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OZET

Acinetobacter tiirleri hastane kaynakli enfeksiyonlara neden olan firsatci patojenlerdir ve coklu ilag
direncine sahip Acinetobacter turlerinin hastane ortaminda yayilmasi enfeksiyon kontroli agisindan
6nemli bir problemdir. Bu calismada, hastane kaynakli A.baumannii izolatlarinin klonal yakinliklarinin,
rep-PCR yontemiyle belirlenmesi amaclanmistir. Calismaya, Ekim 2011-Mayis 2012 tarihleri arasinda,
hastanede yatan hastalarin klinik érneklerinden izole edilen toplam 75 Acinetobacter izolati dahil edil-
mistir. Acinetobacter izolatlarinin antibiyotik duyarliliklari, CLSI 6nerileri dogrultusunda, Kirby-Bauer disk
diflizyon yontemiyle test edilmistir. Piperasilin, piperasilin-tazobaktam, sefepim, seftazidim, imipenem,
meropenem, gentamisin, amikasin, tetrasiklin, levofloksasin, siprofloksasin ve trimetropim-silfametok-
sazole direng oranlari sirasiyla; %96, %96, %97.3, %89.3, %96, %94.6, %66.7, %85.3, %68, %82.7,
%97.3, %89.3 olarak belirlenmistir. Calismadaki izolatlarin 73 (%97)’liinde li¢ veya daha fazla grup
antibiyotige direnc (coklu ilag direnci) saptanmistir. Rep-PCR ile yapilan klonal iliski analizi sonucun-
da iki ana klon [A (7 alt tip), B (3 alt tip)] olmak Uzere toplam sekiz (A-H) farkl klon tespit edilmis; A
klonunun baskin tip oldugu belirlenmistir. Yetmis bes Acinetobacter izolatinin %72 (n= 54)'sinin A klo-
nuna ait oldugu tespit edilmis; B klonuna ait 13 izolat, C ve D klonlarinda ikiser izolat, diger klonlarda
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(E, F, G, H) ise birer izolat saptanmistir. A klonu, reanimasyon yogun bakim Unitesi 6rneklerinin %71
(20/28)'inden, cerrahi servislerinden gonderilen 6rneklerin %70 (7/10)'inden ve dahiliye yogun bakim
Unitesi 6rneklerinin tamamindan (6/6) izole edilmistir. ilk ve son izolatin izolasyon tarihleri arasinda sekiz
aylik stire oldugu belirlenmistir. Sonug olarak, bu calismada hastanemize ait Acinetobacter izolatlarinin
direng oranlarinda artis izlenmis ve bu artisin ayni klona ait izolatlarin yayihmi ile paralel oldugu ortaya
konmustur. A klonuna ait izolatlarin, hastanemiz yogun bakim (nitelerinde ve diger servislerde hakim
oldugu gorilmdustur. Acinetobacter izolatlarinin servisler arasi transfer edilen hastalar ve capraz bulaslar
sonucu yayildigr disiiniilmistir. Calismada kullanilan rep-PCR yonteminin epidemiyolojik ¢alismalarda
ve enfeksiyon kontroliinde kullanilabilecek kolay uygulanabilen, hizli ve basarili bir yéntem oldugu kani-
sina varilmistir. Direncli izolatlarin hastane ortamindaki dagiliminin klonal iliski gostermesi, enfeksiyon
kontrol 6nlemlerinin dnemini bir kez daha vurgulamaktadir.

Anahtar sozciikler: Acinetobacter baumannii; antimikrobiyal direng; klonal ilisk; rep-PCR.

ABSTRACT

Acinetobacter spp. are opportunistic bacterial pathogens primarily associated with hospital-acquired
infections and the spread of multidrug resistant Acinetobacter strains is a growing problem in terms
of infection control. The aim of this study was to determine the clonal relationship between strains of
nosocomial Acinetobacter baumannii by using rep-PCR method. A total of 75 Acinetobacter strains iso-
lated from various clinical samples of the hospitalized patients between October 2011-May 2012 were
included in the study. Antibiotic susceptibilities of Acinetobacter isolates were investigated by Kirby-Bauer
disk diffusion method according to CLSI guidelines. According to disk diffusion test, the resistance rates
for piperacillin, piperacillin-tazobactam, cefepime, ceftazidime, imipenem, meropenem, gentamicin,
amikacin, tetracycline, levofloxacin, ciprofloxacin and trimetoprim-sulfamethoxazole were 96%, 96%,
97.3%, 89.3%, 96%, 94.6%, 66.7%, 85.3%, 68%, 82.7%, 97.3% and 89.3% respectively. In this study,
73 (97%) strains were found resistant to three or more than three antibiotics (multidrug resistant). Rep-
PCR analysis have shown the presence of eight clones, including two major clones [A (7subtypes), B (3
subtypes)] and six unique clones (C-H). Clone A was found to be the dominant type. Fifty-four (72%) of
the 75 Acinetobacter strains belonged to clone A, 13 (17.3%) to clone B, two strains to clone C, D, and
one of each to the other clones (E, F, G, H). Clone A was isolated from 71% (20/28), 70% (7/10) and
100% (6/6) of the samples sent from reanimation intensive care unit, surgery ward and internal diseases
intensive care units, respectively. The time interval between the first and last strain was eight months.
The results of this study indicated an increase in the resistance rates of Acinetobacter strains in our hos-
pital and this increase was attributed to the clonal dissemination of the strains. Strains of the clone A
were found to be dominant at the intensive care and other clinics of our hospital. It is contemplated
that Acinetobacter strains were scattered as a result of cross transmission and patient transfer among
clinics. The rep-PCR method which was used in this study was evaluated as a rapid, easily applicable and
successful procedure for epidemiological studies. Clonal distribution of resistant strains in the hospital
environment emphasizes the significance of infection control measures.

Key words: Acinetobacter baumannii; antimicrobial resistance; clonally relationship; rep-PCR.

GiRis

Acinetobacter turleri, 1970'li yillarda cerrahi servislerde idrar yolu enfeksiyonlarina
neden olurken, giinimizde yogun bakim uniteleri (YBU)'nde yayilarak nozokomiyal
enfeksiyonlara neden olan énemli bir problem haline gelmistir'. Hastane enfeksiyonlari-

na neden olan A.baumannii kompleks grubu icerisinde yer alan A.pitti, A.nosocomialis ve
A.baumannii tiirleri arasinda en sik hastane enfeksiyonlari ile anilan tiir A.baumannii'dir?.
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A.baumannii cilt florasinda nadir olarak bulunan bir tirdir, ancak hastane ortaminda bir
kez izole edilmesi, YBU’deki hastalar icin 6nemli bir risk olusturmaktadir>*. Bu gruptaki
hastalarin immdn sistemlerinin baskilanmis olmasi, uzun siire hastanede kalmalari, meka-
nik ventilasyon, kateter kullanimi ve genis spektrumlu antibiyotik tedavisi A.baumannii
enfeksiyon riskini artirmaktadir®. Acinetobacter tiirlerinin cevresel sartlara dayanikli olmasi
ve mevcut antibiyotik siniflarina karsi diren¢ mekanizmalarinin bulunmasi ya da yeni
direng ozellikleri kazanabilmeleri, bu organizmayi basarili bir nozokomiyal patojen haline
getirmektedir®. Hastanelerde ortaya ¢ikan cok ilaca direncli (CiD) Acinetobacter suslari
kontrol edilmedigi taktirde hastane icerisinde salginlara neden olabilmektedir; ayrica
direncli suslarin neden oldugu salginlar hastaneler arasinda yayilarak sehirlerarasi ya da
iilkelerarasi genislikte salginlara neden olma potansiyeline sahiptir®®.

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinin bir parcasi haline gelen molekiiler tiplendirme
amaciyla PFGE (Pulsed-field gel electrophoresis), RFLP (Restriction fragment length
polymorphism), RAPD (Random amplified polymorphic DNA) ve tekrarlayan dizi temelli
polimeraz zincir reaksiyonu (Repetitive sequence-based PCR; rep-PCR) gibi yontemler
kullanilmaktadir®. Son yillarda rep-PCR yénteminin, hizli ve kolay uygulanabilirligi ile dik-
kat ceken DiversiLab® sistemi (bioMeriéux, Fransa) ile sunulmasi, yari otomatize sekilde
molekiiler tiplendirme olanagi saglamistir. Bu yontemin altin standart kabul edilen PFGE
ve f-AFLP (fluorescent amplified fragment-length polymorphism) tiplendirme yontemle-
ri ile karsilastirilabilir sonuc verdigi gosterilmistir™'°. Bu calismada, hastane enfeksiyonu
etkeni olarak cesitli klinik orneklerden izole edilen A.baumannii kompleks izolatlarinin
rep-PCR yontemi ile klonal iliskilerinin belirlenmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM
Bakteri izolatlar ve Antibiyotik Duyarhlik Testi

Calismaya, Ekim 2011-Mayis 2012 tarihleri arasinda, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda cesitli klinik 6rneklerden izole edilen
75 A.baumannii kompleks izolati dahil edildi. Tir tayini Gram boyama, oksidaz testi ve
Vitek 2 (bioMeriéux, Fransa) otomatize sistemi ile yapildi. izolatlar calisma icin %10 gli-
serollii buyyona alinarak -30°C’de saklandi. Birden fazla 6rneginde A.baumannii komp-
leks izole edilen hastalarin sadece bir 6rnegi calismaya alindi. Bakterilerin izole edildigi
hastalar ile ilgili bilgiler ve hasta hareketleri hastane bilgi sisteminden aragstirildi.

A.baumannii kompleks izolatlarinin antibiyotik duyarlilik testi, Kirby-Bauer disk diftiz-
yon yéntemi ile CLSI standartlari dogrultusunda yapildi'!. Ticari olarak temin edilen
(Oxoid, ingiltere) piperasilin (100 ug), piperasilin-tazobaktam (100/10 pg), sefepim (30
ug), seftazidim (30 ug), imipenem (10 pg), meropenem (10 pg), gentamisin (10 pg),
amikasin (30 pg), tetrasiklin (30 pg), levofloksasin (5 pg), siprofloksasin (5 pg) ve trime-
toprim-stilfametoksazol (TMP-SMX) (1.25/23.75 pg) diskleri kullanildi.

Klonal iliskinin Belirlenmesi

A.baumannii izolatlarinin klonal iliskisinin belirlenmesinde rep-PCR DiversiLab siste-
mi (bioMeriéux, Fransa) kullanildi. DNA ekstraksiyonu, “UltraClean™ Microbial DNA
Isolation Kit” (MoBio Laboratories, ABD) ile, kanl agara pasajlanan bir giinliik izolat-
lardan 1 pl 6ze dolusu alinarak uretici firma onerileri dogrultusunda yapildi. DNA mik-
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tarlari nanodrop cihazi ile olciilerek 35 ng/pl olacak sekilde seyreltildi. Bakteri DNA'lari
Acinetobacter DNA parmak izi kit “DiversiLab™ DNA Fingerprinting Kit” (bioMeriéux,
Fransa) kullanilarak amplifiye edildi. Termal dongl parametreleri; baslangi¢c denatu-
rasyonu 94°C’'de 2 dakika; 35 dongldeki denatiirasyon 94°C’de 30 saniye, primer
baglanmasi 50°C’de 30 saniye, zincir uzamasi 70°C’de 90 saniye; son uzama 70°C’de 3
dakika seklinde uygulandi. Elektroforez islemi icin “Diversilab™ DNA LabChip Kit”i (bio-
Merieux, Fransa) ile Agilent 2100 bioanalyzer (Agilent Technologies Inc, ABD) cihazinda
mikroakiskan elektroforez yapildi.

Rep-PCR parmak izi sonuglari internet tabanli DiversiLab analiz programi (bioMe-
rieux, Fransa) ile elde edildi. Orneklerin benzerliklerinin belirlenmesi ve dendogram
olusturmak icin Pearson korelasyon katsayisi ve UPGMA yontemi kullanildi. Sonuglarin
degerlendirilmesinde %95'in Ulzerinde benzerlik gosteren izolatlar ana klon; ana klon
icerisinde %97'nin lzerinde benzerlik gosteren izolatlar alt tip (ayirt edilemez) olarak
kabul edildi. Benzerlik oranlari %95’in altinda (> 2 bant farki) olan izolatlar farkli klon
olarak degerlendirildi.

BULGULAR

Calismaya alinan 75 A.baumannii kompleks izolatinin 23 (%30.6)’U trakeal aspirat, 18
(%24)'i kan, 8 (%10.6)'i doku, 7 (%9.4)'si idrar, 7 (%9.4)'si yara, 3 (%4)’U balgam ve
9 (%12)'u diger (apse, kateter, dren, BOS, kateter idrar, periton sivisi) klinik drnekler-
den izole edilmistir. A.baumannii kompleks izolatlarinin 50 (%67)’si YBU’den (Anestezi-
Reanimasyon: 28, Yenidogan: 6, Dahiliye: 6, Cerrahi: 4, Pediatri: 3, Kalp-Damar Cerrahi:
3); 25 (%33)'i ise diger servislerden (Genel Cerrahi: 10, Ortopedi: 5, Plastik Cerrahi: 2,
Hematoloji: 2, Uroloji: 2, Nefroloji: 2, KBB: 1, Gégiis Hastaliklari: 1) génderilen hasta
orneklerinden izole edilmistir.

izolatlarin tiir ayrimi icin ileri bir molekiiler yéntem kullanilmamis; ancak rep-PCR
profilleri DiversiLab kitiiphanesi ile karsilastirildiginda 74'G A.baumannii, biri ise A.pitti
olarak tanimlanmistir.

Calismaya dahil edilen izolatlar, hastalarin hastaneye yatisindan ortalama 13.7 giin
sonra izole edilmistir. Hastalarin 5’inde hastaneye yattigi ilk giin alinan klinik 6rneklerde
izolasyon gerceklestirilmistir.

Disk difiizyon testi (DDT) sonuglarina gére, calismadaki 75 izolatin 73'G CiD suslar
olup, A.pitti olarak tanimlanan susun duyarli oldugu izlenmistir. izolatlarin DDT sonuglari
piperasilin, piperasilin-tazobaktam, sefepim, seftazidim, imipenem, meropenem, gen-
tamisin, amikasin, tetrasiklin, levofloksasin, siprofloksasin ve TMP-SMZ direng oranlari
sirastyla; %96, %96, %97.3, %89.3, %96, %94.6, %66.7, %85.3, %68, %82.7, %97.3
ve %89.3 olarak belirlenmistir.

Calismada rep-PCR DiversiLab yontemi ile tiplendirilen 75 Acinetobacter izolatindan
2'si ana klon (A ve B) olmak tizere toplam 8 farkh klon (A-H) tespit edilmistir. A ana klo-
nunun, 54 (%72) izolatin toplandigi en biytk kiimeyi olusturdugu ve 7 alt tipe (A1-A7)
ayrildigi saptanmustir. A klonundaki alt tipler AT (n= 2), A2 (n=1), A3 (n=1), A4 (n=41),
A5 (n=1), A6 (n= 3) ve A7 (n= 5) olarak kiimelenmistir (Sekil 1). ikinci biiyiik klon ise 13
(%17.3) izolat iceren B ana klonu olup, bu klona ait alt tipler: B1 (n=10), B2 (n= 2) ve
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Sekil 1. A ana klonuna ait dendogram.
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B3 (n= 1) seklindedir (Sekil 2). Diger klonlar; 2’ser izolat ile C ve D; birer izolat ile de E,
F, G ve H olmak tizere, epidemik klonlardan bagimsiz kiimelenmistir (Sekil 3).

TARTISMA

Nozokomiyal Acinetobacter enfeksiyonlarindaki en énemli sorun, mevcut tim antibi-
yotiklere direncli suslarin bulunmasi ve direnc oranlarinin artis egilimi géstermesidir' 24,
Lokal bolgelerde, duyarlilik testleri sonucu elde edilen CIiD suslarin genotiplendirme
yoéntemleri ile klon karsilagtirmasi yapilmaz ise, epidemiyolojik olarak baskin ayni tip CID
suslarin, direng seviyesini artirma egilimi gésterdigi belirtilmektedir'>. Bizim calismamiz-
daki Acinetobacter suslarinin %97'si de CiD izolatlardan olusmaktadir.

Antibiyotipleme sonuclari, CID Acinetobacter izolatlarinin hastane salginina neden
olabilecegi uyarisini verse de, suslar arasindaki farkhhklar ayirt etmede yeterli degildir.
Bu yltizden, PFGE ya da PCR tabanli genotiplendirme yontemlerinden biri ile nozo-
komiyal A.baumannii epidemileri arastinimalidir'®. Fontana ve arkadaslan®, 11 aylik
dénemde, YBU’de yatan hastalardan ve cevre érneklerinden izole ettikleri sirasiyla 56
ve 15 A.baumannii izolatini rep-PCR DiversiLab sistemi ile tiplendirmis ve bunlar klonal
olarak iligkili bulmuglardir. Yapilan calismalarda, rep-PCR ile alinan sonuclarin f-AFLP
yontemi ile benzer oldugu; rep-PCR’nin ayirt edici gliciinlin, altin standart kabul edilen
PFGE yontemi ile kargilastinilabilir diizeyde oldugu belirtiimektedir®'®!”. Sunulan bu
calismada, rep-PCR yontemi, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinde cesitli klinik
orneklerden izole edilen Acinetobacter izolatlari arasindaki klonal iligkiyi ortaya koymak
amaciyla kullanilmistir. Arastirmamizda, iki ana klon (A ve B) olmak Ulizere sekiz farkli
klon elde edilmis ve A ana klonunun hastanemizdeki baskin tip (n= 54; %72) oldugu
saptanmustir. Klonal iliskili izolatlar, solunum yolu 6rneklerinden izole edilenlerin %73
(19/26)'tini ve kan kiltliri izolatlarinin %77 (14/18)’sini icermektedir. Klondaki ilk
izolatlar, 09.10.2011 tarihinde reanimasyon Unitesi ve genel cerrahi servisinde yatan iki
hastanin trakeal aspirat (TA) orneginden; klondaki son izolat ise 20.05.2012 tarihinde
yine reanimasyon Unitesinde yatan bir hastanin TA kiiltiriinden izole edilmistir. A klonu,
reanimasyon YBU o&rneklerinin %71 (20/28)'inden, cerrahi servis érneklerinin %70
(7/10)inden ve dahiliye YBU érneklerinin (6/6) tamamindan izole edilmistir. Bagka bir
bakis acisiyla, %97 ve lizeri benzerlik profiline sahip A4-alt klonundaki 41 Acinetobacter
izolati, calismanin yapildigi sekiz ay boyunca hastanedeki varligini stirdirmustdr. Ergin
ve arkadaslar'® rep-PCR yontemi ile, 2004-2009 yillari arasinda kan kiiltiirlerinden izole
edilen CID 100 A.baumannii izolatinda epidemiyolojik iliski gésteren 13 klon (62 izolat)
tespit etmiglerdir. Ana klonlari olusturan izolatlarin 10’u 1. klonda; dokuzu 2. klonda;
dokuzu 3. klonda; yedisi 4. klonda kiime olusturmustur. Farkli klonlardaki izolatlar 33
ay, 40 ay ve 53 ay gibi uzun sire araliginda izole edilmeye devam etmistir. Malatya’dan
bildirilen bir cahismada, 131 Acinetobacter susunun PFGE ile %72.3'inin klonal yonden
iligkili oldugu tespit edilmis ve suglarin 27 aya kadar hastane ortamindan izole edildigi
belirtilmistir'®. Cin’den bildirilen bir ¢alismada, bir klonun 6 yil boyunca izole edildigi
ve ayni klonun ii¢ farkli sehirdeki hastanelere yayildigi tespit edilmistir?®. Calismamizda
ikinci hakim klon olarak belirlenen B klonu 13 (%17.3) izolat icermektedir ve bu klondaki
izolatlar da sekiz ay boyunca hastanede varligini siirdiirmustir. Elde edilen veriler ile,
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hastalarin servisler arasi transferleri, hastalar ve saglik personeli araciligiyla gerceklesen
capraz bulaslar sonucu izolatlarin hastane icerisinde kolayca yayildigi ve uzun siire varli-
gini stirdirdigu tekrar ortaya konmustur.

Calismamizin en 6nemli sinirlamalari, kisa streyi kapsamasi (8 ay) ve ornek sayisi-
nin az (n= 75) olmasidir. Bu siire icerisinde hastanemize ait Acinetobacter izolatlarinin
diren¢ oranlari izlenmis ve diren¢ oranlarindaki artisin ayni klona ait epidemiyolojik
olarak iliskili izolatlarin yayilimi ile paralel oldugu ortaya konmustur. Servisler arasinda
ya da servis-YBU arasinda hasta transferlerinin sik olmasi Acinetobacter suslarinin yayil-
masini kolaylastirmistir. A ve B klonuna ait izolatlarin 6zellikle yogun bakim tinitelerinde
sekiz ay boyunca yaygin olmasinin temeli budur. Sonug olarak, direncli Acinetobacter
suslarinin hastane ortamindaki dagiliminin klonal iliski gostermesi, enfeksiyon kontrol
programlarinin énemini bir kez daha vurgulamis ve rep-PCR DiversiLab® sisteminin
Acinetobacter izolatlariyla ilgili molekiiler epidemiyolojik calismalarda basariyla kullani-
labilecegi duglinilmustar.
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