sulbaktam), TOB (tobramisin), SXT (siilfametoksazol/trimetoprim (kotrimoksazol)), CIP
(siprofloksasin) ve AK (amikasin).

nnrnwndn I
nLwwmwnowm nwm
AR MR A™”I
nIP™nnnnnnm
AR XN R A
momo9Igo

Incelenen 38 sus arasinda 13 farkhi antibiyotip saptandi. Ortopedi suslarinda vedi,
pediyatride iki, yetiskin yogun bakim servislerden dort antibiyotip bulundu. Suslarin
yarisindan ¢ogu iki antibiyotip i¢inde yer almaktayd: ( Tablo 15).

Tablo 15. 38 A. baumannii izolatinin saptanan antibiyotiplere gére dagilim

Antibiyotikler Antibiyotip say1 %
SAM TOB SXT CIP AK
S S S S R A 9 23.7
S R S S R B 1 2.6
R S R R R C 1 2.6
R S R S R D 14 36.8
S S R R R E 2 5.3
S S R S R F 1 2.6
S S S S S G 1 2.6
S S R S S H 2 5.3
S S R I S Ha 1 2.6
R S R S S [ 2 5.3
R S S S S K 1 2.6
R S R S S L 2 5.3
R R S S S M 1 2.6
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B- Epidemiyolojik Gruplama

Calismaya alinan suslar epidemiyolojik verilerine gore gruplandinldi. Epidemiyolojik
gruplandirma; suslarn izole edildigi servis temel alinarak yapildi. Ayrica suslar, izolasyon
dénemi (bir aylik periyot iginde veya salgin doneminde izole edilmesi), invaziv girisimde
bulunulmas: (genel anestezi altinda ameliyat, abse direnaji, internal veya eksternal enstruman
takilmasi, gogiis tiipli takilmasi, exchange, total parenteral beslenme, nazogastrik sonda,
intravendz beslenme, kan ve taze donmus plazma, idrar sonda uygulamasi), mekanik
ventilasyon ve daha 6nce tedavi gérdiigli servislere bakilarak alt gruplara ayrldi. Tablolarda
servis ve tarih siitunlarindaki her bir simge farklilig1, invaziv girisim ve mekanik ventilasyon
situnlann pozitif ve negatiflifi gostermektedir. Buna gore pediyatri suslarinda bir
epidemiyolojik grup ve bir altgrup; ortopedi suslarinda bir epidemiyolojik grup ve sekiz
altgrup; yetiskin yogun bakimlarinda ise iki epidemiyolojik grup ve alt1 altgrup bulundu

(Tablo16, 17, 18).

Tablo16. Pediatri suslarinda epidemiyolojik gruplama

Sus Servis Tarih Inzaziv Mekanik  Epidemiyolojik
girisim ventilasyon grup
+ +

P1
P2
P3
P4
P5
P6
P7
P8
P9
P10

L B T T T R

+ + 4+ + 4+ o+ o+ 4+ o+

Q + 4+ + 4+ + + + +
R P N=-R-E-B-R=-F-

X PP DD DD DD D
=
0
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Tablo17. Ortopedi suslarinda epidemiyolojik gruplama

Sus Servis [zolasyon Inzaziv  Epidemiyolojik
tarihi girisim grup

) z v + I
02 z o + fa
03 z o + Ia
04 z o + Ia
04 z o + Ia
05 z o + Ia
06 b3 o + Ia
07 z a + Ia
08 3 B + Ib
09 2 X + Ic
010 b3 - + Id
0O11 z & + le
012 z & + Ie
013 z & + le
014 z & + Ie
015 z & + le
016 z & + Ie
017 2 & + I
018 b3 / - If
019 3 A + Ig
020 z X + [h

Tablo18. Yetiskin yogun bakimlarinda epidemiyolojik gruplama

Sus Servis Tarth Inzaziv Mekanik  Epidemiyolojik

girisim ventilasyon grup
D1 & - + + I
D2 X # + + v
D3 X # + + IVa
D4 x # + - IVb
D5 X / + + Ve
D6 & A + + [la
D7 X A + - Ivd
D8 & N + - I1b




C- Molekiiler Tipleme

Amplifikasyon iiriinlerinin agoroz jel elektroforezini takiben jeldeki herbir susa ait
bant profili digerleriyle kiyaslandi. Kiyaslama 6nce jelde yapildi. Sonra bu jellerin resimleri
¢ekildi. Sekil 1, 2, 3°de goriilecegi gibi bant profilleri bir kez de resim tizerinde karsilastirildi.
Herbir jelde saptanan farkli profillerden birer ornek yeni bir jelde yiritiildi (Sekil 5, 6).

Boylece her servisin izolatlar1 kendi i¢inde kiyaslandi. Marker olarak ®X174 DNA/ BsuRI

(Haelll) kullanildi.

PIO P9 P8 P7 P6 P5 P4 P3 P2 Pl ...

Sekil 1:Pediyatri suglarinin AP-PZR sonuglar
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marker 15 14 13 12 11409 8 .7 6

Sekil 2: Ortopedi servis suslarinin AP-PZR sonuglari

M 01 O17 Ot6 O14 O10 09 019 07 03 P9 P2 PlI M

Sekil 3: Ortpedi servis ve yetigkin yogun bakim suslarinin AP-PZR sonuglar
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ekil 4: Farkls enotlpler-I

S ekil 5: Farkli genotipler-11



Pediyatri servisinden izole edilen on izolatta iki farkli genotip saptandi. izolatlardan
bir tanesi (P2)’nin benzerlik katsayisi %64.2 ve salgin suslarindan bes bant farklilik
gostermekteydi. Dokuz no’lu salgin susunun benzerlik katsayisi %81.4 olup, salgn
suslarindan iki bant farklilik gostermekteydi (Tablo 19). Yirmi ortopedi susunda ii¢ genotip
sekiz alttip saptandi (Tablo 20). Yetiskin yogun bakim servislerine ait sekiz izolatta bir
genotip ve iki alttip saptandi. D6, D7, D8 arasinda benzerlik katsayis1 %96.6 ve bir bant fark
oldugu i¢in ayni genotipik gruba dahil edildi (Tablo 21).

Tablo19. Pediyatri suslarinin genotiplemesi

[zolatlar Genotip Benzerlik katsayis1 (%) Bant farki”
P1, P3, P4, PS, P6, P7, P8, P10 A 100 0
P9 Al 81.4 2
p2 B 64.2 5

" Salgin susuna gore bant farki

Tablo20. Ortopedi suslarinin genotiplemesi

Izolatlar Genotip Benzerlik katsayis1 (%) Bant farki™
03, 04, 05 C 100 0
0Ol4 C* 96.5 1
07, 08 Cl 92.8 4
019 C2 85,7 2
09 C3 74.4 4
01 C4 84,6 4
02 Cs 72,2 3
0o10 D

017, 018, 020 D1 85,7 2
016 E

011, 012, 013, O15 El 72,2 4
06 E2 78,2 3

*: 03, 04, O5 ile Ol4 arasinda benzerlik katsayis1 %96.5 ve bir bant fark: oldugu i¢in aym genotip olarak
degerlendirildi.
*: Salgin susuna gore bant farki
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Tablo 21. Yetiskin yogun bakim servislerden izole edilen suslarinin genotiplemesi

[zolatlar Genotip Benzerlik katsayist (%)  Bant farki
D2, D3, D4, D5 F 100 0
D1 F1 70 5
D6, D8 F2 78.6 3
D7 F2* 72.6 2

*: D6, D8 ile D7 arasinda benzerlik katsayisi %96.6 ve bir bant fark: oldugu i¢in ayn kabul edildi.
*: Salgin suguna gore bant farki

Incelenen suslarin antibiyotip ve genotipleri epidemiyolojik gruplarla karsilastirildi.
Pediyatri suslarinin izole edildigi hastalarin tamamu epidemiyolojik olarak iligkili bulunurken,
antibiyotip ve molekiiler tiplendirme yontemlerinde ikiser farkli tip saptandi (Tablo 22).
Ortopedi servis suslarinin ortak izolasyon yerine gore hepsi az veya ¢ok epidemiyolojik
iliskili kabul edildi. AP-PZR ile bu izolatlar ii¢ farkli molekiiler tipe, antibiyotiplemede ise
yedi farkli tipe ayrilmistir (Tablo 23). Yetiskin yogun bakim birimlerindeki hastalar iki
epidemiyolojik gruba ayrildi. Molekiiler tipleme y6ntemi, suslarin tamaminin epidemiyolojik
yonden iligkili oldugunu gostermistir. Antibiyotiplemede ise dort farkh tip belirlenmistir
(Tablo 24).

Tablo 22. Pediatri suslarindaki tiplerin, epidemiyolojik gruplar icerisinde dagilima.

Sus Epidemiyolojik Antibiyotip Molekiiler
grup Tip
Pl I A A
P2 I A B
P3 II A A
P4 I A A
PS5 I A A
P6 I A A
P7 I A A
P8 I A A
P9 I B Al
P10 Ila A A
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Tablo 23. Ortopedi suslarindaki tiplerin, epidemiyolojik gruplar igerisinde dagilimi.

Sus Epidemiyolojik  Antibiyotip Molekiiler
grup tip

01 I G Cc4
02 Ia D Cs
03 Ia H C
04 Ia [ C
05 Ia H C
06 Ia I E2
o7 Ia D Cl1
08 Ib D Cl
09 Ic D C3
010 Id K D
Ol11 Ie D El
012 Ie D El
013 le D El
014 Ie I C*
015 le L El
016 Ie Ha E
017 le D D1
018 If M Dl
019 Ig D C2
020 Th D D1

Tablo 24. Yetiskin yogun bakim suslarindaki tiplerin epidemiyolojik gruplar icerisinde

dagilimi.
Sus Epidemiyolojik  Antibiyotip Genotip
grup

D1 II C F1
D2 v D F
D3 IVa E F
D4 IVb D F
D5 IVe E F
D6 [IIa F F2
D7 Ivd D F2
D8 I1Ib D F2
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TARTISMA

Dogada yaygin olarak bulunan Acinetobacter’ler 6zellikle hastane ¢evresindeki nemli
ortamlarda uzun siire canli kalabilmektedirler. Bu &zellikleriyle hastaneye yatan &zellikle
immiin sistemi yetersiz olan, uzun siire antibiyotik tedavisi alan, cerrahi operasyon gegiren ve
kanserli hastalarda Onemli nozokomiyal patojen olarak dikkati c¢ekmektedirler.
Acinetobacter’lerin diger bir 6nemi ise kullanilan birgok antibiyotige karsi ¢ogul direng
gostermeleri ve tedavilerinde problem yasanmasidir.

Egitim hastanesinde yapilan bir arastirmada Acinetobacter’lere baghh nozokomiyal
infeksiyon insidansi her 1000 hasta giinii i¢in %0.6 olarak bildirilmistir (68). Yine egitim
hastanesinde yapilan bir baska arastirmada nozokomiyal infeksiyon insidansi 3/100 hasta/ay
olarak saptanmistir (5). Toplam 593 yataklt hastanemizde ise 18 aylik periyotta 30.000 hasta
yatmis bunlarin 50’sinde (%0.17) 4. baumannii izole edilmigtir. Bu verilere goére
Acinetobacter lere baghh nozokomiyal infeksiyon insidans hizi her 1000 hasta giinii i¢in
%0.05 olarak hesaplandi. Hastaneler arasinda oldukga farkli sonuglar alindigi ve buldugumuz
oranin yurtdisindan bildirilenlere gore olduk¢a diistik oldugu dikkat ¢ekmektedir. Farkii
oranlarin elde edilmesinde, incelenen hasta populasyonu, hastalarn servislere gore dagilimi,
hastanelerin asepsi-antisepsi politikalan ve antibiyotik kullamim ilkelerinin 6nemli pay1
bulunmaktadir. Hastanemizdeki yatan hastalarin ancak %27°si gibi diigitk bir kisminin bu
infeksiyon i¢in risk grubuna ait cerrahi klinik, yogun bakim, pediyatrik ve hemotoloji-
onkoloji hastalar1 i¢ermektedir. Diger bir ifade ile incelemeye alinan hastalardan 1/3’iine
yakin kismi herhangi bir operasyon gecirmemis, malignitesi olmayan hastalardan
olusmaktadir. Bu durumlar infeksiyon oraninin diigiik saptanmasinda etkili olabilir.

Yapilan arastirmalarda Acinetobacter infeksiyonlan siklikla yogun bakim birimleri,

cerrahi servis ve pediyatri servislerinden bildirilmistir (3, 5, 60, 89-91). Hastanemizde de
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literatiire uygun olarak 52 izolatin %38.5’i ortopedi servisi, %26.9’u pediyatri, %34.6°1 ise
yetiskin yogun bakimlarindan izole edilmisgtir.

Acinetobacter’ler siklikla solunum yolu 6rnekleri olmak iizere yara, kan ve idrar gibi
degisik kaynaklardan izole edilmektedir (3, 68). $ili’de yapilan bir ¢alismada A. baumannii
izolatlarimin ¢ogunun yara, iiriner sistem ve solunum yolu infeksiyonlarindan izole edildigi
bildirilmektedir (92). Bir bagka arastirmada 45 A. baumannii izolatinin %31°1 idrar, %26.7’si
alt solunum yolu &rnekleri, %17.8’1 yara, % 11.1 kan, % 6.7’si deri, %4.4’ii beyin omurilik
sivist ve %2.2 sints Orneklerinden izole edilmistir (63). Bu ¢alismada ise 52 4. baumannii
izolatimin %51.9°u yara, %25°i kan, %11.5’1 trekeal aspirat, %5.8 plevra, %3.9’u idrar ve
%1.9’u trekeostomi ¢evresinden izole edildi.

D’ Agata ve ark.’1 (5) yaptiklan ¢alismada; A. baumannii infeksiyonu gelismesinde
etkili risk faktorlerini tanimlamislar ve infeksiyon gelisen kisilerde mekanik ventilasyon,
santral venoz katater ve antibiyotik kullamim siirelerinin, A. baumannii infeksiyonu
gelismeyen kontrollere gére anlamli olarak uzun oldugunu bildirmislerdir. Benzer diger bir
¢alismada da trekeostominin varlig1 ve mekanik ventilasyonun siiresi infeksiyon icin anlaml
risk faktorii olarak bulunmustur (10). Pediyatrik hastalarla ilgili olarak yapilan bir ¢alismada
Acinetobacter infeksiyonu gelisen 21 hastanin 10’unda diigiik dogum agirhigs, 14’iinde
solunum yetmezligi sendromu, 20’sinde mekanik ventilasyon kaydedilmistir (89).
Hatanemizde ortopedi servisinde A. baumannii infeksiyonlar1 gériilen hastalarin yarisindan
¢ogunda trafik kazas1 sonucunda kirik, hemen hepsinde ise invaziv girisim sonras: internal
veya eksternel tespit uygulamasi vardi. Hastalarin hepsinde infeksiyon oncesi antibiyotik
kullammi mevcuttu. Pediyatrik hastalarin ¢ogu diisiik dogum agirhkli ve prematiir olup,
¢ogunda mekanik ventilasyon olmak iizere invaziv girisim ve infeksiyon oncesi antibiyotik

kullanimi bulunmaktadir. Yetigkin yogun bakim birimlerindeki hastalarda gézlenen ortak risk
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faktorii ise antibiyotik kullanimi, genel anestezi altinda ¢esitli ameliyatlar ve mekanik
ventilasyon gibi ¢esitli invaziv girisimlerdir.

Acinetobacter tirlerinin hastane ¢evresinde varlig: ile ilgili ¢ok sayida ¢aligma
yapilmugtir. Bazi uzun siireli salginlarda kontamine materyaller kaynak olarak saptanmigtir.
Kolonize hasta mevcut degilken, hava yoluyla kontaminasyon nadirdir. Ancak kolonize veya
infekte hastalarin ¢evresindeki respiratér gibi cihazlarin ve havanin kontamine olabildigi
bildirilmistir. Ayrica kolonize kigilerin yastik, ¢arsaf ve odalarinin perdeleri, telefon avizeleri,
kapt kollar1 ve hasta tabelalar1 gibi yerlerde kolonizasyon saptanmigtir. Lavabo
musluklarindan ve yer siiriintii 6rneklerinden de tiretilmislerdir. Kolonize hastalarin taburcu
edilmesinden 13 giin sonra ¢evre kontaminasyonu gosterilmistir. Yatak esyalarinin bu
bakterinin ¢evre kontaminasyonu ve kalicilifinda 6nemli rol oynadigi vurgulanmistir. Yine
yukaridaki verilere ilaveten Acinetobacter’lerin giinlerce kuru ortamda, tozlarda canliligim
korudugu saptanmustir (3, 93-102).

A. baumannii infeksiyonu gozlenen hastalarda infeksiyonun kaynag: ile ilgili
yaptigimiz ¢alismada toplam 57 saghik personelinin el ve burun kiiltiirlerinde ve ¢evreden
alinan 97 kiiltiirde 4. baumannii izole edilemedi. Literatiirde bu konuyla ilgili ¢alismalarda
olduk¢a farkli sonuglar elde edilmistir. Webster ve ark.’1 (60) yaptiklar1 ¢alismada 15 farkl
cevre Omeginin 10 tanesinden Acinetobacter iretmislerdir. Bu arastirmacilar, bizim
calismamizdan farkli olarak, ¢evre izolasyonunda Acinetobacter igin Gzel bir besiyeri olan
Leeds Acinetobacters Medium (LEEDS) kullanmiglar ve inkiibasyon periodunu 4 giine kadar
uzatmislardir. Houang ve ark.’1 (17) ise vankomisin iceren Modifiye Leeds Acinetobacters
Medium’u (MLAM) kullanarak ¢esitli ¢evre Orneklerinden Acinetobacter’leri izole
etmislerdir. Diger bir ¢alismada ¢evresel kaynaklardan 225 drnek alinmus, ticari bir besiyeri
olan “*Count Tact agar’’ besiyerine ekim yapilmis ve 37°C’de bir giinliik inkiibasyon

sonucunda; yiizeylerden %34.3, havadan %8, personel ellerinden %12 ve onliikklerden %7
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oraminda Acinetobacter izole etmislerdir (103). Mahi ve ark.’1 (10) yaptiklart ¢alismada ise
¢evreden Acinetobacter izole edilmistir. Yine bir bagka arastirmada da A. baumannii normal
flora ve gevresel kaynaklardan iiretilememistir (5). 4. baumannii infeksiyonlarinda kaynak
saptamaya yoOnelik c¢alismalarimizdan higbirinde etken izole edilememis olmasini,
kullandigimiz yontemin yetersizligi yaninda, hastane personelinin 6rnek alimindan 6nce
biiyiik bir tedirginlikle ¢evreyi ve ellerini temizlemis olmalarina baglamaktay1z.

1970°’li yillarda nozokomiyal Acinetobacter infeksiyonlar1 ampisilin, ikinci kusak
sefalosporinler, gentamisin, minosiklin, nalidiksik asit veya karbenisilin ile kolayca tedavi
edilmekteydi. Fakat bu durum Acinetobacter lerin bazi tiirleri i¢in uzun siirmedi. Giiniimiizde
A. baumannii izolatlarin bityitk kismu ampisilin, karbenesilin, sefotaksim, gentamisin ve
kloromfenikole direnglidir. Tobramisin ve amikasin direnci artmaktadir. Bazi 4-
florokinolonlar, seftazidim, trimetoprim-siilfametoksazol, doksisiklin, polimiksin B ve
imipenem bir¢ok nozokomiyal infeksiyonlarda hala etkin bir sekilde kullaniimaktadir. Ancak
son 10 yil igerisinde Acinetobacter i¢in bu antibiyotiklerin MIC degerlerinin yiikseldigi
gbzlenmektedir (18, 23, 103). Imipenem ve polimiksin en etkili antibiyotikler olmakla birlikte
son yillarda imipeneme de direngli nozokomiyal infeksiyon etkeni Acinetobacter ler rapor
edilmistir (1, 14, 18). Bu da gelecekte tedavinin basarisi i¢in kaygilar yaratmaktadir.
Sulbaktam ve tazobaktam Acinetobacter’lere karsi antibakteriyel etki gosteren beta laktamaz
inhibitérleridir. Bir diger beta laktam antibiyotige eklenmesi etkiyi artirir ve direng gelisimini
geciktirir. Bu amagla Acinetobacter’lerin infeksiyonlarinin tedavisinde ampisilin/sulbaktam
da kullamlabilir (18, 104). Diren¢ bildirilmesine ragmen siprofloksasin, ofloksasin,
pefloksasin ve enoksasin gibi yeni kinolonlar da tedavide etkin olarak kullanilmaktadir (1, 12,
14, 80).

Bu ¢alismada incelenen 38 A. baumannii izolatinda birgok antibiyotige direng

gozlendi. Disk diflizyon yontemi ile test edilen 24 antibiyotikten 16’s1 suslarin tamamina




etkisizdi. Etkisiz antibiyotikler igerisinde penisilin ve sefalosporin grubu antibiyotikler
yaninda B laktamaz inhibitér kombinasyonlu antibiyotiklerin olmasi dikkat c¢ekicidir.
[zolatlarda SAM, SXT, AK’e direng orant %55-%74 arasinda, TOB ve CIP’e direng %10’un
altinda saptand1. En etkili iki antibiyotik IMP ve MEM olup, bu antibiyotiklere karsi hi¢bir
sus direngli degildi. Aym suglarin ‘“Sceptor’’ sistemi ile yapilan duyarliliklarinda hemen
hemen benzer sonuglar alind:.

Ulkemizdeki sonuclan iceren bir derlemede Acinetobacter tiirlerinde IMP duyarliligi
%87-92, CAZ duyarliign %7-22, GN duyarlilign %4-39, AK duyarliligi %29-56, CIP
duyarlilign %6-45 bulunmustur (105). Yapilan bir arastirmada 41 A.calcoaceticus - A.
baumanni kompleksinde duyarlilik MEM’e %95, IMP’e %93, TOB ve SAM’a %78, AK’e
%61, TIM’e %64 ve GN’e %24 olarak bildirilmigtir (106). Diger bir arastirmada hastane
infeksiyonlarindan izole edilen 41 A. baumannii’de direng¢ MEM’e %51, IMP’e %60, CIP’e
%88, TZP’a %74 ve TOB’e %32 olarak bulunmustur. Ayrica, bu izolatlarda %17 oraninda da
GSBL saptanmustir (107).

Hastanemizde elde edilen bulgular iilkemizde yapilan diger ¢aligmalarla
kiyaslandiginda antibiyotikler arasinda buyiik farkliliklar oldugu goriilmektedir. Hacettepe
hastanesinden izole edilen 4. baumannii’nin yarisindan ¢ogunda IMP ve MEM direncinin
saptanmasi dikkat ¢ekicidir. Kanimizca bu biiyiik fark, izolatlardaki GSBL varlign ve
duyarhilik durumunu belirlemede E test yonteminin kullaniimasindan kaynaklanabilir. Ayrica
hi¢ kuskusuz hastanelerin antibiyotik kullanim politikalarinin da diren¢ gelisimi {izerinde
biiytik etkisi vardir.

Israil’de yapilan bir ¢calismada A. baumanni izolatlarinda IMP duyarlilig1 1990°da %98
iken 2000 yilinda %64’e, CIP duyarlilifn %50°den %13’e azalma gosterirken, AK ve CAZ
duyarhiliginda degisim go6zlenmemigtir (108). Diger bir ¢alismada yenidogan yogun

bakimindan izole edilen 56 Acinetobacter susunun tamam: PRL, CAZ, IMP, GN, TOB, SXT
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ve CIP’e duyarh iken, AML ve CXM direnci sirastyla %65 ve %85 olarak bildirilmistir (89).
Alt1 yili agkin bir periyotta toplumda kazanilmis pnomoni etkeni olarak izole edilen 13 A.
baumannii izolatlarinin hepsi IMP’e duyarli iken, ¢ogu susta aminoglikozit, CAZ, CIP ve
genis spektrumlu penisilinlere de duyarlibik bildirilmistir (11). Ohio State Universitesi Tip
Merkezinde yapilan bir ¢alismada florokinolonlara direncin yaklasitk %20 oldugu
bildirilmektedir. Aym1 ¢alismada 4. baumannii izolatlarna ATM ve PRL’nin orta, SAM’in
yiiksek seviyede etkili oldugu, izolatlarin ¢cogunun sefolosporinler icerisinde sadece CAZ’e
kars1 duyarli olduklar1 kaydedilmektedir. Yine IMP, TOB ve SXT A4.baumannii’ye karst etkili
antibiyotikler olarak bulunmustur (109).

Kalifornia’da yapilan bir ¢alismada ¢ogul diren¢ goésteren A. baumannii izolatlarina
karst  sulbaktam  kombinasyonlarimin  antimikrobiyal  aktiviteyi  degistirmedigi
kaydedilmektedir. Bu durum baslangicta etkili olarak degerlendirilen beta laktamaz
inhibitorlerine de diren¢ gelismesi olarak degerlendirilmistir (90). Bununla iliskili olarak
calismamizdaki izolatlarin %55 gibi 6nemli bir kisminda SAM direnci saptandi.

Beta laktam antibiyotiklerinin Acinetobacter’ler iizerine etkisi ile ilgili bir ¢alismada
en etkili antibiyotigin SAM oldugu bunu sirasiyla TIM, TZP ve AMC’in izledigi, sulbaktamin
en etkili beta laktamaz inhibitérii oldugu saptanmistir (104). Amerika’da yapilan bir
calismada 14 nozokomiyal 4. baumannii izolatimin hepsinin IMP’e, %57’sinin SAM’a,
%2’sinin AK’e ve %I14’Unlin TZP duyarli olduklan bildirilmistir. TOB ise etkisiz
bulunmustur (91). Sili'de yapilan arastirmalarda Acinetobacter izolatlarina karsi IMP ve
MEM etkili olmasina ragmen MIC degerlerinde artig kaydedilmistir (110). Aym yerde yapilan
diger bir ¢alismada izolatlarin aminoglikozitlere karsi ¢oguntukla direngli oldugu ve direncin
%47 (AK) ile %88 (GN) arasinda dagilim gosterdigi (111), bagka bir ¢alismada ise IMP’in en
etkili antibiyotik; AK, SAM ve CAZ’1n orta derecede etkili oldugu, buna karsin ilk kusak

sefalosporin ve ampisiline direncin oldukga yiiksek oldugu rapor edilmistir (112).



A. baumannii izolatlarmin antibiyotik duyarliliklar ile ilgili ¢alismalarin ortak bir
degerlendirilmesi yapildiginda, ¢alismamiza paralel olarak, IMP ve MEM’in genelde etkili
olduklar1 ve B laktamaz inhibitorlii kombinasyonlara degisen oranlarda direng gelistigi dikkat
cekmektedir. Aminoglikozitlerden en etkili antibiyotik ise TOB’dir.

Tim infeksiyon hastaliklarda oldugu gibi nozokomiyal kaynakli olan Acinetobacter
infeksiyonlarindan korunmada, etkenin kaynagi ve bulasma yollarinin belirlenmesinin biiyiik
6nemi vardir. Bu amagla mikroorganizmalarin izole edildigi hastalara ait epidemiyolojik
verilerin yaninda etkenin alttiir diizeyinde tiplendirilmesi gerekmektedir. Tiplendirme ile
izolatlar arasindaki klonal iliski ortaya konulabilmekte ve boylece salgimn kaynagina
inilebilmektedir. Alttipleme y6ntemlerinin sagladigi bu avantajlar yaminda uygun yontemin
secilememesinden kaynaklanan yaniltici sonuglar da alinabilmektedir. Yontemden beklenen
en 6nemli 6zellikler ucuz, kolayca uygulanabilir, tekrarlanabilir ve ayirt edici olmasidir (85).

Molekiiler epidemiyolojik ¢alismalarda kullanilan yontemin se¢imi yaninda hastalara
ait epidemiyolojik verilerin de biylik yaran vardir. Epidemiyolojik veri olmadan yapilan
tiplendirme  yontemlerinde ¢ogunlukla izolatlar arasindaki klonal iligki hatal
yorumlanabilmektedir.

Yaptigimiz ¢aligmada incelenen suslann izole edildigi hastalarin servisi, hastalara
uygulanan invaziv girisim ve izolasyon tarihi esas alinarak epidemiyolojik gruplandirma
yapildi. Pediyatri suslarinda tek bir epidemiyolojik grup; ortopedi suglarinda bir ana
epidemiyolojik grup, sekiz alt grup; yetiskin yogun bakim suslaninda ise iki ana
epidemiyolojik grup ve alt1 altgrup saptandi.

Antibiyotipleme kolay ve ucuz olmasi nedeniyle birgok mikroorganizmada oldugu
gibi Acinetobacter’lerin tiplendirilmesinde de kullanilabilmektedir. Bu yontemi kullanarak
yaptigimz ¢alismada dokuz pediyatri salgin susunun sekiz tanesinde aym profil saptandi. Bir

hastamn kan kiiltiirii ve trekeal aspiratindan iiretilen iki izolat farkl: profil gosterdi. Salgindan
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alt1 ay sonra aym servisten izole edilen diger bir sus, salgin suslariyla aym tipteydi. Bu
bulgular pediyatri servisindeki epidemiyolojik olarak iligkili izolatlarin ortak kaynaktan
gelmis oldugunu dogrulamaktadir. Ancak ayni hastadan izole iki sustan birinin farkh profil
gOstermesi yontemin yetersizligi olarak degerlendirildi. Ciinkli bu susta digerlerinden farkli
olarak yalnizca bir antibiyotik sonucu degisikti. AP-PZR ile incelenmede ayni hastaya ait iki
izolat ortak profil gosterdi. Ancak salgin i¢inde degerlendirilen bir sus (P2) %64 benzerlik
katsayis1 ve bes bant farki ile ayn bir tip olarak degerlendirildi. Bu durum birgok
arastirmacinin da belirttigi gibi AP-PZR sonug¢larinin yorumlanmasinda kag¢ bant farki veya
yuzde benzerligin epidemiyolojik iliskiyi tam olarak gosterdiginin kesin olmadigr gorisiini
desteklemektedir.

Ortopedi servisinde iki ayr1 salgin doneminden izole edilen ve epidemiyolojik
gruplandirmada iki profilde (Ia, le) toplanan izolatlarin biiyiik ¢ogunlugu farkli antibiyotip
profili gosterdi. [lk salgindan izole edilen alt1 izolat ii¢ ve ikinci salgindan izole edilen yedi
izolat dort farkli antibiyotip igerisinde degerlendirildi. Aym izolatlarin AP-PZR kullanilarak
yapilan molekiiler tiplendirilmesinde ilk salgin izolatlarimin bes tanesi, ikinci salgin
izolatlarinin yine bes tanesi, epidemiyolojik gruplara uygun olarak, klonal yonden iligkili
bulundu.

Yogun bakimdan izole edilen suslarda iki ana epidemiyolojik grup saptanmis olmasina
ragmen  antibiyotiplendirmede dort farkli  profil  belirlendi. Aym izolatlarin
genotiplendirilmesinde izolatlar arasinda klonal olarak tamamen farkli genotip bulunamadi.
Suslarin dort tanesi aymi genotip, diger dort tanesi ise salgin suslan ile iliskili genetik profil
gosterdi.

A. baumannii izolatlarimin tiplendirilmesinde fenotipik ve genotipik yontemleri
karsilagtiran diger arastirmacilar da yontemler arasindaki uyumsuzluklan kaydetmislerdir.

Seifert ve ark. (65) yaptiklan arastirmada; antibiyotik duyarlilik paternlerinin A. baumannii
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izolatlarinin tiplendirilmesinde ¢ok fazla faydali olmadigini ve sonuglarin yorumlanmasinda
problemler yasandigini kaydetmislerdir. Biendo ve ark. (68) yaptig1 arastirmada ise 18 ¢ogul
direngli A. baumannii izolatlarmin tiplendirilmesinde antibiyotipleme ve ribotiplemeyi
karsilastirmiglar; sonugta izolatlar arasinda dort farklhi antibiyotip ve dort farkli ribotip
saptamislardir. Saptanan alttip esit olmakla birlikte antibiyotiplendirmede ayni grup igerisinde
yer alan 14 izolat; ribotipleme ile 3 gruba aynilmistir. A. baumannii izolatlarinin
tiplendirilmesinde PZR bazli yontemlerle PFGE’in kargilagtinldig1 bir ¢aligmada; iki yontem
arasinda %80 oraninda uyum kaydedilmistir (113). Reboli ve ark. (77) yaptiklar1 ¢alismada da
antibiyotik diren¢ paternlerinin epidemiyolojik caligmalar i¢in faydali olmadigi, PZR bazli
tiplendirme yontemlerinin biotipleme, antibiyotipleme ve plazmid profillerinden daha faydal
ve 0zgiil oldugunu kaydetmislerdir. Avrupa’da ¢ok merkezli bir ¢calismada antibiyotipleme ile
molekiiler tiplendirme arasinda %60’dan fazlasi1 uyumsuzluk saptanmustir (114).
Antibiyotipleme ve biotipleme gibi fenotipik yontemlerin Acinetobacter’lerle ilgili kisa siireli
salginlarin tiplendirilmesinde faydali olacagi belirtilmektedir (89).

Alttiplemede kullanilan yontemlerden antibiyotipleme salginin ilk gostergesi olabilir.
Ancak epidemiyolojik yonden iliskili izolatlarin farkli antibiyotik profili gosterebilecekleri ve
zaman igerisinde klonal yonden iligkili suslarin antibiyotik direng paternlerinin degigebilecegi
akilda tutulmalidir.

Molekiiler yontemlerden PZR bazli olanlar uygulamasi kolay ve ucuz olmasina
ragmen sonuglarin yorumlanmasinda ve yoéntemin standardizasyonunda problemler
yasanmaktadir. En Onemli sorun izolatlar arasindaki bant farkliliklarimi yorumlamada
yasanmaktadir. Heniiz bu yontem i¢in standardize edilmis kriterler bulunmamaktadir. Bazi
aragtirmalar tek bant farkim (113), digerleri iki veya daha fazla bant farkim (115), diger bir
grup arastirmaci (88) ise benzerlik katsayisini esas alarak %70 ve altimi farkli gruplara

koymuglardir. Bu ¢alismada kriter olarak benzerlik katsayisi esas alinmis olup, %70 ve



yukarisinda benzerlik gosteren izolatlar klonal olarak iligkili gruba konulmustur. AP-PZR ile
yapilan ¢alismada sonuglarin yorumlanmasinda en énemli faktérlerden birisi de her bir sustaki
bant sayisidir. Saglikli bir degerlendirmenin yapilabilmesi i¢in en az on farkli bantin

bulunmas: arzu edilmektedir.

Genellikie kisa siirede ortaya ¢ikan salginlarin tiplendirilmesinde AP- PZR sonuglari
ile epidemiyolojik veriler arasinda yiiksek oranda uyum goriilmektedir. Bu bilgiye uygun
olarak hastanemizin pediyatri servisinde gorillen ve bir ay igerisinde gelisen salgin
izolatlarimin %90°1 klonal olarak iligkili bulundu. Aym sekilde ortopedi de ilk salginn
goriilldigi alt1 izolatin beg tanesi (%84), ikinci salgindaki yedi izolatin bes tanesi (%71.4)
klonal olarak iligkili idi. Benzer iliski yogun bakimdan {iiretilen izolatlarda da kaydedildi. Bir
ay igerisinde izole edilen ti¢ sus ayni genetik profil géstermekteydi.

Bulgularimiz genel olarak degerlendirildiginde 4. baumannii infeksiyonlar1 ortopedi,
pediyatri ve yetiskin yogun bakim hastalarinda, 6zelliklede invaziv islem uygulamasi ve
antibiyotik tedavisi almus kisilerle iligkilidir. Ayrica hastanemizdeki izolatlar imipenem ve
meropenem disindaki antibiyotiklere farkli oranda diren¢ gostermektedir. Standardize edilmis
AP-PZR kisa siireli salginlardaki izolatlar arasinda klonal iligkiyi gostermekte basariyla

kullanilabilir.
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Bu ¢alismanin yapildig: 18 aylik siire igerisinde hastanemizde gériilen 4. baumannii
infeksiyon insidans1 %0.17 olup; bu deger her 1000 hasta giin i¢in %0.05’dir.

A. baumannii infeksiyonlar siklikla yenidogan ve erigkin yogun bakim ile cerrahi
miidahale yapilan hastalarda goriilmektedir.

Infeksiyon igin major risk faktorleri olarak mekanik ventilasyon, uzun siireli
antibiyotik kullanimi ve invaziv girisim sayilabilir.

Hastanemizde izole edilen 4. baumannii suslarinin g¢oklu antibiyotiklere direngli
oldugu dikkat ¢ekicidir. Izolatlarin tamami imipenem ve meropeneme duyarlidir. Beta
laktamaz inhibitorlii kombinasyonlardan yalnmizca SAM’a %44.8°1 oraninda duyarlilik
vardi.

Kisa siire icerisinde (bir ay) gergeklesen salginlardaki 4. baumannii izolatlannin
tiplendirilmesinde; antibiyotiplendirme ve AP-PZR sonug¢lan klasik epidemiyolojik

verilerle biiyiik oranda uyum igerisindedir.

N
(@ <]



OZET

Onsekiz aylik periotta hastanemizde gériilen Acinetobacter baumannii
infeksiyonlarimin klinik, demografik ve epidemiyolojik 6zelliklerini degerlendirmek ve
izolatlar arasindaki klonal iligkiyi ortaya ¢ikarmak amaciyla bu ¢aligma yapildi.

Bu donemde yatan hastalardan 52 A. baumannii izole edildi. Bunlardan
epidemiyolojik verilerine ulasilabilen 38 sus incelemeye alindi. Salgin donemlerinde kaynak
aragtirmak amaciyla ¢evre ve personel taramalar1 yapildi. Suslarn tiir diizeyinde tanimlanmasi
yapildiktan sonra disk diffiisyon ve sceptor ile antibiyotik duyarliliklart belirlendi.
Alttiplendirme i¢in antibiyotipleme ve Arbitrary-Primed polimeraz zincir reaksiyon (AP-
PZR) yontemleri kullamidi.

Incelemeye alinan 38 A. baumannii’nin 10’u pediyatri, 20’si ortopedi, 8’i vetiskin
yogun bakimlarindan izole edildi. Izolasyon gogunlukla invaziv girisim uygulamis, uzun siire
antibiyotik tedavisi almis, cerrahi operasyon gegirmis, veya prematiir olan hastalardan yapildi.
Salgin déneminde hastalarin gevresinden ve saghk personelinin el ve burunlarindan yapilan
kaynak tarama ¢aligmalarinin higbirinde 4. baumannii bulunamadi.

A. baumannii izolatlarmin tamamu amoksasilin- klavulonik asit, aztreonam,
seftriakson, seftazidim, sefotaksim sodyum, sefoksitin, sefuroksim, penisilin G,
piperasilin/tazobaktam, tikarsilin/ klavulonik asit  sefepim, sefiksim, amoksasilin, kolistin
siilfat, ampisilin, piperasilin ve gentamisine direngli, imipenem ve meropeneme duyarhi
bulundu. Ampisilin/sulbaktama %355.2, tobramisine %35.3, siilfometoksazol/ trimetoprime
%65.8, siprofloksasine %7.9, amikasine %73.6 oraninda direng saptandi.

Suslarin izole edildigi servis, izolasyon tarihi, yapilan major invaziv gisimler esas
alinarak epidemiyolojik gruplandirma yapildi. Buna gore pediyatri  suslarinda bir
epidemiyolojik grup ve bir altgrup, ortopedi suslarinda bir epidemiyolojik grup ve sekiz

altgrup; yetigkin yogun bakimlarinda ise iki epidemiyolojik grup ve alt1 altgrup bulundu.



Antibiyotipleme ile pediyatri suglarinda 2 farkli antibiyotip (antibiyotip A ve B ),
ortopedi suglarinda 7 farkli antibiyotip (antibiyotip D, G, H, [, K, L, M ) ve bir alttip (alttip
Ha); yetiskin yogun bakim servis suslarinda dort farkli antibiyotip (antibiyotip C, D, E, F)
bulundu.

AP-PZR ile pediyatri suslarinda iki farkli genotip, ortopedi suslarinda ii¢ genotip sekiz
alttip yetiskin yogun bakim servis suslarinda sekiz izolatta bir genotip ve iki alttip saptandi.

Sonug olarak A. baumannii infeksiyonlar1 6zelliklede invaziv islem uygulamasi ve
antibiyotik tedavisi almis kisilerde goriilmektedir. Hastanemizdeki izolatlar imipenem ve
meropenem digindaki antibiyotiklere farkli oranda diren¢ géstermektedir. Standardize edilmis

AP-PZR kisa stireli salginlardan izole edilen suslar arasinda klonal iliskiyi gostermekte

basariyla kullanilabilir.
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SUMMARY

This study was performed to assess the clinical, demographic and epidemiologic
characteristics of 4. baumannii enfections observed in our hospital in a 18 month period and

to show the clonal relationship between the izolates.

Of the 52 4. baumannii strains isolated from the patients hospitalized in this period, 38
isolates with available epidemiological data were investigated. To evaluate the source of
infection in outbreak periods, cultures from the enviroment and the hospital staff were taken.
After identification of the isolates, antibiotic susceptibility profiles were determined by disk
diffusion method and the sceptor system. Antibiyotyping and Arbitrary-Primed polimerase

chain (AP-PCR) methods were used for the subtyping of the isolates.

Of the 38 A. baumannii isolates tested, 10, 20 and 8 were isolated from the patients in
pediatrics and ortopedics wards, and adult intensive care units, respectively. In the majority of
cases, the organism was isolated from the patients who had undertaken invasive procedures or
surgery, or long term antibiotic therapy or from premature patients. 4. baumannii was not

isolated from the environmental samples, hand and nasal cultures of the hospital staff during

the outbreak periods.

All of the 4. baumannii isolates were found resistant to amoxacillin-clavulanate,
aztreonam, ceftriaxone, ceftazidime, cefotaxime-sodium, cefoxitin, cefuroxime, penicillin G,
piperacillin/tazobactam, ticarcillin-clavulonat, cefepim, cefixim, amoxicillin, colistin-sulphat,
ampicillin, piperacilin and gentamycin but susceptible to imipenem and meropenem. The rate
of resistance was %55.2, %5.3, %65.8, %7.9 and %73.6 The for ampicillin-sulbactam,

tobramycin, trimethoprim-sulfametoxazole, ciprofloxacin and amicacin, respectively.
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With respect to the hospital ward, date of isolation, and the major invasive procedures
performed, epidemiologic grouping was made. One epidemiologic group and one sub-group
were found among the isolates of pediatric patients. There were one epidemiologic group and
8 sub groups among the isolates of ortopedics ward and two epidemiologic groups and 6 sub-
groups among the isolates from adult intensive care units.

Antibiogram typing yielded two types (A and B) among the isolates of pediatric, seven
types (D, G, H, [, K, L and M) and one subtype (Ha) among the isolates ortopedic ward, and
four types (C, D, E, F) among the isolates from adult intensive care unit. The results of AP-
PCR for these units were two types, three types plus eight subtypes, and one type plus two
subtype, respectively.

In conclusion, 4. bhaumannii infections particularly seen in patients with invasive
procedures or long term antibiotic therapy. In our hospital, the isolates show resistance of
different rates to antibiotics other than imipenem and meropenem. Standardized AP-PCR can

be successfully used to determine the clonal relation between the strains isolated in outbreaks

of short time periods.
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