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Aerobik, hareketsiz, gram-negatif bir bakteri olan Acinetobacter baumannii, birgcok antibiyotige direncg
gosteren onemli bir nozokomiyal patojendir. Karbapenemler, bu patojenin neden oldugu enfeksiyonlarin
tedavisi icin en yaygin kullanilan antibiyotiklerdendir. Ancak son yillarda A.baumannii'de karbapenem
direncinin giderek artan oranlarda saptanmasi, tedavide ciddi problemlere yol agmaktadir. Bu calisma-
nin amaci, klinik- A.baumannii izolatlarinin antibiyotik duyarlilik profillerinin saptanmasi, bla,,, direng
genlerinin varhi@inin arastirlmasi ve izolatlar arasindaki klonal iliskinin belirlenmesidir. Calismaya, Mayis
2012-Ocak 2013 tarihleri arasinda Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’ne bagvuran hastalarin ce-
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sitli klinik 6rneklerinden (37 solunum yolu 6rnegi, 11 yara, 10 kan, 8 kateter, 6 doku, 5 idrar, 2 apse)
izole edilen 79 A.baumannii susu dahil edilmistir. izolatlar konvansiyonel yontemler ve Vitek®2 Compact
otomatize sistemi ile tanimlanmustir. izolatlarin antibiyotik duyarliliklar Kirby-Bauer disk difiizyon yon-
temiyle arastinilmis ve CLSI kriterlerine gére de@erlendirilmistir.  Suslarda blagy, o, blagys 55 PlOgys 140
blagy, 45 Ve blagy, s genlerinin varligi in-house polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile arastinlmig; suslar
arasindaki klonal iliski, Apal restriksiyon enziminin kullanildigi degisken alanli (pulse-field) jel elektroforezi
(PFGE) ile belirlenmistir. Calismamizda, tim izolatlarin kolistine duyarl oldugu goriilmds; piperasilin/ta-
zobaktam, siprofloksasin, imipenem, meropenem, sefaperazon/siilbaktam, trimetoprim/siilfametoksazol,
seftazidim, levofloksasin, gentamisin, tetrasiklin, ampisilin/stilbaktam, amikasin, netilmisin ve tigesikline
direng oranlari sirasiyla; %97.5, %96.2, %94.9, %94.9, %93.6, %91.1, %88.6, %86, %83.6, %77.2,
%69.6, %55.7, %27.8 ve %3.8 olarak saptanmistir. Tim suglar, OXA'ya 6zgil PCR ve OXA16S rDNA dizi
analizi ile A.baumannii olarak tanimlanmistir. izolatlarin tiimiinde (%100) blagy, s;, 71'inde (%89.9) ise
blag,, ,; gen varhigi saptanmis; hig bir izolatta blag,, ,,, blagy, 4¢ Ve blag,, <5 genleri tespit edilmemistir.
PFGE sonuglarina gore 10 pulsotip tanimlanmis; bunlardan sekizinde 3-30 arasinda degisen, birbirinden
ayirt edilemeyen benzer PFGE profilleri gosteren 77 (%97.5) izolatin [A (n= 30), B (n=20), C (n=9), D
(n=15), E(n=4), F (n=3), G (n= 3), H (n= 3)] bulundugu belirlenmistir. Klon A ve B'nin, diger klonlarla
karsilastinldiginda hasta 6rneklerinde baskin oldugu ve antibiyotiklere direncin yiiksek seviyelerde oldugu
gorilmustir. Geriye kalan iki pulsotip [I (n= 1), ] (n=1)] ana kiime ile yakin iliskili olarak bulunmustur.
Ortak bir salgin izolati saptanmamis; ancak biyiik kisminin klonal olarak iligkili oldugu ve hastanemizde
capraz kontaminasyon sorununun yasandigi belirlenmistir. Sonug olarak calismamizda, klinik A.baumannii
suslarinda karbapenem direncinden sorumlu baslica genlerin bla,, ., ve blag,, ,. oldugu izlenmis; A ve
B klonlarinin yiiksek prevalansa sahip olmasinin yatan hastalar agisindan tehlike olusturabilecegi duisu-
ndlmdstar.

Anahtar sézciikler: Acinetobacter baumannii; dedisken alanl jel elektroforezi; OXA tipi karbapenemazlar;
molekdiler epidemiyoloji.

ABSTRACT

Acinetobacter baumannii, an aerobic, non-motile, gram-negative bacterium is an important nosocomial
pathogen which shows resistance to the most antibiotics. Carbapenems are the most commonly used
antibiotics for the treatment of infections caused by this pathogen. However the emergence of resistance
against carbapenems in an increasing rate generates serious problems for antimicrobial therapy. The aims
of this study were to detect the antibiotic susceptibility, and the presence of bla,,, resistance genes of
clinical A.baumannii isolates and to determine the clonal relationship between these isolates. A total of
79 A.baumannii strains isolated from various clinical specimens (37 respiratory tract samples, 11 wound,
10 blood, 8 catheters, 6 tissue, 5 urine, 2 abscess) of the patients admitted to Mersin University Medical
School Hospital between May 2012-January 2013, were included in the study. The isolates were identified
by conventional methods and Vitek®2 Compact automated system. Antibiotic susceptibilities of the
isolates were determined by Kirby-Bauer disk diffusion method and evaluated according to CLSI criteria.
The presence of bla,, <1, blag, s 530 PIAgy s 54 Dlagy s 45 @Nd blag,, ., geNes were detected by an in-house
polymerase chain reaction (PCR), and the clonal relationship between the isolates were identified by
pulsed-field gel electroforesis (PFGE) using the Apal restriction enzyme. In our study, all of the isolates
were susceptible to colistin, while the resistance rates against piperacillin-tazobactam, ciprofloxacin,
imipenem, meropenem, cefoperazone/sulbactam, trimethoprim-sulfamethoxazole, ceftazidime,
levofloxacin, gentamicin, tetracycline, ampicillin-sulbactam, amikacin, netilmicin and tigecycline were
97.5%, 96.2%, 94.9%, 94.9%, 93.6%, 91.1%, 88.6%, 86%, 83.6%, 77.2%, 69.6%, 55.7%, 27.8% and
3.8%, respectively. All the isolates were identified as A.baumannii with the OXA-specific PCR and OXA16S
rDNA sequence analysis. All of the isolates (100%) harboured bla,, ., and 71 (89.9%) harboured
bla,,, ,5 gene, however they were all negative for bla,,, ,,, blag,, ., and bla,,, .. genes. According to
PFGE results 10 pulsotypes were identified, of these eight pulsotypes formed 77 (97.5%) similar strains
with indistinguishable PFGE profiles ranging between 3-30 [A (n=30), B (n=20), C(n=9), D (n=5), E(n=
4), F (n=3), G (n=3), H (n= 3)]. When compared with the other clones, clones A and B were dominant
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among the samples and they have exhibited high level of antibiotic resistance. The rest two pulsotypes [l
(n=1), ] (n=1)] were in close relation with the main cluster. No common outbreak isolate was detected,
but the relationship between the majority of the strains pointed out that there was a cross contamination

problem in our hospital. In conclusion bla,,, ., and bla,,, ,, were detected as predominant genes

responsible from carbapenem resistance in our clinical A.baumannii strains, and it was considered that
the high prevalence of clones A and B may constitute a threat in terms of hospitalized patients.

Keywords: Acinetobacter baumannii; pulsed-field gel electroforesis; OXA-type carbapenemases; molecular
epidemiology.

GIRi$

Acinetobacter baumannii aerobik, hareketsiz, gram-negatif, non-fermentatif, pleomor-
fik bir kokobasildir. Hastane ortaminda giinlerce canli kalabilen bu bakteri, bir hastadan
digerine kolayca yayilabilir'*. A.baumannii, 6zellikle yogun bakim tiniteleri (YBU)'nde ve
immun sistemi bozulmus hastalarda; ventilator ile iliskili pnomoni, Griner sistem enfeksi-
yonu, yumusak doku ve yara yeri enfeksiyonu, peritonit, endokardit, sepsis ve menenijit
gibi oldukca ciddi hastane enfeksiyonlarina neden olabilmektedir. Solunum sistemi ekip-
manlari gibi nemli, insan cildi gibi kuru ylizeylerde uzun siire canlihgini koruyabilme,
hastane ortaminda kolayca yayilabilme ve antimikrobiyal ilaclara karsi direng gelistirebil-
me yetenegi nedeniyle, bu bakterinin olusturdugu enfeksiyonlar biyik bir sorun olustur-
maktadir. A.baumannii'ye bagh mortalite oranlari, 6zellikle ventilator ile iliskili pnomoni
(9%23-73) ve kan dolasimi enfeksiyonu (%52) olan kritik hastalarda oldukga yiiksektir?4.
Onemli bir nozokomiyal enfeksiyon etkeni olan A.baumannii, hastanede yatan pnémonili
hastalardan izole edilen {iciincii en yaygin patojen bakteridir®. Travma, mekanik ventilas-
yon, immdin siipresyon, cerrahi islemler, intravenoz kateterizasyon, trakeostomi, enteral
beslenme ve ticlincii kusak sefalosporin, florokinolon veya karbapenem gibi antibiyotik-
lerin kullanimi A.baumannii enfeksiyonlari icin major risk faktorleridir®.

Acinetobacter tirleri arasinda karbapenem direncinin son dekatta artis gostermesi
diinya genelinde biiyiik bir problem olusturmaktadir’. A.baumannii’de antimikrobiyal
diren¢c mekanizmalarini tanimlamak bu mikroorganizmanin neden oldugu enfeksiyonun
sonuclarinin anlagiimasina katki saglayacaktir®. A.baumannii'de diren¢ mekanizmasi en-
zimin Uretimi veya aktivasyonu, integron yapimi, dis membran gecirgenligi, biyofilm
olusumu, ilag atim pompalari gibi faktérlere bagl olarak karmasiklik géstermektedir®.
A.baumannii’de karbapenem direncinin en 6nemli nedeni; sinif A (TEM, SHV ve GES), si-
nif B (IMP, VIM ve SIM), sinif C (AmpC) ve sinif D’yi (OXA-23, OXA-24, OXA-51 ve OXA-
58) iceren karbapenem hidrolize eden beta-laktamaz ile iliskili enzimatik hidrolizdir?.
Antimikrobiyal kemoterapinin, 6zellikle karbapenemlerin asir kullanimi; A.baumannii‘de
tanimlanmig olan karbapenemi hidrolize eden sinif D beta-laktamazlarin (KHDL) gordil-
mesine katkida bulunmustur. ilk kez 1995’de tanimlanan KHDL olan OXA-51'e ek olarak,
A.baumannii suslarinda OXA-23, OXA-40, OXA-58 ve OXA-143 beta-laktamaz grupla-
rini iceren kazanilmis KHDL'larin alt gruplarl tanlmlanm|§tlr1°. blagy, s 9eni tim din-
yada tanimlanmasina karsin, Fransa, Ingiltere, Arjantin, Ispanya, Romanya, Avusturya,
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Yunanistan, iskocya, Kuveyt ve Tiirkiye’de daha sik bildirilmistir’. 2012 CHINET siir-
veyans raporuna gore, A.baumannii suslarinda imipenem ve meropeneme kars! sirasiy-
la, %62.8 ve %59.4 olan direnc oranlarinin %89.6 oranlarina ciktigi belirtilmektedir®.
Karbapeneme direncli A.baumannii prevalansinin Ortadogu (Ulkelerinde yiiksek oldu-
gu ifade edilmektedir''. A.baumannii’de OXA karbapenamaz geninin ekspresyonunda
ISAbaTl gen bélgesinin dnemli rolii oldugu bildiriimistir. Ulkemizin de icerisinde yer aldig
grupta, kromozom ve plazmid uzerinde kodlanan karbapenamaz direncinde, bu gen
bolgesine, ISAba2 ve ISAba3 gen bélgelerinin de eslik ettigi vurgulanmigtir®.

Diinya genelinde A.baumannii enfeksiyonlarinin hastanelerde artis gdstermesine
bagli olarak, enfeksiyon kontrol ¢calismalari ve epidemiyolojik calismalarda uygun mole-
kiiler ydntemlerin gelistirilmesi zorunluluk haline gelmistir'2. Kullanilan yéntemler ara-
sinda; ribotiplendirme, AFLP (amplified fragment length polymorphism), RAPD (ran-
dom amplified polymorphic DNA) analizi, rep-PCR (repetitive extragenic palindromic
sequence-based polymerase chain reaction) ve multilokus PCR gibi bircok yontem bu-
lunmasina karsin, bakteriyel izolatlarin tiplendirilmesi icin degisken alanli (pulsed-field)
jel elektroforezi (PFGE) halen altin standart olarak kabul edilmektedir'2. Bu calismada,
A.baumannii suslarinin antimikrobiyal ilaclara duyarllk paternlerinin belirlenmesi ve
blagy s 530 DAy, 54 DlOGya 4gr P0Gy A 51 VE Dlagy, oo gen varliginin PCR ile saptanmasi
amaclanmistir. Ayrica, tum izolatlar icin PFGE tiplendirme yontemi ile genetik pro-
fillerinin belirlenerek, izolatlarin genotipleri ile antimikrobiyal duyarliliklari arasindaki
genetik iligkinin ve en yaygin klonun belirlenmesi hedeflenmistir.

GEREC ve YONTEM
Bakteri izolatlarinin tanimlanmasi

Calismaya, Mayis 2012 ile Ocak 2013 tarihleri arasinda Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda cesitli klinik 6rneklerden izole edilen ve enfeksi-
yon etkeni olan A.baumannii izolatlari alindi. Klinik 6rnekler %5 kanli agar ve EMB (Eosin
Methylene Blue) agara ekilerek 37°C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Kiiltiirde lrreyen bakte-
rilerin tiir diizeyinde tanimlanmasi, geleneksel yontemler (Gram boyama, oksidaz testi,
sitrat testi, seker kullanim testi, indol testi, Gireaz testi) ve Vitek 2 (Bio-Mérieux, Fransa)
otomatize sistemiyle Uretici firmalarin énerileri dogrultusunda yapildi. izolatlar %10 gli-
serol iceren beyin kalp inflizyon buyyon (BKIB) icerisinde saklandi. Calismaya, ayni has-
tadan izole edilen izolatlardan yalnizca biri alind.

Farkl servislerden laboratuvarimiza génderilen toplam 79 klinik izolatin servislere ve
ornek turiine gore dagilimi Tablo I'de gosterildi.

Antibiyotik Duyarlilik Testleri

Klinik izolatlarin in vitro antibiyotik duyarlilik testleri Kirby-Bauer disk diflizyon yonte-
mi ile Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)'® énerileri dogrultusunda; gen-
tamisin (10 pg), amikasin (30 pg), levofloksasin (5 pg), netilmisin (30 pg), seftazidim (30
pg), imipenem (10 pg), meropenem (10 pg), siprofloksasin (5 pg), tetrasiklin (30 pg),
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Tablo I. A.baumannii izolatlarinin servislere ve drnek tiiriine gére dagilimi

Ornek tiirii

Kateter
Servisler TA Yara Kan Kateter Balgam Doku idrar  idrar Apse Plevra TBL Toplam

Genel Cerrahi 7 1 - - 2 - - - 2 - 1 13

Reanimasyon 7 1 2 - - - 2 - - - - 12
Anesteziyoloji

Dahiliye YB 4 - 2 2 1 - 1 - ; ; ; 10
Uroloji - 3 - - - 2 - - - - N
Onkoloji - 1 1 - 2 - - 1 - - - 5

Gogis 2 - - - - - - 1 - 1 -
Hastaliklari

Gogs Cerrahi 2

Pediatrik YB 1 - 2 1 R R R R R } )
Ortopedi 2 1

Pediatrik Cerrrahi - - - 3 R 1

GE -1 - - 1 1 ; : ; )
KBB . 1 - - ) 1

Kardiyovaskdiler - 1 - 1 - - - - - - -
Cerrahi

'
'
'
'
'
N N W A N BN KN

Hematoloji - - 2 - - - - - - - -
Nefroloji - 1 - - - - - - - - -
Beyin Cerrahi 1 - - - - - - - - - -
Kardiyoloji 1 - - - - - - - - - -

_ m a AN

Enfeksiyon - - - - 1 - - - - - -
Hastaliklar

Psikiyatri 1 - - - - - - - - - - 1
Toplam 28 11 10 8 7 6 3 2 2 1 1 79

GE: Gastroenteroloji; KBB: Kulak Burun Bogaz, TA: Trakeal aspirat; TBL: Transbronsiyal lavaj; YB: Yogun bakim.

trimetoprim/siilfametoksazol (30 pg), piperasilin (100 ug), ampisilin/silbaktam (20/10
ug), piperasilin/tazobaktam (100/10 ug) ve sefoperazon/siilbaktam (75/30 ug) antibi-
yotikleri (Oxoid, Thermo Scientific, ingiltere) icin test edildi. Kolistin ve tigesiklin duyar-
hhiklar ise Etest (BioMerieux, Fransa) yontemiyle incelendi. Standart kalite kontrol susu
olarak Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 kullanild. Tigesiklin E test minimal inhibitor
konsantrasyon (MiK) degeri “Food and Drug Administration (FDA)”'* énerileri dogrultu-
sunda; MIK degeri > 8 ug/ml ise direncli, 4-6 ug/ml ise orta duyarli, < 2 ug/ml ise duyarl
olarak degerlendirildi. Kolistin icin Etest MiK degeri CLSI 2012 yorumlama kriterlerine
gore; > 4 ug/ml ise direncli, < 2 ug/ml ise duyarl olarak kabul edildi'>.

Multipleks PCR ile ilag direng genlerinin (bla,,, genleri) saptanmasi

Gliserolli BKIB icerisinde -80°C de saklanmis olan A.baumannii izolatlari molekiler
calismalar icin kanl agar ve EMB agara pasajlanip 37°C’de 18-24 saat inkibe edilerek
tekrar uretildi. Ureyen tek bir koloniden alinarak Luria Broth besiyerinde 37°C’de bir gece
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inkiibasyona birakildi; daha sonra bakteri stispansiyonu 13.000 rpm’de 5 dakika santrifjj
edildi; slipernatan atildiktan sonra peletin izerine 300 pl steril distile su eklendi; 10 daki-
ka kaynatildi, sonra tekrar 13.000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Sipernatan yeni bir
tlpe aktarildi ve ekstrakte edilmis DNA olarak kullanildi. PCR taramalari karbapenamaz
kodlayan genler icin yapildi. Multipleks PCR, blag,, <1, blagy,, 530 Dlagy s 54 blagy, 45 VE
bla, , s genlerinin tespiti amaciyla uygulandi. OXA genlerinin amplifikasyonu icin kul-
lanilan primer ciftleri Tablo 1I'de gosterildi. Toplam 50 pL’lik multipleks PCR karisimi; Taq
DNA polimeraz 1.5 U (Promega), her bir dNTP’den 200 uM, 25mM MgCl,'den 3 pL,
PCR reaksiyon tamponu 10 pL (Promega), her bir primerden 20 pmol ve 5 pL genomik
DNA iceriyordu. PCR amplifikasyon kosullari; baslangi¢c denatiirasyonu 94°C’de 3 dakika
bir dongi, 94°C’de 25 sn, 52°C’de 40 sn ve 72°C’de 50 sn olmak lzere 30 dongu ve
72°C’de 5 dakika son uzama seklinde gerceklestirildi. Amplifikasyon driinleri 0.5 mg/L
etidyum bromir iceren %1’lik agaroz jelde 100 Voltta bir saat yirutiildiikten sonra aga-
roz jel UV 151g1 altinda degerlendirildi.

PFGE ile molekiiler tiplendirme

A.baumannii izolatlar arasindaki klonal iliski; daha énce Durmaz ve arkadaslarinin'>
kiicik modifikasyonlar yaparak tanimladiklari protokole gore, agaroza gémuilmus bakte-
riyal DNA Apal restriksiyon endontiiklez enzimiyle kesilerek PFGE yontemiyle analiz edildi.
Jelin normalizasyonu icin A.baumannii ATCC 19606 standart susu kullanildi. PFGE sonrasi
bant profillerinin dendogram analizleri, Bionumerics Gel Compare Il (Applied Maths,
Inc., 6.01 version, Belcika) programi kullanilarak yapildi. Benzerliklerin hesaplanmasin-
da Dice benzerlik katsayisi ile %1 tolerans degerleri kullanilarak dendogram olusturuldu
ve kiimelenme analizi yapildi. Klonal iliski, Tenover ve arkadaslarinin'® énerdikleri kri-
terlere gore degerlendirildi. Analizde %90-100 uyum gosteren izolatlar ayni; %80-90
arasi uyum gosterenler yakin iliskili; %70-80 arasi uyum gosterenler muhtemel iliskili ve
%70’in altinda uyum gosterenler ise iliskisiz olarak kabul edildi.

Tablo Il. OXA genlerinin amplifikasyonu icin kullanilan primer ciftleri

Amplikon
Primer 5 -3 biytkligi (bp) Kaynak
OXA-23 F: GATCGGATTGGAGAACCAGA 501
R: ATTTCTGACCGCATTTCCAT
OXA-24 F: GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA 246
R: AGTTGAGCGAAAAGGGGATT
OXA-48 F-TTGGTGGCATCGATTATCGG 733 Ertiirk ve ark., 2014
R:GAGCACTTCTTTTGTGATGGC
OXA-51 F: TAATGCTTTGATCGGCCTTG 353
R: TGGATTGCACTTCATCTTGG
OXA-58 F: AAGTATTGGGGCTTGTGCTG 599

R: CCCCTCTGCGCTCTACATAC
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istatistiksel Analiz

istatistiksel analizler Stata (versiyon 11.0) kullanilarak yapildi. Siirekli degisken, varyan-
sin tek yonlu analizi ile karsilastinldi. Degiskenlerin analizi ki-kare testi ile yapildi ve tim
analizler icin p< 0.005 degeri anlamli olarak kabul edildi.

BULGULAR

Calismamizda degerlendirilen toplam 79 A.baumannii izolatinin antibiyotik duyarlilik
sonuglari incelendiginde, tim izolatlarin kolistine duyarl oldugu izlenmis; piperasilin/
tazobaktam, siprofloksasin, imipenem, meropenem, sefaperazon/siilbaktam ve trime-
toprim/sulfametoksazole %91.1 ile %97.5 arasinda; seftazidim, levofloksasin ve genta-
misine %83.6 ile %88.6 arasinda; tetrasiklin, ampisilin/stilbaktam ve amikasine %55.7
ile %77.2 arasinda diren¢ oranlari saptanirken, netilmisine %27.8, tigesikline ise %3.8
oraninda diren¢ bulunmustur (Tablo Ill). Bu sonuglar, imipenem ve meropenemin yer al-
digi karbapenemlere karsi %94.9 gibi yiksek diizeyde direng oldugunu gostermektedir.

Tum izolatlar, 16S rRNA gen varliginin dogrulanmasiyla A.baumannii olarak tanimlan-
mustir. Tum izolatlarda bla,,,, <, gen bolgesi pozitif tespit edilirken, bla,, ,, izolatlarin
71’inde (%89.9) pozitif bulunmustur. bla, , <., bla ve bla,, , ,, gen bolgeleri hicbir
izolatta tespit edilmemistir (Tablo I, Sekil 1).

OXA-48

Molekiiler tiplendirme sonuglarina gore, Apal restriksiyon enzimi kullanilarak yapilan
PFGE’de 79 izolat degerlendirildiginde 10 pulsotip tespit edilmistir. Bunlardan 8 pulso-
tipte 3-30 arasinda degisen, birbirinden ayirt edilemeyen benzer PFGE profilleri gosteren
77 (%97.5) izolat [A (n= 30), B (n= 20), C (n=9), D (n=5), E (n=4), F (n=3), G (n=3),
H (n= 3)] bulunmaktadir. Klon A ve B’nin, diger klonlarla karsilastinldiginda hasta 6rnek-
lerinde baskin oldugu ve antibiyotiklere direncin ytiksek seviyelerde oldugu gorilmustdr.
Geriye kalan 2 pulsotip ana kiime ile yakin iliskili olarak bulunmusgtur ($ekil 2). Buna gore,

Tablo Ill. A.baumanni izolatlarinin antimikrobiyal duyarliliklari ve OXA genlerinin tarama sonuglari

SAM  TZP CAZ TE AK  GEN LEV NET CIP TGC CST SXT IPM  MEM CES

Duyarh 19 2 6 11 29 11 7 54 3 76 79 5 3 3 4

n(%) (24 5 (7.6) (13.9) (36.7) (139) (8.9) (684) (3.8) (96.2) (100) (6.4) (3.8) (3.8) (5.1)
Orta 5 0 3 7 6 2 4 3 0 o o 2 1 1 1

Duyarl  (6.4) (38) (89 (7.6) (25 (5.1) (38) @5 (13) @(13) (1.3)
n (%)

Direngli 55 77 70 61 44 66 68 22 76 3 0 72 75 75 74
n(%) (69.6) (97.5) (88.6) (77.2) (55.7) (83.6) (86) (27.8) (96.2) (3.8) (91.1) (94.9) (94.9) (93.6)
bla,, ,-51-benzeri Tum izolatlar pozitif (n=79)

bla,, ,-23-benzeri 71 izolat pozitif (%89.9)

bla,, ,-24-benzeri Tum izolatlar negatif (n= 79)

bIaOXA-48-benzeri Tum izolatlar negatif (n= 79)

bla,, ,-58-benzeri Tum izolatlar negatif (n= 79)

SAM: Ampisilin/siilbaktam; TZP: Piperasilin/tazobaktam; CAZ: Seftazidim; TE: Tetrasiklin; AK: Amikasin; GEN: Gentamisin;
LEV: Levofloksasin; NET: Netilmisin; CIP: Siprofloksasin; TGC: Tigesiklin; CST: Kolistin; SXT: Trimetoprim/stilfametoksazol,
IPM: imipenem, MEM: Meropenem, CES: Sefoperazon-sulbaktam.
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Sekil 1. Klinik 6rneklerden izole edilen A.baumannii suslarinin bla

oxa 9€n profilleri

calsilan 79 A.baumannii izolatinin buytk bir kisminin klonal olarak iliskili oldugu ve has-
tanemizde capraz kontaminasyon sorununun yasandigi belirlenmistir.

TARTISMA

Hastane enfeksiyonlari, hastanede yatis suresini uzatan, tedavi masraflarinda biylk
artislara neden olan, morbidite ve mortalitesi yiiksek enfeksiyonlardir. YBU’de yatan has-
talara siklikla girisimsel uygulamalar yapilmasi, altta yatan hastaliklar, enfeksiyon kont-
roliindeki yetersizlikler ve uygun olmayan ampirik tedaviler sebebiyle enfeksiyon etkeni
bakteriler siklikla antibiyotiklere direncli olmaktadirlar. YBU’de yatan hastalarin immiin
sistemlerinin baskilanmis olmasi ve genellikle genis spektrumlu antibiyotiklerin faz-
la kullanimi diren¢ sorununu daha da artirmaktadir. Gegtigimiz yillarda giderek artan
oranlarda coklu ila¢ direnci (CID) bildiriimis ve basta A.baumannii olmak {zere, diger
Acinetobacter turleri “yeniden dnem kazanan enfeksiyon etkenleri” arasinda ilk siralar al-
mistir>'”. A.baumannii izole edilen klinik rneklerin dagilimi incelendiginde, ilk siralarda
solunum yolu &rneklerinin yer aldigi gériilmektedir®'®. Calismamizda da, yaklasik %47
(37/79) oraniyla solunum yolu 6rnekleri ilk sirayr almistir (Tablo I).

Ulkemizde farkl bolgelerdeki cesitli hastanelerde yapilan calismalarda, A.baumannii
suslari icin farkli duyarlihk sonuglari verilirken, gittikce artan duzeyde antibiyotik di-
renc oranlari bildirilmistir'®2'. Bir siirveyans calismasinda da, ézellikle tilkemizdeki di-
reng oranlarinin diger Avrupa iilkelerine gére oldukca yiiksek oldugu vurgulanmistir®.
A.baumannii izolatlar antibiyotiklere karsi farkl direng oranlar gostermekle birlikte, sik-
likla beta-laktam antibiyotikler, aminoglikozid ve florokinolonlara direng gériilebilmekte-
dir'®. Calismamizda en fazla piperasilin/tazobaktam direnci (%97.5) saptanmustir. Ayrica
sefaperazon/siilbaktam, karbapenemler, trimetoprim-siilfametoksazol (SXT) ve siproflok-
sasin antibiyotiklerine karsi %90"in Uizerinde bir diren¢ gorilmistir. A.baumannii klinik
izolatlarinin diren¢ durumunu degerlendiren cesitli calismalarda, tedavide kullanilan an-
tibiyotiklere karsi bizim calismamizda da oldugu gibi farkl oranlarda direng bildirilmis-
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Sekil 2. Acinetobacter baumannii izolatlarinin PFGE dendrogram gartintiisti.
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tir'829, Calismamizda kinolon grubu antibiyotiklerden levofloksasine %86, siprofloksasi-
ne %96.2 oraninda direng saptanmistir. Aminoglikozid direnci de netilmisin, amikasin ve
gentamisin icin sirasiyla, %27.8, %55.7 ve %83.6 olarak izlenmis; Cicek ve arkadaslar'®
ise bu oranlari sirasiyla %11, %63 ve %48 olarak rapor etmislerdir.

Acinetobacter tiirlerinde gériilen CID, bu etkenlere bagli enfeksiyonlarin tedavisinde
karbapenemlerin yogun olarak kullanimina yol agmistir?'. Buna bagl olarak da karbape-
nem direnci, son yillarda diinyada ve tilkemizdeki hastanelerden izole edilen A.baumannii
izoatlari arasinda artan oranlarda bildirilmistir?2. Ulkemizde imipenem direncinin %60.8-
92, meropenem direncinin %64-96 arasinda oldugunu bildiren calismalar bulunmakta-
dir?®, Kayseri'de Alp ve arkadaslarinin* 2000-2009 yillarini kapsayan on yillik siirveyans
calismasinda, A.baumanniiizolatlarinda karbapenem direncinin %44’ten dramatik olarak
artarak %92'lere yukseldigi ifade edilmistir. Bizim calismamizda, test edilen karbapenem-
lere karsl %94.9 oraninda direnc tespit edilmis olup, benzer oranlar farkli Glkelerde yapi-
lan calismalarda da belirtilmektedir'®23,

Calismamizin verileri, A.baumannii enfeksiyonlarinin tedavisinde en cok kullanilan
antibiyotiklere kargi disiik oranlarda duyarhlik oldugunu gostermektedir. Buna karsin
izolatlarimizin higbirinde kolistine karsi diren¢ goriilmemesi, tigesikline karsi da sadece
Ug izolatta (%3.8) direng tespit edilmesi umut vericidir (Tablo IlI). Turkiye'de ve yurt
disindaki cesitli calismalarda tigesiklin duyarliliginin %61-100, kolistin duyarliiginin ise
%91-100 arasinda oldugu bildirilmistir?®>. Calismamizda oldugu gibi bazi calismalarda
kolistin direncine rastlanmazken'®23, %96.2 duyarlilik saptadigimiz tigesiklin de direncli
Acinetobacter enfeksiyonlarinda kullanilabilecek bir antibiyotik olarak degerlendirilmistir.

A.baumannii izolatlarinda kazanilmis karbapenem direnci, temel olarak metallo-be-
ta-laktamazlar (MBL) ve karbapenemi hidrolize eden sinif D beta-laktamazlar (KHDL)
olmak Uzere iki tip beta-laktamazin tretimi sonucu olmaktadir. Zayif karbapenamaz ak-
tivitesi gosteren bla,, , ., enzim kimesi, A.baumannii izolatlarinin hemen hepsinde do-
gal olarak bulunmasina karsin diger Acinetobacter turlerinde bulunmamaktadir. Sadece
A.baumannii izolatlarinda bulunan bla,,, ., geninin, bu turlerin tanimlanmasi icin bir
belirtec olarak kullanilabilecegi bildirilmektedir'?. blag, » s, 9eni, siklikla diger kazanilmig
bla, , tipi genlerle birlikte bulunmakta ve belirli sartlarda karbapenem direncinde sinerjik
etki yaratabilmektedir?'. Acinetobacter tiirlerinde kazanilmig karbapenemi hidrolize eden
oksasilinazlar arasinda bla,, 53, blag,, 54 blagy, 4q Ve blay,, < tipi enzimler dinyanin
farkli bolgelerinde degisen oranlarda saptanmaktadir. Cin’de yapilan ¢alismalarda Zhao
:)/e arkad7§lar|4 %31 7 bla([)XA-SV %33.3 bl?OXA-B’ %0.8 bIa(I)(XA_Sg;I H(Z);,I ove arka(lia§lar|25
o046 bl 5623 lo 50 bl v St Avabsta s AL Sulan ve i

28 oy 0 QOXASE DT T oAy 0T TR OXA-247 X T e 2 3
n°® %58 blag,, ,3, %13 blag,, . %0 blag,, ..; Iran’da Mohajeri ve arkadaslarn™ %77.9
blagy s »3 %19.2 bla,, ,, pozitifligi bildirmislerdir. Ulkemizde ise %0-23 arasinda bla
xasg J031-78 arasinda bla,,,, ,, ve distik oranlarda bla,,, ,, geninin varligi rapor edil-
mistir?!. Ulkemizde yapilan farkli calismalarda'-'*'82! oldugu gibi, bizim calismamizda
da tlim izolatlarda bla,, , ., geni tespit edilmistir. Bunun yani sira, Keskin ve arkadaslan'®

calismalarinda %91.5 bla, ,;, %7 bla ve %2 bla ; Keyik ve arkadaglari®!

OXA-58 OXA-24/
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%46.7 b/an(A_23 ve %53.3 blay,, .. Ertirk ve arkadaslar' 994.5 blagy, 5
arkadaslar'® ise %78 bla,, ,, gen varhgi bildirmislerdir. Calismamizda bla,, ,,
pozitiflik orani %89.9 olarak belirlenmistir. Tum bu sonuglar, bla,, ., ve bla,,, ,, gen
bolgelerinin, A.baumannii izolatlarinin imipenem direncinde baskin mekanizmay olus-
turdugunu vurgulamaktadir. Bununla birlikte, A.baumannii suslarinda bla,, genlerinin
bolgeler arasinda farklilik gostermesinin yaninda, ayni bolgede yillar icerisinde de gen

degisikliklerinin gézlendigi bildiriimektedir?'.

Cicek ve
gen

Sunulan calismada ayrica, Mersin Universitesi Hastanesi'nde enfeksiyon etkeni ola-
rak izole edilen A.baumannii suglarinin molekiiler epidemiyolojisi de degerlendirilmis ve
A.baumannii izolatlari arasindaki klonal iligki, bolgemizde ilk kez PFGE yontemi ile arastiril-
mistir. Calismamizda PFGE genotip analizi, 79 sus arasinda on klonun var oldugunu gos-
termistir [A (n= 30), B (n=20), C(n=9), D (n=5), E(n=4), F (n=3), G (n=3), H(h=3), |
(n=1), ) (n=1)]. Ayrica klon A ve B hasta orneklerinde baskin klon olarak bulunmustur.
Mersin’de Giilbudak ve arkadaslarinin?® yaptigi calismada, hastane enfeksiyonu etkeni
olan A.baumannii izolatlar arasindaki klonal iliski Rep-PCR ile arastirilmis; iki ana klon [A
(7 alt tip), B (3 alt tip)] olmak tizere toplam sekiz (A-H) farkh klon tespit edilmis ve A klonu
baskin tip olarak belirlenmistir. Cin’de yapilan bir calismada da, CiD olan 50 A.baumannii
izolati PFGE ile arastinlmis; 14 farkli PFGE paterni tespit edilmis ve suslar, A (n= 24), B
(n=6), C (n=9) seklinde toplanmuslardir.

Yapilan bircok calismada, farklh OXA-tip karbapenemaz iceren A.baumannii kaynakli
enfeksiyonlara ait klonal iliskili salginlar bildiriimektedir'->#2°-33, Hastane ekipmanlari ve
calisanlar araciliiyla servisler arasinda bu klonlarin yayilimi miimkinddir. Karag6z ve ar-
kadaslari®> farkl Ginitelerden alinan kan kiiltiirii 6rneklerinden 47 ve cevre érneklerinden
yedi olmak lizere toplam 54 A.baumannii izolatinin PFGE analizinde, izolatlarin tek bir
klona ait oldugunu ve meydana gelen salginin, bir blokta yer alan YBU’den kaynakland-
gini gostermiglerdir. Bu arastiricilar, cevresel kaynakli capraz bulagi molekiler yontemlerle
dogrulamislar ve CID A.baumannii yayihminin énlenmesi ve nozokomiyal enfeksiyonla-
rin kontroliinde, enfeksiyon kontrol stratejilerinin eksiksiz olarak uygulanmasi geregini
bir kez daha vurgulamislardir®3, Ertiirk ve arkadaslar’ da, calistiklari 109 A.baumannii
izolatinin PFGE ile dokuz pulsotipe ayrldigini;; 107 (%98) izolat iceren yedi pulsotipte
2-53 arasinda degisen, birbirinden ayirt edilemeyen benzer PFGE profilleri saptadiklarini
bildirmislerdir. Arastiricilar ayrica, diger iki pulsotipin de ana kiimeyle yakin iliskili suslar
oldugunu belirtmis; toplam 97 izolat iceren ilk grubun %92.7 oraninda benzerlik goster-
digini, ikinci grubun da %100 ayni olan 12 izolat icerdigini rapor etmislerdir'. Mohajeri
ve arkadaslarinin?® calismasinda, 104 A.baumannii izolatinin PFGE genotip analizinde se-
kiz klonun (A-H) bulundugu ve hastanede baskin olan klon A'nin (n= 35) diger klonlarla
karsilastinldiginda, yiiksek antibiyotik direnci gosteren, 6zellikle enfeksiyon koguslarinda
yatan hastalardan izole edilen suslar oldugu belirlenmistir. Bu arastiricilar da, hastanedeki
salgindan klon A'nin sorumlu oldugunu ve ayrica hastanenin farkli bolgelerinde sapta-
diklari prevalansi ylksek diger klonlarin [B (n= 29), C (n= 19)] yayilmasini 6nlemek icin
dikkatli olunmasi gerektigini ileri siirmiislerdir?®. Bizim calismamizda, hastanemizin farkl
bolimlerinden izole edilen A.baumannii suglarinda A (n= 30) ve B (n= 20) klonlarinin ytk-
sek prevalansa sahip olmasi, hastanemizde yatan hastalar arasinda bu klonlarin yayilimini
onlemeye yonelik tedbirlerin yeterince alinmadigini gostermektedir.
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Sonug olarak ¢alismamizda, A.baumannii izolatlarinin timu blag,, ., gen bolgesi po-
zitif, 71'i (%89.9) bla,, , ,, pozitif bulunurken, hicbirinde blag, , .o, blag, , 45 Ve blag,, 5,
bulunamamigstir. TUm izolatlar 3-30 arasinda degisen sekiz pulsotipe ayrilmistir. PFGE
genotip analizi 79 sus arasinda sekiz klonun var oldugunu gostermistir. Geriye kalan iki
pulsotip, ana kiime ile yakin iligkili sus olarak degerlendirilmistir. Benzerlik katsayisi g6z
ontne alindiginda %85 ve tstiinde olan iki major grup bulunmustur. Bu bulgular, hasta-
nemizde acil olarak etkin kontrol ve 6nleme tedbirlerine ihtiya¢ oldugunu distindirmek-

tedir. Karbapeneme direncli A.baumannii klonlarinin varhginin erken tespiti, bu klonlarin
hastanede yaylliminin engellenmesi icin yararli olacaktir.
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