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OZET

Pseudomonas aeruginosa firsatci enfeksiyonlara ve hastane salginlarina sebep olabilen énemli bir no-
zokomiyal patojendir. Ekim 2012 tarihinde baslayarak hastanemiz yogun bakim ve plastik cerrahi servi-
sinden benzer antibiyotik diren¢ paternine sahip karbapeneme direncli P.aeruginosa suslarinin Gst Uste
saptanmasi Uzerine bir hastane salgini olabilecegi diisiinilmustir. Mikrobiyoloji laboratuvari veri tabani-
nin retrospektif olarak incelenmesiyle, Agustos 2012 tarihinde saptanan ilk direncli P.aeruginosa susu da-
hil olmak (lizere karbapeneme direncli Paeruginosa suslarinin yogun olarak saptandigi dort aylik dénem
salgin olarak degerlendirilmistir. Sunulan bu calisma, izolatlarin klonal iliskisinin arastirilarak salginin ta-
nimlanmasi ve olasi cevresel kaynaklarin saptanmasinin yani sira salgin sreci, risk faktorleri ve uygulanan
enfeksiyon kontrol programinin etkinliginin degerlendirilmesini hedeflemektedir. Calismaya, Agustos-Ka-
sim 2012 tarihleri arasinda, klinik 6érneklerinden karbapeneme direncli P.aeruginosa (CRPA) uretilen 20
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hasta ile ayni donemde bu servislerde yatan ve klinik 6rneklerinden karbapeneme duyarl P.aeruginosa
(CSPA) Uretilen 22 hasta kontrol grubu olarak dahil edilmistir. Yirmi hastadan Gretilen 26 CRPA izolati ara-
sindaki klonal iliski, degisimli alan jel elektroforezi (Pulsed-field gel electrophoresis, PFGE) ile arastiriimis-
tir. PFGE sonuglari, CRPA izolatlarinin tek klondan olusmadigini, hastanemizde sus sayisi dort ile sekiz ara-
sinda degisen dort major klonun bulundugunu gostermistir. Lojistik regresyon analizi ile, karbapenem
kullaniminin 15.7 kat (%95 Cl: 1.19-207.76), cerrahi islem uygulamasinin 76.8 kat (%95 Cl: 2.03-
2901.30) ve uzun yatis siresinin 0.787 kat (%95Cl: 0.63-0.97) risk olusturdugu belirlenmistir. Salgin do-
neminde saglik personelinden ve cevreden yapilan tarama kiiltirlerinde, benzer antibiyotik direng pater-
nine sahip bir sus izole edilmemistir. CRPA'nin yayilimi, yogun 6nlemlerin uygulanmasiyla kontrol altina
alinmis ve izolat sayisi 0-1 sus/ay diizeyine gerilemistir. CRPA enfeksiyonlari, yiiksek mortalitesi ve tedavi
alternatiflerinin kisitl olmasi nedeniyle enfeksiyon kontrol tinitesinin 6ncelikleri arasinda olmalidir. Bu ca-
lisma, uygulanan enfeksiyon kontrol programinin etkinliginin degerlendiriimesine, olasi diger salginlar
icin plan yapilmasina, personele egitimler verilmesine olanak saglamstir.

Anahtar sézciikler: Pseudomonas aeruginosa; nozokomiyal; salgin; PFGE.

ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is an important nosocomial pathogen that causes opportunistic infections
and hospital outbreaks. During October 2012, carbapenem-resistant P.aeruginosa strains with similar an-
tibiotic resistance patterns, were isolated from specimens sent from the intensive care and plastic sur-
gery units in our hospital. Thus a hospital outbreak was suspected. The microbiology laboratory databa-
se was retrospectively searched and all strains of P.aeruginosa isolated during the four month period, star-
ting with the initial carbapenem-resistant strain in August 2012, was evaluated as a hospital outbreak.
The aim of this study was to define the outbreak by investigating the clonal relationship between the
strains, to detect the potential environmental sources and to evaluate the period of the outbreak, risk
factors and the efficiency of infection control measures. The study was conducted between August-No-
vember 2012. Twenty patients with carbapeneme-resistant P.aeruginosa (CRPA) positive cultures were inc-
luded in the study. The control group consisted of 22 patients with carbapenem-susceptible P.aerugino-
sa (CSPA) positive cultures. The clonal relationship between 26 CRPA strains was studied by pulsed-field
gel electrophoresis (PFGE). The PFGE results indicated that CRPA strains in our hospital were not related
to a single clone, however, there were four major clones composed of four to eight strains. Logistic reg-
ression analysis indicated that the risk increased 15.7 fold (95% Cl: 1.19-207.76) by the use of carbape-
nem, 76.8 fold (95% Cl: 2.03-2901.30) by surgical procedures and 0.787 fold (95% ClI: 0.63-0.97) by
the duration of hospital stay. Surveillance cultures from health-care personel and the environment per-
formed in course of the outbreak, yielded no growth of a strain with the similar antibiotic resistance pat-
tern. The spread of CRPA has been controlled by the use of effective precautionary measures, regressing
the isolate number to 0-1 strain/month. Since CRPA infections have high mortality and lack therapeutic
alternatives, they should be regarded among the priorities of the infection control programmes. This
study has enabled to test the effectiveness of the infection control program, to make plans for the pos-
sible future outbreaks and to train the staff.

Key words: Pseudomonas aeruginosa; nosocomial; outbreak; PFGE.

GIRis
Pseudomonas aeruginosa, nozokomiyal enfeksiyonlarin énemli bir sebebidir. Yogun

bakim dinitesi (YBU)'nde gelisen pnémonilerin en sik nedeni olup, hastane enfeksiyon et-
keni gram-negatif bakteriler arasinda ikinci sirada yer almaktadir'. Nemli ortamlarda
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uzun sure canli kalabilmesi nedeniyle, kolaylikla hastane ortamindan ve kontamine tibbi
cihazlardan kaynaklanan hastane salginlarina neden olabilmektedir®>. Karbapenemler,
P.aeruginosa enfeksiyonlari icin potansiyel tedavi secenegi olmasina ragmen, yaygin kul-
lanimlari coklu ilag direncine sahip P.aeruginosa suslarinin artisina yol agmaktadir*”’.

Antalya Egitim ve Arastirma Hastanesinin YBU [ayni salonda, cerrahi yogun bakim
(CYB), dahili yogun bakim (DYB) ve reanimasyon uniteleri bulunmaktadir] ve plastik cer-
rahi servisi (PCS)'nden dort aylik donemde karbapeneme direncli Paeruginosa suslar
izole edilmistir. Bu durum salgin olarak degerlendirilmis ve sunulan bu calismada, degi-
simli alan jel elektroforezi (Pulsed Field Gel Electrophoresis; PFGE) yontemi kullanilarak
izolatlarin klonal yakinliginin arastirilmasi, capraz bulas icin olasi ¢evresel faktorlerin sap-
tanmasi, salgin silireci ve uygulanan enfeksiyon kontrol programinin etkinliginin deger-
lendirilmesi amaclanmugtir.

GEREC ve YONTEM

ilk karbapeneme direngli P.aeruginosa (CRPA) susunun saptandigi 07 Agustos 2012 ta-
rihinden itibaren, CRPA olgularinin yogun olarak saptandigi dort aylik siire salgin déne-
mi olarak degerlendirildi. Calismaya, kiilttrlerinde CRPA treyen 20 hasta ve kontrol gru-
bu olarak ayni donemde bu servislerde yatan ve klinik 6rneklerinde karbapeneme duyar-
I P.aeruginosa (CSPA) saptanan 22 hasta dahil edildi. Salgin kaynagini saptamak icin ay-
rica cevreden ve saglik personelinden 6rnekleme yapildi. Hastalarin epidemiyolojik veri-
lerine, hastanemiz mikrobiyoloji laboratuvari veri tabani ve hasta dosyalari incelenerek
ulagsild.

Servislerden gonderilen balgam, kan, yara ve cevre ornekleri laboratuvarimizda %5
kanli agar, cukulata agar ve EMB agara ekilerek 37°C’de inkibe edildi, 24 saat sonunda
tremeler degerlendirildi. P.aeruginosa morfolojisindeki koloniler, oksidaz ve katalaz akti-
vitesi, pigment olusumu, 6zgll aromatik koku ve kanli agarda hemoliz olusturma &zel-
likleri agisindan dedgerlendirildi; tir tayinleri ve antibiyotik duyarliliklari Phoenix otoma-
tize sistemi (BD Diagnostics, MD) ile yapildi. izolatlar daha sonra PFGE ile ¢alisilmak Gze-
re -70°C’de saklandi.

PFGE yontemiyle her hastaya ait en az bir 6rnek calisildi. Cok sayida tiremesi olan has-
talarin farkli servislerde yattiklari sirada olan tGremeleri ve farkli 6rneklerden Gremeleri de
dahil edilerek, toplam 26 6rnege PFGE uygulandi.

izolatlar arasindaki klonal iliskinin saptanmasinda, Durmaz ve arkadaslarinin® A.ba-
umannii icin optimize etmis olduklari protokol kullanildi. Farkli olarak restriksiyon endo-
nikleaz enzimi olarak Spel (MBI Fermantas, MD) kullanildi. DNA paternleri; %1’lik aga-
roz jelde (Bio-Rad Laboratories, Belgium), CHEF DR Il (Bio-Rad Laboratories, Belgium) ci-
hazinda 6V/cm akim, 14°C sicaklik ve 0.5X TBE icerisinde, blok 1: baslangi¢ ve bitis za-
manlari 5 s ve 45 s olacak sekilde 20 saat ve blok 2: baslangic ve bitis zamanlar 30 s ve
45 s olacak sekilde 6 saat yirutulerek gosterildi. Elektroforez sonrasinda olusan DNA pa-
ternleri BioNumerics software (Version 6.01; Applied Maths, Belgium) ile degerlendiril-
di. Dendrogram olusturulurken tolerans %71, optimizasyon %1.5 olarak alindi. izolatlar
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arasi kimelenme iliskisi UPGMA (Unweighted Pair Group Method of Arithmatic Avera-
ges) yontemi kullanilarak gosterildi. Klonal iliskinin degerlendiriimesinde Tenover ve ar-
kadaslan® tarafindan belirlenen ilkeler benimsendi.

istatistiksel analizler SPSS 18 programinda gerceklestirildi. Analizlerde yas, serviste ya-
tig suresi ve yogun bakimda yatis siiresi gibi strekli degiskenlerin ortanca degerleri he-
saplanarak kesim noktasi belirlendi ve siirekli degiskenler ikili degiskenlere cevrildi. OR
(Odds ratio) ve %95 CI (Confidence Interval) hesaplandi; tiim risk faktorleri icin Fisher
ki-kare testi kullanildi. p< 0.05 degeri anlamh kabul edildi. CRPA icin bagimsiz risk he-
saplamak Uzere lojistik regresyon analizi yapild.

BULGULAR

Calismamizda, 07 Adustos-30 Kasim 2012 tarihleri arasinda hastanemizin YBU ve
PCS’inde klinik 6rneklerde CRPA susu (26 sus) uretilen 20 hasta ve ayni donemlerde
CSPA izole edilen (toplam 26 sus) 22 hasta incelenmistir. CRPA saptanan hastalarin de-
mografik verileri ve klinik 6zellikleri Tablo I'de verilmistir. Yirmi alti CSPA susunun 10°u
balgam, dokuzu yara, besi kan, biri idrar ve biri doku 6rneginden izole edilmistir.

CRPA suslarinin PFGE sonuclar Sekil 1'de gorilmektedir. Suslar dort kiime icerisinde
dagihm gostermistir. Kiime A ve onun alt kiimesi olan A1 arasinda U¢ bant farki saptan-
mis olmasi nedeniyle A ve A1’de yer alan bu dort izolatin klonal yonden yakin iligkili ol-
dugu kabul edilmistir. Ayni durum B ile onun alt kiimesi olan B1 ve D ile D1 icin de ge-
cerli olup, bu kiimeler arasinda yalnizca 2 bant farki olmasi izolatlarin yakin iligkili oldu-
gunu gostermektedir. Sonugta incelenen P.aeruginosa izolatlarinin dort ayr klondan kay-
naklanmis oldugu soylenebilir.

PFGE yontemiyle calisgilan CRPA suglarinin sonuglar ve haftalara gore dagilimi Sekil
2’de gorilmektedir. ilk izolatta gézlenen A pulsotipinin 16. haftanin sonuna kadar has-
tanede varligini surdirdigi saptanmistir. Ayrica, B, C ve D pulsotiplerinin de, yalnizca
sinirli bir zamanda degil, salgin siiresince hastanemizde bulundugu gosterilmistir.

Risk faktorlerinin saptanmasina yonelik 20 CRPA ve kontrol grubu olarak 22 CSPA has-
tasinin verileri ve tek degiskenli risk analiz sonuclari Tablo IlI'de goriilmektedir. Lojistik
regresyon analizi sonuglarina gore modelde ¢ degisken; karbapenem kullanimi 15.7 kat
(%95 ClI: 1.19-207.76), cerrahi islem 76.8 kat (%95 Cl: 2.03-2901.30), yatis suresi
0.787 kat (%95 Cl: 0.63-0.97) risk olusturmaktadir.

TARTISMA

Nemli ortamlarda kolay tGiremesi ve cevre kosullarina dayanikli olmasi nedeniyle P.ae-
ruginosa, hastane enfeksiyonlarinin 6nemli bir bolimiinden sorumludur. Tedavide en sik
antipsddomonal penisilinler, sefalosporinler ve karbapenemler kullaniimakta, aminogli-
kozidler veya kinolonlarla kombine edilmektedirler'®. Beta-laktamaz yapimi, penisilin
baglayan proteinlerde degisiklik, gecirgenlikte azalma ve aktif pompa mekanizmasi gibi
degisik diren¢ mekanizmalarina sahip olan bu bakteriler elde bulunan etkin ilaglar hizla
tiketmektedirler. Son yillarda giderek artan oranlarda bildirilen ¢ok ilaca direncli P.aeru-
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Hasta Servis Ornek Ureme haftasi PFGE kiime
111319

LI 5 CYB Idrar 7 A
1 CYB Kan 2 A
14 Reanimasyon Balgam 15 A1
14 Reanimasyon Idrar 18 A1
11 CYB Balgam 12 B
9  Reanimasyon Balgam 13 B
19 Reanimasyon Balgam 17 B
13 Reanimasyon Balgam 15 B
4 CYB Balgam 4 B1
10 DYB Balgam 1 B1
15 Reanimasyon Idrar 15 B1
20 Reanimasyon Balgam 18 B1
7 Reanimasyon Yara 9 Cc
7  Reanimasyon Idrar 11 C
8 DYB Idrar 1 (o]
6 Reanimasyon Idrar 8 e
2 Reanimasyon Balgam 4 D
2 Plastik Cerrahi Balgam 1 D
2  Plastik Cerrahi Yara 14 D
3  Plastik Cerrahi Yara 16 D
17 Plastik Cerrahi Yara 17 D
18 DYB Yara 17 D
16 Reanimasyon Yara 16 D
16 Reanimasyon Kan 18 D
12 Reanimasyon Balgam 12 D1
12 Reanimasyon Balgam 18 D1

Sekil 1. Yirmi alti P.aeruginosa susuna ait PFGE sonuglarinin dendogrami [Ayni hastalara ait farklr izolatlarin
ayni kiime icerisinde yer aldigi gériilmektedir. Ornedin, 2 no’lu hastaya ait li¢ 6rnek farkli servis ve farkli kli-
niklerden gelmis olmasina karsin ayni kiime (D) icerisinde yer almistir].

Sus 3
sayisl

A Al & |@

0 T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

ilk ireme haftalar

COA Es lc HD

Sekil 2. 07 Adustos-30 Kasim 2012 arasinda PFGE yéntemiyle ¢alisilan CRPA suslarinin haftalara gére dagi-
limu.

624 MiKROBIYOLOJi BULTENI




Cekin Y, Karagdz A, Kizilates F, Cekin AH, Oztoprak Cuvalci N, Bilbiller N, Durmaz R.

Tablo Il. Karbapeneme Direncli P.aeruginosa Enfeksiyonlari Icin Tek Degiskenli Risk Analizi Sonuglari
CRPA hastalar*  CSPA hastalari*

(n= 20) (n= 22)

Risk faktorleri Sayi (%) Sayi (%) OR P
Erkek cinsiyet 13 (65) 12 (54.5) 1.7 > 0.05
Yogun bakimda yatan hasta 17 (85) 17 (77.3) 1.2 > 0.05
Yas (> ortanca) 9 (45) 12 (54.5) 0.8 > 0.05
Hastanede yatis siiresi (> ortanca) 2 (10) 1 (4.5) 1.1 > 0.05
Yogun bakimda yatis siiresi (> ortanca) 14 (70) 5 (22.7) 6.3 0.001
Prognoz** 10 (50) 4 (18.2) 6.5 0.03
Ventilasyon 17 (85) 16 (72.7) 0.95 > 0.05
Trakeostomi 11 (55) 6 (27.3) 0.18 > 0.05
Santral venoz kateter 15 (75) 12 (54.5) 0.88 > 0.05
Uriner kateter 19 (95) 20 (90.9) 0.83 > 0.05
Cerrahi islem 8 (40) 2 9 13.2 0.01
Abdominal cerrahi 2 (10) - - -
Bronkoskopi 2 (10 - - -
Abdominal/torasik drenaj 3 (15 - - -
Antibiyotik

Penisilin 7 (35 5 (22.7) 3.3 > 0.05

Sefalosporin 9 (45 4 (18.2) 2.1 > 0.05

Karbapenem 16 (80) 7 (31.8) 5.4 0.002

Lipopeptit 8 (40) 4 (18.2) 0.73 > 0.05

Linezolid 5 (20) 2 9 0.95 > 0.05

* Olgularin ilk Gremeleri dikkate alinmustir.
** Enfeksiyon nedeniyle ya da tedavi sonu¢lanmadan exitus olan hasta sayisi.
CRPA: Karbapeneme direncli P.aeruginosa; CSPA: Karbapeneme duyarli P.aeruginosa; OR: Odds ratio.

ginosa suglarinin, yakin zamanda hastanelerde, 6zellikle yogun bakim Gnitelerinde ciddi
sorunlara sebep olacagi agiktir.

Sunulan bu calismada, 2012 yilinin dort aylik doneminde yogun bakim Uniteleri ve
plastik cerrahi servisini iceren CRPA salgini arastiriimistir. Salgin, bu Unitelerden gonde-
rilen yara orneklerinden CRPA suglarinin izole edilmesi (izerine fark edilmistir. Cevre kiil-
turleri ve kaynak olabilecegi diusiinilen pansuman materyalinden 6rnekler alinmistir.
PFGE sonuglarina gore, incelenen calisma popllasyonundaki P.aeruginosa izolatlarinin
dort ayn klondan kaynaklanmakta oldugu ve olgularin kompleks epidemiyolojiye sahip
oldugu ortaya konmustur. D kiimesinde yer alan 10 sus, alti hastadan Uretilmistir. Bu
hastalarin (¢ plastik cerrahi servisi, ikisi yogun bakim tnitesinde yatmaktadir. Suslarin
besi yara orneklerinden uretilmistir. Farkli servislerde yatmalarina ragmen yara kdltirin-
de ayni klon saptanan hastalarin ortak noktasi, pansumanlarinin ayni saglik gorevlisi ta-
rafindan yapiliyor olmasidir. Yara 6rneklerinde tireyen CRPA suslarinin ayni klondan kay-
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naklanmis olmasi, bu suslarin pansuman yapan saglik gorevlisi tarafindan capraz bulag
yoluyla aktarilmis olabilecegini diisindirmektedir. B kiimesinde, sekiz hastaya ait suslar
bulunmaktadir. Suglarin timd yogun bakim lnitesinde saptanmis ve yedisi ventilatore
bagl hastalarin balgam 6rneklerinden uretilmistir. B kiimesine bagli salginin ventilator-
lerle iliskili olabilecegi dustinilse de, bu durum cevre kdlturleriyle dogrulanamamistir.

Karbapeneme direncli P.aeruginosa (CRPA) enfeksiyonlari icin risk faktorleri arasin-
da, uzun sureli antibiyotik kullanimi, mekanik ventilasyon, hastanede ya da yogun ba-
kimda uzun siireli yatis ve altta yatan hastalik varligi sayilabilir'!. Olgu-kontrol calisma-
larinda, florokinolon ya da uzun siire siprofloksasin kullaniminin CRPA enfeksiyonu riski-
ni artirdigi bildirilmektedir'®'3. Bizim calisma grubumuzda, karbapenem kullanimi (OR:
15.7; %95 CI: 1.19-207.76), yogun bakim Unitesinde uzun yatis stresi (OR:0.787; %95
Cl: 0.63-0.97) ve cerrahi islem uygulamasi (OR: 76.8; %95 Cl: 2.03-2901.30), CRPA en-
feksiyonlarinin geligsimi icin riskli bulunmustur. Salginlarda oldugu gibi endemik olgular-
da da musluk suyu, lavabolar, musluklar ve tuvaletler, CRPA’nin enfeksiyon kaynagi ola-
rak bildirilmistir'*1®, Ancak bizim calismamizda her iki salgin susu icin de kaynak sapta-
namamistir.

Erken donemde fark edilmesi nedeniyle calismamizda bildirdigimiz yayilim, el yikama
ve bariyer onlemlerinin artinlmasi ve kontrolu ile 6nlenmis, izolat sayisi endemik diizeye
(0-1 izolat/ay) inmistir. Endemik dénem izolatlarinin antibiyotik duyarlilik paternleri, in-
celenen donemdeki izolatlarla aynidir. Salgin sonrasi ddnemde de antibiyotipleri benzer
suslarin (0-1 izolat/ay) saptanmasi cevresel bir kaynagin olabilecegini dislindirmekte-
dir. Cahismamizda, endemik donemdeki izolatlarda PFGE calisilamamis, bu nedenle de
salgin klonlari ile kargilastinlmasi mimkdn olmamustir. Sonug olarak, cevre sartlarinin uy-
gunlugu ve hastalarin klinik 6zellikleri nedeniyle, yogun bakim unitelerinde ¢oklu direnc-
li mikroorganizmalarla salginlar olusabilmektedir. Burada sunulan olguda gorildugi gi-
bi, klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda antibiyotipleri benzer bakterilerin normalden
yuksek siklikta izole edilmesi, boyle bir salgin acisindan uyarici olabilmektedir. CRPA en-
feksiyonlari, yliksek mortalitesi ve tedavi alternatiflerinin kisitl olmasi nedeniyle enfeksi-
yon kontrol tnitesinin ncelikleri arasinda olmalidir. izolatlarin ayni kéken olup olmadi-
ginin saptanmasinda PFGE ile DNA analizi gibi genotipik yontemlerin kullaniimasi yanin-
da, ayrintih epidemiyolojik arastirmalarinin salgin calismalarinin nemli bir bileseni oldu-
gu da akilda tutulmalidir.
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