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1. GIRIS ve AMAC

Acinetobacter tiirii bakterilerin klinik dnemlerinin son 30 yil i¢ersinde belirgin olarak
arttigi gézlenmekte ve 1980°li yillardan bu yana nozokomiyal infeksiyonlarda c¢ogul
direngli etken olarak izole edilmektedir. Biitiin diinyada izolasyon siklig1 giderek artmakta
olan hastane infeksiyonu etkeni Acinetobacter tiirlerinin tedavi ve kontroliinde ciddi
zorluklar yasanmaktadir. Hastanelerde invaziv girisim oranlarinin belirgin olarak artmasi,
bu etkenin etkileyebilecegi hasta grubunun artmasi, bu bakterilerin ¢evre sartlarina uyumu,
antibiyotiklere kars1 gelistirdikleri direng¢/coklu direng bu bakterilerin  dnemini
artirmaktadir. Yas, kronik akciger hastali§i, immunsupresyon, cerrahi, mekanik
ventilasyon, gastrik tiipler, antibiyotik kullanimi, hastanede uzun stireli yatis bu bakteriler

ile infeksiyona yakalanmada baslica risk faktorleridir.

Acinetobacter cinsi bakteriler hareketsiz, aerobik, laktozu fermente etmeyen, Gram
negatif kokobasillerdir. Bu bakteriye ait simdiye kadar 21 genomik tiir belirlenmistir. Bu
tiirler arasinda en 6nemlisi ve en sik infeksiyon etkeni Acinetobacter baumannii’dir. Klinik
olarak pnémoni [dzellikle ventilatdr iliskili pnémoni (VIP)], bakteremi/sepsis, iiriner
sistem infeksiyonu, yumusak doku infeksiyonlari, menenjit ile karsimiza ¢ikmaktadirlar.
Acinetobacter’ler dogal ortamda ve hastane ortaminda her yerde bulunmaktadirlar.
Acinetobacter tiirlerinin dis ortamlarda (6zellikle kuruluga direngli olmasindan dolayi)
uzun siire yasayabilmesi c¢ok bilyiik sorun yaratmaktadir. Ozellikle yogun bakim
tinitelerindeki endemik infeksiyonlarin 6nemli bir kismindan ve genellikle ¢coklu direngli

suslarla gelisen epidemilerden sorumlu oldugu gdsterilmistir.

Baslangigta Staphylocooccus aureus’da saptanan beta-laktamazlar, daha sonra basta
E.coli olmak iizere diger Gram-negatif bakterilerde de gosterilmistir. Ulkemizde
nonfermentatif Gram negatif comaklarda yaygin olan, TEM ve SHV grubuna bagh
olmayan, class A’da yer alan Genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) tiirevlerinden
biri PER-1’dir. Bu enzim ilk olarak 1995 yilinda seftazidime direngli bir Pseudomonas
aeruginosa izolatinda tanimlanmis ve daha sonra Salmonella typhimurium, P.aeruginosa,
A.baumannii gibi farkli tiirlerde saptanmustir. 2000 yilina kadar sadece iilkemizde
gosterilen bu enzim, bundan sonra baska iilkelerden de bildirilmistir. Ozellikle PER-1 tipi

GSBL enzimi bulunduran A.baumannii infeksiyonlarinin prognozu daha kétii olmaktadir.



Bu bakterilere bagl infeksiyonlarda tedaviden 6nce infeksiyon kontrol programi ¢ok
daha 6nem tasimaktadir. Diizenli siirveyans yapilip elde edilen veriler 1518inda kontrol
politikalar1 gelistirilmelidir. Yatan hasta ve personelden klinik ornekler yaninda cevre
kiiltiirleri de yapilip, tireyen bakteriler molekiiler yontemlerle tiplendirilip salgina neden
olan klonlar arastirilmalidir. Acinetobacter’leri selektif olarak segen veya ¢oklu ilaca
direngli A.baumannii infeksiyonlar1 olusumuna zemin hazirlayan antibiyotik kullanimini
sonlandirip, diizenli slirveyans verilerini esas alan kisith antibiyotik kullanim politikalar

gelistirilmelidir.

Bu calismada; Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Hastanesinde hastalarin kan
kiiltiirlerinden izole edilen A.baumannii izolatlarindan seftazidime direngli suslarda
Polimerase Chain Reaction (PCR) yontemi ile PER-1 tipi GSBL enzimatik genlerinin
varliginin arastirllmas1 ve PER-1 geni tasiyan A.baumannii izolatlar1 arasinda random
amplified polymorphic DNA (RAPD) PCR molekiiler yontemi ile hastane ortamindaki

genotipik iligki ¢ikartilarak hastane igerisindeki tiir yakinliginin saptanmasi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. ACINETOBACTER CIiNSIi
2.1.1. Taksonomi

Acinetobacter cinsi bakteriler, Moraxellaceae ailesinde yer almaktadirlar (1, 2).
DNA’daki G+C orant %38-47 mol.dur ve bu 6zelligi ve goriinimii ile Moraxella’lara
benzemektedirler (3). Hareketsiz, oksidaz negatif, gram negatif kok/kokobasillerdir. ilk
kez Beijerinck tarafindan 1911 yilinda topraktan izole edilmis ve Micrococcus
calcoacetius olarak isimlendirilmis ve Brisou ve Prevot 1954 yilinda Acinetobacter ismini
onermislerdir (4). 1986 yilinda Bouvet ve Grimont DNA-DNA hibridizasyon ve beslenme
karakterlerine gore 12 farkli grupta simiflandirmislardir. 1989 yilinda da Tjenberg ve
Ursing 3 yeni DNA grubu tanimlamislar ve 13’den 15’e¢ kadar kodlamislar ve aym
zamanlarda Bouvet ve Jeanjean 13’den 17’ye kadar 5 DNA grubu tanimlamislardir.
Tjenberg ve Ursing tarafindan tanimlanan 2 DNA grubu, Bouvet ve Jeanjean’in
tanimladigi DNA gruplarindan fenotipik olarak farklidir (1). Bugiine kadar DNA/DNA
hibridizasyonuna dayali ¢aligmalara gore 32 genomik tiir tanimlanmustir (2). Genomik tiir 1
A.calcoaceticus’dur ve Acinetobacterlerin temsilcisidir. Ozellikle topraktan izole
edilmektedirler. Genomik tiir 2 A.baumannii, genomik tiir 4 A.haemolyticus, genomik tiir 5
A.junii, genomik tiir 7 A.johnsonii, genomik tiir 8 A.lwoffi, genomik tiir 12 A.radioresistens
olarak adlandirilmistir. Kalan genomik tiirlerin ¢ogu adlandirilamamistir (1). Bunlardan A.
calcoaceticus, A.baumannii, genomik tir 3 ve genomik tir 13 fenotipik olarak
birbirlerinden ayirtedilemedikleri i¢in A.calcoaceticus-A.baumannii kompleksi olarak da
adlandirilmaktadirlar (1, 2). Tiim bu tiirler arasinda en sik ve en 6nemli klinik tablolara yol

acan etken A. baumannii’dir (1, 5, 6).

2.1.2. Mikrobiyolojik Ozellikler

Acinetobacter cinsi; non-fermantatif, zorunlu aerop, hareketsiz, pigmentsiz (bazilari
sar1 pigment yapabilirler), oksidaz negatif, nitratlar1 rediikte etmeyen, katalaz pozitif ve
bazen ince kapsiillii bakterilerdir. Fimbrialar1 vardir ve flajellalar1 olmadigi igin
hareketsizdirler. Uremenin logaritmik fazinda 1-1.5 x 1.5-2.5 pm boyutlarinda basil,

duraklama fazinda ise kokobasiller seklinde goriiliirler. Gram boyasi ile, Gram negatif



kokobasil, diplokok, gram labil-kokobasiller seklinde boyanabilirlerse de, bazen alkol ile
dekolorizasyona direngli olabilmektedirler (2, 4, 6, 7, 8).

Genomik tiir 2, 3 ve 13TU 37°C ve daha yiiksek 1sida iireyebilirken, diger genomik
tiirler daha diisiik 1s1da iireyebilmektedirler. Ureme 1s1s1 genel olarak 30°C olarak tavsiye
edilmektedir (7). Her tiirlii besiyerinde iireyebilirler. 24 saatlik inkiibasyondan sonra %5
koyun kanli agarda diizgiin, opak, krem renginde, 0.5-2 mm ¢apinda, bazen mukoid,
Enterobacteriaceae ailesi liyelerinden daha kiigiik koloniler olustururlar. Suslarin ¢ogu
MacConkey agarda iyi iirer ve laktoz negatif koloniler yaparlar (1, 7, 9, 10). Ug sekerli
demirli besiyeri (TSI) ve Kligler Iron Agar besiyerinde dip kisimda tiremezler (9). Birkag
sus kanli agarda hemoliz yapabilmektedir (4).

Acinetobacter’ler glukozu okside edenler (6zellikle A.baumanni) ve glikozu okside
etmeyenler (6zellikle A.lwoffi) diye 2 gruba ayrilabilmektedirler (11). Sakkarolitik suslar
MacConkey agarda pembe koloniler yapmaktadirlar (4). Acinetobacter tiirlerini klinik
orneklerden direkt olarak izole edebilmek igin ayirtedici ve selektif besiyerleri de
gelistirilmistir (1). Bu amagla kullanilabilecek besiyerleri Herellea agar (Difco) ve Leeds

Acinetobacter Medium’dur (7).

Acinetobacter tiirlerinin ilk identifikasyonu sitokrom oksidaz aktivitesinin

olmamasina, hareketsiz olusuna, penisiline direngli olusuna gore yapilabilir (1, 12).

Tablo 1: Acinetobacter tiirlerinin biyokimyasal reaksiyonlari ve tireme 6zellikleri (1).

Organizma Gen? mik 3:7 "Cde 4.‘.‘ 'Cde Hemoliz qelati.n - “OF Arginin Malonat
tiir iireme lireme hidrolizi  Dekstroz
A.johnsonii 7 - - - - . *%]) D
A.baumannii 2 3 + - - 4+ + +
A.haemolyticus 4 + = + 4 D +
Acinetobacter spp. 6 3 = + + D +
Acinetobacter spp. 10 + = - - 1
A.calcoaceticus 1 + . - - + + +
Acinetobacter spp. 3 + o - - + + D
Acinetobacter spp. 12 i = - - D +
A junii 5 + = = - - +
A.lwoffii 8/9 4
Acinetobacter spp. 11 +
* Oksidasyon-Fermantasyon Testi ** Degisken



2.1.3. Epidemiyoloji

Acinetobacter tiirleri heryerde bulunabilen saprofit bakterilerdir (11). Dogada toprak,
su, atik sularinda ve hastane ortami florasinda bulunmaktadirlar (6, 9). Solunum sistemi
ekipmanlar1 gibi nemli ylizeylerde ve insan derisi gibi kuru yiizeylerde
yasayabilmektedirler (11). Acinetobacter tiirlerinin saglikli insanlarin derisinde, agiz
florasinda, solunum yollarinda, genitoiiriner sistem ve alt gastrointestinal sistemlerinde
bulundugu gosterilmistir (1, 7). Bir ¢aligmada saglikli goniilliilerinin %40’ min derilerinde

cesitli Acinetobacter tiirleri tasidigi bulunmustur (1).

Acinetobacter tasiyicilik orani hastanede yatan hastalarda, topluma gore daha
yiiksektir ve kolonizasyonun boyutu hospitalizasyon boyunca artmaktadir (13). Hospitalize
hastalarda trakeostomi ve bogaz Kkiltiirii Orneklerinde Acinetobacter tiirleri pozitif
bulunmustur. Ozellikle mekanik ventilasyon gerektiren hastalardaki salginlar solunum
sistemindeki yliksek kolonizasyon orani ile iligkilendirilmis ve ayni zamanda salgin
boyunca hastalarin derilerinde kolonizasyon saptanmistir. Bazi calismalarda solunum
sistemi ve gastrointestinal sistemde kolonizasyon, direngli suslarin major rezervuari olarak
bulunmustur (7). Thamlikitkul ve ark. (14), Tayland’da yaptiklar1 bir ¢alismada ayaktan ve
yatan hastalarin deri floralarmi incelemisler, yatan hastalarin derilerinde kolonize olan
Acinetobacter tiirlerinin prevalansini ayaktan hastalarin derilerinden daha fazla bulmuslar

ve bu bakterilerin de %62’sini A.baumannii olarak tanimlamislardir.

Son zamanlardaki c¢alismalarda A.baumannii yiyeceklerden ve artropodlardan da
izole edilmistir. Bir ¢alismada sokakta yasayan insanlarda viicut bitlerinde de A.baumannii
varlig1 saptanmis, bunlarin infeksiyonlar i¢in kaynak olabilecegi belirtilmistir (1, 15). Bir
bagka caligmada da gesitli yiyeceklerde %17 oraninda Acinetobacter tiirleri iiretilmis ve
hastanede yatan hastalarda gastrointestinal kolonizasyon i¢in gidalarin kaynak olabilecegi

vurgulanmustir (1).

Afganistan ve Irak-Kuveyt bolgesinde yaralanan ve hastaneye yatan 102 hastanin
kan kiiltirlerinde A.baumannii {iremistir. Vietnam savasi sirasinda ekstremite
yaralanmalarinda en sik izole edilen Gram-negatif bakteri A.baumannii olmustur.
Afganistan’dan donen Kanadali askerlerde ¢oklu ilaca direngli Acinetobacter’e bagh
ventilator 1ilskili pndmoni tanimlanmigtir. Tiim bu olgularda kaynak bilinmese de,
Acinetobacter tiirleri nemli ve kuru ortamda yasayabildigi i¢in ¢evresel kontaminasyon

diistintilmusttr (1).



Hastanelerde cansiz nesneler Acinetobacter ile 5 ay kadar uzun bir siire kolonize
olabilmektedir. En sik kaynaklar; ventilatorler, yataklar, yastiklar, karyolalar, distile su
kaplari, idrar kaplari, intravendz niitrisyon ekipmanlari, igme sulari, elektrokardiyografi
topuzlari, inflizyon pompalari, lavabolar, yikama havuzlari, duslar, ¢elik servis masalari,
taginabilir radyoloji ekipmanlari, ¢arsaflar, sabunluklar, termometreler, buhar makineleri,
nebulizorlerdir. Acinetobacter tiirlerinin hastanelerde yataklar gibi cansiz ylizeylerde
yasayabildigine dair bir¢ok ¢aligma vardir ve saglik ¢alisanlarinin ellerine bulagsmaktadirlar
(1, 7). Bu bakterilerin neden oldugu nozokomiyal infeksiyonlar, en c¢ok hastane
personelinin elleri ile tim ¢evrenin kontamine edilmesine bagli gelismektedir. Hastane

odalarindaki tozlar, etken i¢in potansiyel bir rezervuar olusturabilmektedir (16).

2.1.4. Patogenez ve Virulans

Acinetobacter cinsi bakteriler saglikli kisilerde genelde patojen degildirler (17).
Genellikle hastane kaynakli firsat¢1 infeksiyonlara neden olmaktadirlar (6). Malignite,
yanik, konagin savunma sistemini baskilayan durumlar ve konagin yas1 infeksiyon
gelisimini kolaylastiran bazi faktorlerdir. Agir cerrahi girisim, uzun siire yogun bakim
tinitesinde kalma, uzun siire mekanik ventilatore bagli kalma, uzun siireli antibiyotik
kullanimi, damar ici kateterizasyon, enteral beslenme, endotrakeal tiip ve trakeostomi

varlig1 infeksiyon agisindan baslica risk faktorleridir (6, 7).

Acinetobacter cinsi bakterilerin virulans faktorleri sinirlidir. Sitotoksin yapmazlar ve

lipopolisakkarit duvariin endotoksijenik potansiyeli belli degildir (17).
Ancak virulanstan sorumlu bir takim faktorler de saptanmustir:

1- Polisakkarit kapsiil: L-ramnoz, D-glikoz, D-mannoz ve D-glukronik asitten olusur.
Her ne kadar kateter ve trakeal kaniillerden izole edilen Acinetobacter suslarinda
hidrofobik 6zellik yiiksek olabilse de bakteri yiizeyini daha hidrofilik kildigi

distiniilmektedir.
2- Fimbria ve/veya kapsiiler polisakkarit: Insan epitel hiicrelerine baglanmay1 saglar.
3- Enzim yapimi: Dokulardaki lipidleri yikarlar.

4- Lipopolisakkarit ve Lipid A: Hiicre duvarinda bulunan lipid A potansiyel toksik

etki gdstererek patojeniteyi arttirabilir.



5- Slime faktor: Bir ¢alismada slime faktor yapiminin nétrofillere karsi sitotoksisite
ile iliskili oldugu ve nétrofillerin migrasyonunu 6nledigi bulunmustur. Ancak viriilans

derecesi ile slime faktor miktar1 arasinda korelasyon saptanmamigtir.
6- Aerobaktin gibi siderofor ve demir tutucu dis membran reseptdr proteinlerinin
tiretimi ile bakteri tiremesi i¢in gerekli demir temin edilmektedir (7).

7- Bakteriyosin: Bakteriyosin yapimi, kapsiil varligi, kuru yiizeylerde uzun siire canl

kalabilmesi ile beraber yasam siiresini artirmaktadir (17).

2.1.5. Acinetobacter infeksiyonlar

Acinetobacter tiirleri firsat¢1 patojen olarak infeksiyon yaparlar (8, 18). Son 30 yildan
fazladir nozokomiyal infeksiyonlar1 artmistir ve bircok hastane infeksiyonu salgim
bildirilmistir (18). Acinetobacter tiirleri i¢in risk faktorleri; hospitalizasyon, hastanin genel
durumunun koétii olmasi, mekanik ventilasyon, kardiyovaskiiler veya solunum yetmezligi,
onceden gegirilmis infeksiyon veya antibiyotik tedavisi, santral vendz veya iiriner kateter
varlig1 olarak sayilabilir (6, 7, 18). Mahgoub ve ark. (19), yaptiklar1 ¢alismada, mekanik
ventilasyon, trakeostomi ve Foley kateter uygulamasinin hastane ortaminda A.baumannii
bulagmas ile kuvvetle iliskili oldugunu ve 6nceden antibiyotik kullaniminin tiim izolatlar

icin en sik risk faktorii oldugunu bulmuglardir.

Klinik oOrneklerden en sik izole edilen A.baumannii’dir. Bunu A.lwoffii,
A.haemolyticus, A.johnsonii, genomik tiir 3, genomik tiir 6 izlemektedir. A.johnsonnii,
A.lwoffii, A.radioresistens gibi tiirler deri florasinda dogal olarak bulunurken, orofarinks ve
vajende kommensal olarak bulunabilirler. A.lwoffii menenjitte diger tiirlere oranla daha sik
etken olarak saptanmaktadir. A.ursingii hastanede yatan hastalarda bakteremi nedeni
olabilmektedir. A.junii nadiren pediatrik hastalarda okiiler infeksiyon ve bakteremi etkeni
olarak saptanmistir. Human Immun Deficiency Virus pozitif hastalarda toplum kaynakli

A radioresistens bakteremi olgusu da bildirilmistir (1).

Cok sayida klinik tabloya neden olabilirler. Baslica infeksiyonlari, pndmoni
(6zellikle VIP ), bakteremi/sepsis, iiriner sistem infeksiyonu, nozokomiyal menenjit,
yumusak doku infeksiyonlaridir (1, 7, 8, 18). Bu bakterilerin klinik 6rneklerden izole
edilmeleri, infeksiyonu oldugu gibi kolonizasyonu da yansitiyor olabilir. Bu nedenle

infeksiyonlarinin gercek sikligin1 hesaplamak zordur (7, 18, 20).



Solunum sistemi infeksiyonlari:

Acinetobacter tiirlerinin neden oldugu pek ¢ok nozokomiyal pulmoner infeksiyon
salgilar bildirilmekte ve VIP’de Acinetobacter tiirlerinin rolii artmaktadir. 1992 ve 1997
yillar1 arasinda Amerika Birlesik Devletleri’nde Acinetobacter tiirleri VIP olgularinin
%6’sindan sorumlu tutulmustur. National Nosocomial Infections Surveillance (NNIS)
verilerine gore, yogun bakim {initelerinde bu tiirlerin neden oldugu nozokomiyal pndmoni

olgularinin oran1 1986 yilinda %4 iken 2003 yilinda %7 olmustur (21, 22).

Cesitli caligmalarda Acinetobacter baumannii-calcoaceticus kompleksine bagh
nozokomiyal ve VIP icin risk faktorleri arastirilmis ve dnceden antimikrobiyal kullanimi,
reintiibasyon, hastanede uzun siire kalmak, uzun siire mekanik ventilasyon uygulanmasi
risk faktorleri olarak belirlenmistir (21). Bundan baska yogun bakimda yatis, ileri yas,
kronik akciger infeksiyonu, immunsupresyon, cerrahi miidahale, endotrakeal veya gastrik

tiip uygulanmasi da risk faktorleri olarak sayilabilmektedir (7).

Acinetobacter’in etken oldugu nozokomiyal veya ViP’in klinigi, diger nozokomiyal

patojenlerin neden oldugu pnémoniler ile benzerdir.

Toplum kaynakli Acinetobacter pnomoni olgulari sik olmasa da Avustralya ve
Asya’dan bildirilmistir. Sigara igenlerde, diabetlilerde, kronik akciger infeksiyonu
olanlarda daha sik olmakla beraber, saglikli kisilerde de goriilebilmektedir (21).

Cakir-Edis ve ark. (23), Ekim 2003-Eyliil 2004 yillar1 arasinda hastane kokenli
pnomoni olgularini degerlendirerek, 10 yil 6nce yaptiklar1 ¢alisma ile karsilastirmislar ve
solunum yollarinda en sik Acinetobacter tiirlerini saptarken, bu bakterilerin sikliginin
%38.2°den %44.5’¢ yiikseldigini belirtmiglerdir. Seving ve ark. (24), hastane kokenli
pnémoni olgularinda etken olarak Acinetobacter spp. oranini %42 ve mortalite oranini
%47.6 olarak bulmuslardir. Erdogan ve ark. (25) ise yogun bakimda yatan hastalarda ViP

etkenleri arasinda Acinetobacter cinsi bakterilerin sikligin1 %13.9 olarak saptamislardir.

Bakteremi:

En sik neden A.baumannii’dir ve A.baumannii’ye bagli bakteremilerde diger tiirlere
gore klinik tablo daha agir seyretmektedir (5, 7, 26). Acinetobacter bakteremisi ¢ogunlukla
polimikrobiyal olsa da, tek patojen ile de gelisebilmaktadir (5, 7). Baktereminin en sik

kaynagi intravaskiiler ve solunum yolu kateterleridir. Cevreden hastalara direkt olarak veya



saglik calisanlarinin elleri ile bulagmasi 6nemlidir. Aynm1 zamanda, kolonize veya infekte
hastalar A. baumannii’nin rezervuarlaridir ve organizma hastadan hastaya transfer

olabilmektedir (5).

A. baumannii’ye bagh bakteremiler en sik yogun bakim finitelerinde goériilmektedir.
Bilinen risk faktorleri; uzun siire hastanede yatis, invaziv prosediirler (santral vendz kateter,
mekanik ventilasyon, cerrahi), daha once baska bir serviste yatis, enteral beslenme, {iriner

kateter, immunsupresyon, ndtropeni, genis spektrumlu antibiyotik ile tedavidir (5, 27).

NNIS verilerine gore, yogun bakim tinitelerinde bu tiirlerin neden oldugu bakteremi

infeksiyonlarinin insidanst 1975 yilinda %1.8 iken 2003 yilinda %2.4 olmustur (21, 22).

A.baumannii bakteremisinin prognozu hala belirsizdir. Baz1 ¢alismalar prognozun kotii

oldugunu savunurken, baz1 ¢alismalar ise mortaliteyi bakteremiye baglamaktadirlar (5).

Koksal ve Samasti (28), 1997-2000 yillar1 arasinda kan kiiltiirlerinde {iireyen
mikroorganizmalar1 aragtirmiglar ve Acinetobacter tiirlerini %19 oraninda ve Gram negatif
etkenler arasinda ikinci siklikta saptamiglardir. Demirbakan ve ark. (29), 2003 y1ili boyunca
bakteremili olgularda, kiiltiirlerde iireyen bakterileri tamimlamislar ve Acinetobacter
tirlerini %5.5 siklikta bulmuslardir. Raveh ve ark. (30), 1990-2000 yillar1 arasinda bir
hastanede goriilen bakteremi epizodlarini incelediklerinde, etken olarak Acinetobacter

tiirlerini ilk 10 etken i¢inde saptamiglardir.

Merkezi sinir sistemi infeksiyonlari:

Sporadik olgular bildirilse de, sekonder menenjit olgular1 daha fazla goriilmektedir.
Ozellikle nérocerrahi prosediirlerini ve kafa travmalarini takiben gelismektedir. Bunlar
disinda lomber ponksiyon, ventrikiilografi, myelografiyi takiben gelisen menenjit olgulari
da bildirilmistir. Ventrikiilostomi, serebrospinal sivi kagagi, uygunsuz antibiyotik
kullanimi, bes giinden uzun siireli ventrikiil kateteri bulunmasi diger risk faktorleridir.

Mortalite oran1 %20-27 arasinda bildirilmektedir (7).

Giglii ve ark. (31), Ocak 2000 ile Aralik 2003 arasinda, beyin omurilik sivisinda
ireyen bakteriler arasinda Acinetobacter tiirlerini %6.8 oraninda bulmuslardir. Bu oran 2002
yilinda %1.3 iken, 2003 yilinda %5.4’e yiikselmistir (31). Saba ve ark. (32)’nin yaptig1 bir
calismada ise 55 nozokomiyal menenjit olgusunun 13’iinde Acinetobacter tiirleri izole

edilirken, izole edilen tiim etkenler arasinda ikinci sirada yer aldigi bildirilmistir.



Uriner sistem infeksiyonlari:

Genellikle yash, yogun bakim {initesinde kalan, uzun siireli sonda takilan erkek

hastalarda goriilmektedir (7).

Savas ve ark. (33), toplum kokenli ve nozokomiyal liriner sistem infeksiyonu
etkenlerini arastirmiglar ve Acinetobacter tiirlerini nozokomiyal etken olarak %?2.3, toplum
kokenli infeksiyon etkeni olarak %0.9 oraninda bulmuglardir. Kibar ve ark. (34) ise, Ocak
1999 ve Aralik 2000 periyodu boyunca idrar kiiltiirlerinde lireyen bakterileri arastirmislar
ve Acinetobacter tiirlerinin genel ortalamasini %4 olarak bulurken, yatan hastalar arasinda

bu oran1 %5, ayaktan hastalar arasinda ise %2 olarak saptamislardir.

Diger infeksiyonlar:

Klinik olarak diger etkenler ile gelisen endokarditlerden ayrilamayan endokardit,
periton diyalizi ile iliskili peritonit, perkiitan transhepatik kolanjiografi ve perkiitan safra
drenajiyla iligkili kolanjit, pankreas ve karaciger abseleri, otolog kemik iligi
transplantasyonundan sonra gelisen tiflit, osteomyelit, travma sonrasi ekstremite
infeksiyonu, travma ve keratoplasti sonrasi oftalmik infeksiyonlar bildirilen diger nadir

olgulardir (7).

Chim ve ark. (35), yanik yogun bakim iinitesinde 5 yilda goriilen nozokomiyal
infeksiyonlar1 incelemisler ve en sik etken olarak Acinetobacter tiirlerini
bildirmislerdir. Davis ve ark. (36), Irak’ta yaralanan 23 askerin yara kiiltiirlerinde
A.calcoaceticus-baumannii complex saptamiglar ve bu hastalarin 15’inde osteomyelit,
3’iinde derin yara infeksiyonu ve 2’sinde yanik yarasi tanimlamislardir. Bachmayer ve
ark. (37), AIDS’li bir hastada follikiilit etkeni olarak A.baumannii izole etmislerdir.
Levy ve ark. (38) ise keratoplastiden sonra gelisen korneal greft iilser ve endoftalmit

olgularini bildirmislerdir.

2.1.6. Acinetobacter infeksiyonlarinda Tedavi

Acinetobacter cinsi bakteriler A.lwoffi disinda bircok antibiyotige direng
gelistirmiglerdir. A.lwoffii digerlerinden daha duyarli iken en direncli tir A.baumannii’dir.
Genel olarak penisiline, ampisiline, sefalotine ve cogunlukla kloramfenikole direnglidirler.

2. ve 3. kusak sefalosporinlere ve trimetoprim-sulfametoksazole karsi degisken
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duyarhiliklar1 vardir. Son yillarda Acinetobacter tiirlerinde aminoglikozidlere, kinolonlara

ve karbapenemlere direnci de kapsayan ¢ogul direngli suslar bildirilmistir (1, 18).

Coklu ilaca direngli A.baumannii infeksiyonlarinin tedavisinde siklikla kombine
antibiyotikler kullanilmaktadir (20). Aminoglikozid’in tikarsilin veya piperasilin ile
kombinasyonu sinerjik etkilidir ve ciddi infeksiyonlarda efektiftir (1). Cesitli calismalarda
cogul direncli Acinetobacter infeksiyonlarinda sulbaktamin, ampisilin veya sefaperazon ile
kombinasyonunun klinik etkisi gosterilmistir. Sulbaktamin, aminoglikozid veya rifampin
veya azitromisin ile kombinasyonlari imipenem duyarli suslarda sinerjik etkilidirler.
Sulbaktam ve sefalosporin kombinasyonunun yarar1 ise kisithdir. Sulbaktamin
A.baumannii’ye kars1 etkili olmasina ragmen, diger beta laktamlarin etkisini artirmazlar.
Kinolon ile beta laktam veya imipenem ile aminoglikozid gibi kombinasyonlarin da
imipenem duyarli suslara kars1 sinerjik etkileri vardir. Imipenem veya meropenem
ampisilin/sulbaktam ile beraber kullanildiginda karbapenem direncli suslara karsi etkili

olabilmektedirler (20).

Cogul direngli suslara etkili antibakteriyel ajanlardan biri de kolistindir (1).
Imipenem direngli A.baumannii suslarinda sulbaktama da direng¢ bildirilince tek tedavi
secenegi polimiksinler olmustur. Polimiksinler 1950 ile 1980 yillar1 arasinda kullanilmis
olsa da, nefrotoksisite, norotoksisite ve ndromuskiiler blokaj yaptigi, yeni ve daha giivenli
antimikrobiyaller bulundugu i¢in kullanimdan kalkmistir. Son ¢alismalarda ise bu yan
etkiler daha az siklikta bulunmustur. Kolistinin etki mekanizmasi; bakteri dis
membranindaki lipopolisakkaritler ile elektrostatik iliskiye girerek bakteri hiicre
membraninda diizensizlik yapmasidir. Kolistin, lipopolisakkarit molekiillerini stabil halde
tutan magnezyum ve kalsiyumun yerini degistirerek dis membranda bozulmaya ve
permeabilitenin bozulmasi ile bakterinin 6liimiine neden olmaktadir (39). Son yillarda
¢oklu direngli Pseudomonas aeruginosa ve A.baumannii infeksiyonlarinda tedavide tekrar
kullanilmaya baslanmis ve rifampin, meropenem, azitromisin gibi baska antibiyotikler ile
kombine kullanilmistir (20, 39). Polimiksin B ile rifampin veya imipenem ya da ii¢liniin
kombinasyonu OXA-23 yapanlar disinda imipenem direngli suslara kars1 sinerjik etkili
olmaktadir. Bu kombinasyonlarda kolistinin dig membranin hizla permeabilizasyonuna ve
diger ajanlarin hiicre i¢ine girisine izin verdigi diisiiniilmektedir (20). Cogul direncli
suslara bagli gelisen nozokomiyal pndmonilerde bu antibiyotige klinik yanit %25-73

arasinda degisebilmektedir. Bakteremilerde ise bu oran %66-88 arasindadir ve daha
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etkilidir. Ozellikle VIP’lerde inhalasyon yolu ile de verilebilmekte ve menenjitlerde

intraventrikiiler veya intratekal uygulanabilmektedir (39).

Coklu direngli A.baumannii’ye karsi onemli ajanlardan biri de tigesiklindir.
Tigesiklin’in A.baumannii’ye karsi in vitro aktivitesi ¢ok iyidir (20, 40). Tigesiklin
minosiklin tlirevi glisiklin grubundan bir antibiyotiktir ve tetrasikline karsi bakterilerin
gelistirdikleri iki dnemli diren¢ mekanizmasindan etkilenmez. Pompa mekanizmasi igin
tigesiklin zayif substrattir ve bakteri ribozomlarina tetrasiklinin baglanmasini engelleyen
Tet(M) proteinin neden oldugu degisiklikten tigesiklin etkilenmez (39, 41). Polimiksin
B’den sonra A.baumannii’ye en etkili ilagtir (40). Karbapenemaz iireten Acinetobacter

suslarina karsi etkili bulunmustur (39).

Yeni bir karbapenem olan doripenem de A. baumannii’ye karst umut verici bir

antibiyotiktir, fakat OXA-23 ve IPM-4 yapan suslara kars1 etkili degildir (20).

2.1.7. Acinetobacter Tiirlerinde Antibiyotiklere Diren¢ Sorunu

Bugiin Acinetobacter cinsi bakterilerin birgok ilaca direngli olmalari, genetik
degisikliklere uygun oldugu kadar antibiyotiklere karsi cabuk diren¢ gelistirebilme
yeteneklerine baglanmaktadir. Son zamanlarda karbapenem duyarli ve genislemis
spektrumlu beta laktamaz yapan A.baumannii izolatlarinda 40’dan fazla direng geni
saptanmig ve bu suslarin genetik degiskenligi gosterilmistir. Bu 6zelligi bu bakteriye
antibiyotik baskist devam ettigi siirece ¢esitli diren¢ mekanizmalarindan faydalanma
yetenegi vermektedir (2). Bundan 30 yil kadar 6nce bir¢ok antibiyotige duyarli bir bakteri
iken bugiin coklu direngli bir bakteri haline gelmislerdir. Direng gelistirirken c¢esitli
mekanizmalardan faydalanmaktadirlar ve ayni izolatta birka¢ diren¢ mekanizmasi
bulunabilmektedir (21, 22). Bir¢ok bolgede Acinetobacter tiirleri aminoglikozidlere,
sefalosporinlere, florokinolonlara direngli bulunmuslardir. Sonug¢ olarak ampirik tedavi

problemli bir hal almis ve relapslar daha yayginlasmistir (22).

Beta-Laktam Antibiyotiklere Kars1 Diren¢ Mekanizmalari:
Tanimlanan diren¢ mekanizmalar1 sunlardir;

A-Beta laktamaz ile hidroliz
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B-Dis membran proteinlerinde (OMP) ve penisilin baglayan proteinlerde (PBP)
degisiklik

C-Efflux pompa aktivitesinin artmasi (2, 20).

A.Beta-laktamazlar

B-laktam  halkast iceren antimikrobiyal ajanlara karst1 gelisen direng
mekanizmalarinin en 6nemlisidir. Penisilinler, sefalosporinler ve benzer sekilde B-laktam
halkasi igeren antibiyotikleri hidrolize eden enzimlerdir. Bu enzimler penisilinler, 1. kusak
sefalosporinleri etkin bir bigimde parcaladiklar1 halde, sefotaksim, seftazidim ve aztreonam
gibi genislemis spektrumlu [-laktam ajanlara kisith etki gostermektedirler. 1980°1i
yillardan itibaren genislemis spektrumlu B-laktam ajanlarin tedavi amagh yaygin olarak
kullanimlar1 sonucunda, bu ana beta-laktamaz enzimleri kodlayan genlerdeki mutasyonlara
baglh olarak yeni enzimler gelismistir. Bunlar genislemis spektrumlu B-laktamazlardir.
Simdiye kadar 200°’iin iizerinde GSBL tanimlanmistir (42). Cogu GSBL enterik Gram
negatif bakterilerin plazmid kokenli beta laktamazlarindan (TEM-1, TEM-2, SHV-1)
koken almaktadirlar ve bu ana enzimlerin molekiiler yapisindaki aminoasitlerden bir ila

dordiiniin yerine farkli aminoasitlerin gelmesi ile olusmaktadirlar (42, 43, 44).

GSBL’ler genis spektrumlu sefalosporinleri (Ornegin: sefotaksim, seftazidim),
monobaktamlar1 hidrolize edebilirler ve klavulanik asit gibi B-laktamaz inhibitorleri ile
inhibe edilebilirler (42, 45, 46). Sefamisinlere (sefoksitin, sefotetan) etkili olmamalar ile
AmpC tipi beta laktamazlardan ayrilirlar. Bu durumun istisnalart da olabilmektedir.

Ornegin TEM-52 moksolaktam ve sefotetan1 hidrolize edebilmektedir (42).

Beta-laktamaz iiretiminden sorumlu genler kromozomlar, transpozonlar ve
plazmidler de olabilirler. Bunlardan en o6nemlisi plazmidlerde yerlesik olan direng
genleridir. Ciinkii bu genler plazmidler ile konjugasyon yolu ile mikroorganizmalar
arasinda kolayca aktarilabilmektedirler. Ayrica GSBL iireten suslar, ayni zamanda
aminoglikozidler, fluorokinolonlar ve kotrimoksazol gibi diger antibiyotiklere de direngli
olabilmektedirler. Bunun nedeni GSBL’yi kodlayan genler ile aminoglikozid modifiye
edici enzimler (AME) gibi diren¢ genlerinin ayni birlesik plazmidde kodlanmasi ve bir

sustan digerine birlikte gecebilmeleridir (45).

Beta-laktamazlar fonksiyonlarina goére (Bush-Jacoby-Medeiros siniflamasi) veya

yapilara gore (Ambler siniflamasi) siniflandirilmislardir (45, 46). Bu enzimleri Bush-
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Jacoby-Medeiros Grup 1, Grup 2, Grup 3, Grup 4 olmak iizere 4 gruba ayirmislardir. Grup
1’de klavulanik asit ile inhibe olmayan sefalosporinazlar, Grup 2’de beta-laktamazlar ile
inhibe olan penisilinazlar, sefalosporinazlar, genis spektrumlu beta-laktamazlar, Grup 3’de
metalloenzimler, Grup 4’de klavulanik asit ile inhibe olmayan penisilinazlar yer
almaktadirlar. GSBL’ler fonksiyonel Grup 2b’ye yerlestirilmislerdir (45). Amblerin
siiflandirmasina gore de beta-laktamazlar 4 gruba ayrilmislardir. Simif A, C, D proteinler
aktif bolgelerinde serin igerirken, sinif B proteinler ¢inko-bagimli metalloenzimlerdir (47).

OXA-tipi enzimler istisna olmak {izere GSBL’ler Class A’da yer almaktadirlar (48).

Giiniimiizde GSBL’ler aminoasit sekanslama sonuglarinin karsilastirilmasi temeline
dayanan yapisal Ozellikler ve evolisyon agisindan 9 farkli  grup iginde
siiflandirilmaktadirlar. Bu gruplar TEM, SHV, CTX-M, PER, VEB, GES/IBC, TLA, BES
ve OXA’dir (42, 45).

Class A Beta Laktamazlar
TEM Kokenli GSBL’ler

TEM-1 plazmid kokenli olup bilinen en eski GSBL’dir. Ampisilin, penisilin, ve 1.
kusak sefalosporinlere dirence neden olmaktadirlar. Bu enzimin yapisinda 12 farkl
pozisyonda olan aminoasit degisiklikleri, 100’iin {izerinde TEM kokenli GSBL’nin ortaya
¢ikmasina neden olmustur (42, 43, 45). Bunlarin bir kismi sayilar1 20°den fazla olan (43)
‘inhibitor direngli TEM (IRT)’ tiirtinde enzimlerdir ve genis spektrumlu sefalosporinleri
inhibe etmedikleri icin GSBL olarak kabul edilmezler. Ayni1 zamanda IRT tiirli enzimler
sulbaktam ve klavulanik asit’in etkilerine karsi direnglidirler. Ancak tazobaktam bu

enzimleri inhibe edebilmektedirler.

TEM kokenli GSBL’ler en sik E.coli, K.pneumoniae’de tanimlanmislardir. Ancak
Enterobacter, Proteus, Salmonella, P.aeruginosa gibi enterik ve non-enterik diger pek ¢ok
bakteride bulunabilecegi bildirilmistir (42, 43, 45). IRT’ler de en sik E.coli’de, daha az
siklikta ise Klebsiella, Proteus, Citrobacter tiirlerinde tammlanmustir (42, 45). italya’da

A.baumannii suslarinda TEM-92 bulunmustur (20).

SHV Kokenli GSBL’ler

SHV-1 en sik K.pneumoniae’da bulunmaktadir. Sayilar1 50 civarindadir. Bunlardan

SHV-10 ‘inhibitor direngli’ 6zellik gostermektedir (42, 45). Cin’de A.baumannii suslarinda
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SHV-12 tanimlanmistir ve Hollanda’da SHV-12 ve TEM-116 saptanmistir (20). Ayrica
SHV iireten P.aeruginosa ve Acinetobacter tiirleri ile salginlar bildirilmistir (48).

CTX-M Tipi GSBL’ler

Bu enzimler TEM ve SHV beta-laktamazlar ile en fazla %40 benzerlik
gostermektedirler (45). En ¢ok Salmonella typhimurium ve E.coli’de olmakla beraber,
diger bazi enterik bakterilerde de gosterilmistir. 30’un iizerinde tipi tanimlanmistir. Bu
enzimler 6zellikle sefotaksimi (seftazidime gore daha iyi) hidrolize etmektedirler (42, 45).
Ayrica 1. kusak sefalosporinlere benzilpenisiline gore daha etkilidirler (42). Bir baska
ozelligi sulbaktam veya klavulanata gore tazobaktam ile daha iyi inhibe olmalaridir (45).
Japonya’da beyin ve sinir cerrahisi servislerindeki epidemik A.baumannii suslarinda

bulunmustur (20).

PER tipi enzimler (Pseudomonas Extended Resistance)

Ik olarak 1993 yilinda Fransa’da hospitalize edilen bir Tiirk hastada izole edilen
P.aeruginosa susunda saptanmistir (46). Penisilinler, sefotaksim, seftazidim ve aztreonama
diren¢ saglarken karbapenem ile sefamisinlere etkisizdirler. Aktiviteleri klavulanik asit,
sulbaktam ve tazobaktam ile inhibe olmaktadir (46, 48). PER grubu enzimler 6zellikle
seftazidim olmak iizere aminotiazolil sefalosporinlere direng saglarlar (20, 42). Penisilinler
bu enzimler i¢in zayif substrattirlar. Bir bakterinin PER-1 enzimi tasiyor olmasi mortalite
acisindan belirleyici olarak saptanmistir (42, 45). Grubun diger liyesi PER-2 ise PER-1 ile
%86 aminoasit homolojisi gostermektedir ve 1996 yilinda Arjantin’de S.typhimurium
izolatlarinda ve daha sonra S.enterica, K.pneumonae, Enterobacter aerogenes, E.cloacae,
Vibrio cholerae, A.baumannii gibi diger Gram negatif bakterilerde tamimlanmistir (42, 45,
46). PER-1 siklikla Tiirkiye ve Kore’den bildirilirken, PER-2 Giiney Amerika’dan
bildirilmistir. PER-1’den nokta mutasyonu ile tiireyen PER-3 ise Fransa’da Aeromonas

caviae’den identifiye edilmistir (46).

Tiirkiye’de PER-1 genleri Acinetobacter tiirleri ve P.aeruginosa’da yaygin olmakla
beraber S.typhimurium ve Providencia rettgeri’de de izole edilmistir (42, 46). PER-1
tireten mikroorganizmalar basta Tirkiye olmak iizere Kore’de yaygin olarak goriilmekle

birlikte Fransa, Italya, Belcika gibi iilkelerden de rapor edilmislerdir (48).

Class B Beta Laktamazlar
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Karbapenemazlar

Metallo beta laktamazlar plazmid kontrolliidiirler. Aktif bdlgelerinde ¢inko igerirler ve
karbapenemlere diren¢ gelisimine neden olurlar (20, 43). Ozellikle P.aeruginosa,

A.baumannii, daha az siklikta Klebsiella spp., Serratia marcescens’de tanimlanmiglardir (43).

A.baumannii izolatlarinda IMP ve VIM tipi metallo-beta-laktamazlar bildirilmistir
(49). Japonya ve Hong Kong’da IMP tipi (IMP-1, IMP-2, IMP-4, IMP-5, IMP-6, IMP-11),
Kore’de ise VIM-2 tipi metallo beta laktamazlar, Seul’de ise yeni bir metallo-beta
laktamaz olan SIM-1 tanimlanmistir (2, 20). Birgok metallo beta laktamaz transpozonlar

tizerinde class 1 integronda bulunmaktadir (2).

Class C Beta Laktamazlar
AmpC Tipi Enzimler

Tim A.baumannii suslarinda kromozomal sefalosporinazlar (AmpC) yaygindir (43,
49). AmpC enzimleri substrat olarak sefalosporinleri tercih etmektedirler. Beta laktamaz
inhibitorlerine direnglidirler. 1989 yilindan sonra kromozomal AmpC beta laktamazlara ek
olarak plazmid kontrolinde AmpC’ler tanimlanmaya baslanmistir. FOX, LAT, MIR,
MOX, BIL, CMY olarak isimlendirilmiglerdir. Bunlar da penisilinlere ve sefalosporinlere
diren¢ olusturmaktadirlar. Enterobacter, Citrobacter, E.coli, Klebsiella spp., Salmonella
spp., Proteus mirabilis’de gozlenmistir. Plazmid kontrolunda AmpC beta laktamaz
sentezleyen mikroorganizmalar genelde beta laktam tedavisi alan, altta yatan hastalig1 olan,
immun sistemi baskilanmis kisiler ve yogun bakim hastalarindan izole edilmistir (43). Yeni
tanimlanan sinif C enzimler giiniimiizde Acinetobacter kokenli sefalosporinazlar olarak
adlandirilirlar [Acinetobacter-Derived Cephalosporinases (ADCs)] ve yeni yapilan
caligmalarda yedi adet ADC Amp C geni tanimlanmistir. Bu enzimler sefepim ve

karbapenemlerin disinda dar ve genis spektrumlu sefalosporinler ile penisilinleri hidrolize

ederler (2, 20).

Class D Beta Laktamazlar
OXA Tipi Enzimler

Ambler molekiiler smiflamasinda D grubunda yer almaktadirlar. Oksasiline
afiniteleri yliksektir. Karbapenemleri inaktive ederler. Beta laktamaz inhibitorleri

tarafindan zayif inhibe edilirler. Bu enzimlerin ¢ogu OXA-2 ve OXA-10 kokenlidirler.
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Esas olarak seftazidime yiiksek diren¢ gosteren P.aeruginosa izolatlarinda olmak {izere
A.baumannii suslarinda da tanimlanmstir (42). Karbapenemaz aktivitesi de olan bu
enzimlereden A.baumannii suslarinda ilk OXA-23 tanimlanmustir (42, 45). Bu plazmid
kaynakli enzim baglangigta ARI-1 (Acinetobacter resistant to imipenem) olarak
adlandirilmistir ve Ingiltere, Brezilya, Kore, Cin, Singapur’da ortaya ¢ikmistir. Plazmid
kaynakl1 diger bir enzim olan OXA-58 ise Fransa, Arjantin, Ispanya, Tiirkiye, Romanya,
Avusturya, Yunanistan, Kuveyt, Iskogya’da bulunmustur. OXA-40 ve OXA-58 tastyan
A.baumannii suslari, Amerika Birlesik Devletlerinde salginlara neden olmuslardir. Diger
karbapenemleri hidrolize eden oksasilinazlarin kromozomal iliskili enzimler oldugu
distiniilmektedir (20, 42). OXA-17 ise farkli olarak sefotaksim ve seftriaksona direng
saglamaktadir (42).

Diger GSBL’ler

Bunlar i¢inde oksiimino sefalosporinlere, dzellikle seftazidim ve aztreonama direng
gelisimini saglayan VEB-1, CME-1, TLA-1 sayilabilir. VEB-1, CME-1, TLA-1, PER-1 ve
PER-2 birbirleri ile iliskilidirler ve %40-50 homoloji gosterirler (42, 45). VEB-1 Fransa ve
Belgika’da hastane salginlarda etken olarak bildirilmistir (20, 18).

B- OMP ve PBP Degisimi

Porin veya OMP degisimi ile antibiyotiklerin periplazmik alana gecisi azalmakta ve
penisilin baglayan protein ile baglanamamaktadir. Periplazmik alana beta-laktamin girisi
azalinca da beta-laktamazin aktivitesi artmaktadir (49). Yapilan calismalarda carO
tarafindan kodlanan 29 kDa’luk dis membran proteininde azalmanin karbapenem

direncinde 6nemli rol oynadigi gosterilmistir (20, 49).

Imipenem direncli A.baumannii suslarina bagli gelisen bir¢ok salgin porin
kaybina bagli olmaktadir (2, 49). Ayn1 zamanda porin kaybina AmpC, OXA-24 gibi
enzimlerin yapimi da eslik edebilmekte ve sonugta karbapenemlere direng

gelismektedir.

PBP-2’nin eksik ifadesi karbapenemlere direng gelisimi ile sonu¢lanmaktadir (2).

C- Efflux Pompasi
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Farkl1 antibiyotik siniflarina kars1 direng gelisimine neden olan tek mekanizmadir.
Bakteri hiicresi i¢in toksik maddeleri protonlar ile degis tokus yaparak disar1 atar. Efflux
pompasinin 3 kismi vardir: sitoplazmik membranda uzanan pompa, ¢ikis portu ve ikisi
arasinda bulunan lipoprotein. Efflux’un dogal rolii, sitoplazmik membran i¢in zararh
olabilecek kimyasallar1 ortadan kaldirmaktir. Ayni zamanda bu pompa beta-laktamlari,
kinolonlar1 ve bazen aminoglikozidleri aktif olarak kovarak antibiyotiklere direng

gelisiminde rol alabilmektedir (49).

A.baumannii’de AdeABC efflux pompasi iyi tanmimlanmistir ve aminoglikozit,
sefotaksim, tetrasiklin, eritromisin, kloramfenikol, trimetoprim ve fluorokinolonlari
etkilemektedir. AdeABC’nin asir1 yapimi karbapenemlere direng ile sonuglanabilmektedir.
Son zamanlarda yeni bir efflux pompast olan AbeM tanimlanmis olmakla birlikte bu
pompanin spektrumu fluorokinolonlar ile sinirhidir (2, 20). Tanimlanan diger bir pompa
RND-tipi efflux pompasidir. AdeB’nin inaktivasyonu yolu ile aminoglikozidlere direngten
sorumlu olmakta ve kinolonlara, tetrasiklinlere, kloramfenikole, eritromisine, trimetoprim

ile etidyum bromide direnci de kapsamaktadir (49).

Aminoglikozidlere Karsi1 Diren¢ Mekanizmalar:

Aminoglikozidler A.baumannii tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir ama
1970’lerden beri artan siklikta direngler bildirilmistir.  A.baumannii tiirlerinde
aminoglikozidlere en sik diren¢ mekanizmasi antibiyotigin hidroksil veya amino
gruplarinin AME ile (aminoglikozid fosfotransferaz, asetiltransferaz ve adenilattransferaz)
modifikasyonudur. Bu enzimler antibiyotiklerin sitoplazmik membrandan transportlari
sirasinda yapisini degistirerek onlar inaktive ederler (44, 49). Bircok AME bagka direng
determinantlar1 ile beraber integronlarda veya diger mobil genetik elemanlarda

bulunmaktadirlar (47).

Diger bir mekanizma ise hedef ribozomal proteinlerin degisimi ve antibiyotigin
bakteri hiicresi i¢ine efflux pompasi ile yetersiz girisidir. Bu efflux pompasi
florokinolonlar, tetrasiklin, kloramfenikol, trimetoprim gibi diger ilaglara duyarliligin

diizeyini etkilemektedir (2, 18, 20).

Kinolonlara Karsi Diren¢ Mekanizmalari
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Kinolonlarin  Acinetobacter suslarmma karsi  aktiviteleri genis spektrumlu
sefalosporinler ve aminoglikozitlere gore daha iyi olmasina ragmen klinik izolatlarda hizla
direng gelismistir. Direng gelisimi DNA giraz veya topoizomeraz IV yapisinda degisimle
iligkilidir ve DNA giraz1 kodlayan gyrA ve topoizomeraz IV’ii kodlayan parC genlerinde
mutasyonlar bundan sorumludur. gyrA mutasyonu ile DNA’da siipersarmal olusumu
inhibe olmakta ve ayrica antibiyotigin baglanma bolgesindeki yapisal degisiklikleri de
indiiklemektedir. ParC mutasyonlar1 ise gyrA mutasyonu varliinda goriilmekte ve
duyarlilikta ileri derece azalma ile sonuglanmaktadir (44). Boylece ilacin enzim-DNA

kompleksine afinitesi azalmaktadir (2, 18, 20, 49).

Diger bir diren¢ mekanizmasi da kromozomal olarak kodlanan influx ve efflux
sisteminin mutasyonudur. Bu mutasyon ile kinolonlarin igeri alimimia aracilik eden
spesifik OMP yapiminin azalmasina veya efflux sisteminin asir1 ekspresyonuna neden

olmaktadir. Boylece ilag¢ digar1 atilmaktadir (2, 18, 20).

Simdiye kadar plazmid aracili kinolon diren¢ geni olan qnrA A.baumannii’de

saptanamamustir (2, 49).

Tetrasiklinlere Karsi Diren¢ Mekanizmalari

Tetrasiklin 30S ribozomal subiiniteye baglanip protein sentezini inhibe ederek etkili
olmaktadir (18). Tetrasikline 2 farkli mekanizma ile direng gelisebilmektedir: efflux
pompasi veya ribozomal koruma sistemi. Tetrasiklin direng genleri plazmid veya
transpozonlarda bulunmaktadir. Farkl: tetrasiklin diren¢ determinant siniflar1 tanimlanmis
ve smiflanmistir. Bunlardan A-E smiflari Gram negatif bakteriler arasinda sik
goriilmektedir. A.baumannii suslarinda TetA ve TetB determinantlari tanimlanmistir (2,
18, 20). TetA ve TetB transpozon iliskili efflux pompasidir ve TetB tetrasiklin ve

minosikline, TetA ise minosikline etkilidir.

Diger mekanizma ise ribozomal koruma proteinidir ve ribozomu tetrasiklinin
etkisinden korur (2, 20). Bu proteini tet(M) geni kodlamaktadir ve S.aureus’un Tet(M)
proteini ile %100 homologtur. Yukaridaki mekanizmalar tigesikline etkisizdir. Tigesiklin
plasmid kaynakli flavin bagimli monooksijenaz olan TetX icin substrattir ve simdiye kadar
A.baumannii izolatlarinda bu enzim saptanmamistir. Bir calismada tigesikline karsi

direngte AdeABC efflux pompa sisteminin etkisi oldugu gosterilmistir (2, 20).

Polimiksine Karsi Diren¢ Mekanizmalari
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Polimiksin B ve polimiksin E (kolistin) ¢oklu ilaca direngli A.baumannii’nin etken
oldugu infeksiyonlarin tedavisinde son sans olarak kullanilmasina ragmen giiniimiizde

kolistine kars1 direng bildirilmeye baslanmistir.

D1s membranin yapisal degisimi kolistin direncinden sorumludur (49). Bu degisim
bakterinin lipopolisakkaritinin asidifikasyonu veya antibiyotigin hiicre membranina
baglanmasin1 engelleyen antijen varligi seklinde olmaktadir (2, 20). Ancak polimiksin
direncinin mekanizmasini yeterli tanimlamak i¢in daha fazla arastirmaya ihtiya¢ vardir
(49). Yunanistan’da yapilan baz1 ¢aligmalarda kolistine karsi direng bildirilmistir ve bu

suslarin sadece tigesikline duyarl olmasi tedavi agisindan endise vericidir (2).

Diger Antibiyotiklere Kars1 Diren¢ Mekanizmalari

A.baumannii kloramfenikol ve trimetoprim-sufametoksazole karsi ileri derecede
direncli olmakla birlikte bu direncin genetik temeli hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir.
Bir ¢alismada Acinetobacter’lerde kloramfenikol direncinin nedeni, kloramfenikol
asetiltransferaz 1 (CAT1) sentezi olarak bulunmustur. Baska bir calismada ise CATI
aktivitesi gosterilememis ve antibiyotige gecirgenligin degisimi veya hedef proteinde

mutasyon olabilecegi belirtilmistir.

Sulfonamidlere kars1 direng, dihidropteroat sentazin plazmidler ile direngli hal almasi
ile olmaktadir. Trimetoprim direncinden, plazmid DNA’s1 tarafindan tasman dhfr geni

sorumludur. Dihidrofolat rediiktaz enziminin trimetoprime afinitesi azalmigtir (18).

2.1.8. PCR

PCR, molekiiler biyolojide uygulanan bir tekniktir ve basit¢e niikleik asitlerin tiipte
cogaltilmasi olarak tanimlanabilir. PCR, DNA’nin iki zincirinin yiiksek 1s1 ile birbirinden
ayrilmasini  (denatiirasyon), sonra sentetik oligoniikleotitlerin hedef DNA’ya
baglanmasini (hibridizasyon), daha sonra zincirin uzamasini (polimerizasyon-¢ift iplikli
DNA’larin sentezi) ve bu sikluslarin belirli sayida tekrarlanmasina dayanmaktadir. Her
adim farkli 1silarda gergeklestirilir. Yontemin temeli, ¢ogaltilmak istenen bdlgenin iki
ucuna 6zgii, bu bolgedeki baz dizilerine tamlayici bir ¢ift sentetik oligoniikleotid primer
kullanilarak, bu iki primer ile smirlandirilan genin enzimatik olarak sentezlenmesine
dayanmaktadir. Bu yontem ile hedef bolge birka¢ saat i¢inde milyonlarca sayida

cogaltilabilmektedir (50-52).
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2.1.9. Hastane infeksiyonlar1 Kontroliinde Molekiiler Mikrobiyoloji Yontemlerinin

Onemi

Hastaneye yatan kisiler altta yatan nedenlerden dolayi infeksiyonlara yatkinlik
gostermekte ve hastane ortami direngli mikroorganizmalarin infeksiyonlar1 i¢in zemin
hazirlamakta ve yliksek mortalite ve morbidite nedeni olan hastane infeksiyonlar1 hastane
masraflarint 6nemli Ol¢iide artirmaktadir. Bu nedenlerden dolayr hastane kaynakli

infeksiyonlarda korunma ve kontrol ¢ok énemlidir.

Hastane infeksiyonlar1 sporadik, endemik, epidemik olarak goriilebilirken en sik
endemik infeksiyonlara rastlanmaktadir ve kontrol onlemleri bu gruba uygulanmaktadir.
Endemik infeksiyonlarin 1/3 kadari capraz bulagsma ile meydana gelmektedir. Hastane
infeksiyonlar1 i¢in epidemiyolojik arastirmalar, belirli bir patojen ile infeksiyon sikligi
arttigi zaman, bir hasta grubunda ayni tiir bakteri izole edildigi zaman veya belirli
antibiyotik duyarlilik paterni gosteren suslar belirlendigi hallerde baglatilmaktadir.
Molekiiler mikrobiyolojik yontemler hastane infeksiyonlarin etkenlerinin bulagma
yollarini, bulagma mekanizmalarini ortaya koymada onemli katkilarda bulunmaktadir.
Klonalitenin (ayn1 biyotip, benzer genotip, ortak viriilans faktorlerine sahip aymi tiir
tiyeleri) varligin1 veya yoklugunu belirleyen molekiiler teknikler infeksiyonlarin yayilimini
izlemede oldukga etkilidir. Molekiiler yontemler infeksiyonlarin hizli tanisinda, kokenlerin
identifikasyonu ve klonal benzerliklerinin  saptanmasinda, antibiyotik direnci
saptanmasinda, infeksiyonlarin izleminde, hastane infeksiyonlar1 epidemiyolojisi

konusunda yeni agilimlar saglamistir (53).

Tablo 2. Hastane infeksiyonu etkenlerini tiplendirme yontemleri (53).

1.Fenotipik yontemler 2. Genotipik yontemler
a. Biyotipleme a. Plazmid analizi
b. Serotipleme b. Kromozomal DNA’nin restriksiyon enzim analizi:
c. Antibiyotik duyarlilik paterni RFLP, PFGE
d. Bakteriyofaj tipleme c. Ribotipleme
e. Bakteriyosin tipleme d. Polimeraz zincir reaksiyonu temelli yontemler: REP-
f. Protein analizi PCR, AP-PCR
e. Sekans analizi (Tek lokus sekans analizi, multilokus
sekans analizi)
f. “Microarray”’-DNA “chip” teknolojisi
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2.1.10. RAPD PCR

Molekiiler biyoloji tekniklerindeki ilerlemeler sayesinde, genetik polimorfizmi
saptamak i¢in ¢ok sayida yontem gelistirilmistir. Son on yilda, en sik kullanilan molekiiler
teknik, PCR dayal1 olan rastgele artirilmis polimorfik DNA teknigidir (54). Williams ve
ark. (55) RAPD’yi, Welsh ve McCleland (55) ise arbitrary primed PCR (AP-PCR)’1
gelistirmislerdir. RAPD ve AP-PCR orijinal olarak genetik haritalama, taxonomi ve

filogenide kullanilmaktadir.

Bu yontemde bilinen 6zgiil bir DNA bolgesini cogaltmak yerine rastgele secilmis bir
veya daha fazla primer ile DNA’daki birgok bdlgenin ¢ogaltilmasi gerceklestirilmekte ve
onceden DNA baz dizisinin bilinmesi gerekmemektedir (48, 54, 56).

Primerlerin baglanma yerleri arasindaki uzaklik farkliliklar1 agaroz jelde
saptanabilen farkli say1 ve uzunlukta (baz cifti) bantlarin olugmasina neden olmaktadir.
Kullanilan primerler genelde 9-10 bazlik kisa primerlerdir ve G-C ‘den zengindirler (en az
%40 G+C igermelidir). Baglanma 1sis1 40-50°C’ye diisiiriilmiistiir. Baglanma sirasinda
primerler kromozom iizerinde hem kendilerine 6zgiil bolgelere hem de diger bolgelere
baglanmaktadirlar. Ayni tiir i¢inde farkli suglarda primerlerin baglanma yerlerinin sayis1 ve
birbirlerine uzakliklar farkli oldugu icin, jel elektroforezinde, amplifiye edilen parcalarin
say1 ve buyiikliigii de farkli olmaktadir. Suslar arasinda primerlerin baglanma yerlerinde
bir mutasyon gerceklesirse bant polimorfizmi ortaya c¢ikmaktadir. Amplifikasyon
sonucunda jel elektroforezinde gozlenen her bir izolata ait bant profilleri birbirleri ile
karsilastirilarak, ayni bant profili gdsteren izolatlar epidemiyolojik olarak iligkili kabul

edilmektedir (56).

Bu yontemin avantaj ve dezavantajlari vardir. Yontemin uygulanmasi kolaydir ve
kisa siirede sonug¢ verebilmektedir (54, 56). Oldukga duyarl bir tekniktir, ¢ok az bir 6rnek
bile ¢alisma i¢in yeterli olmaktadir. Ucuz bir yontemdir (55). Bu yontemin dezavantaji ise
heniiz standardizasyonun saglanamamasidir. Laboratuvarlar arasi standardizasyonu
saglamak i¢in M13 (“wilde type faj M13”’iin kor diziliminden hazirlanmis) olarak bilinen
tiniversal primer kullanilmali, standardize edilmis amplifikasyon karisimi, ayni
thermocycler’da standart bir amplifikasyon protokoliiyle uygulanmali, tiim salgin izolatlar

ayn1 anda ¢alisilmali ve sonuclar en az 3 kez tekrarlanmalidir (54, 56).
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2.1.11. Jel Elektroforezi

Glinlimiizde laboratuvarlarda amplifiye DNA ve RNA’min saptanmasi ve
karakterizasyonu icin agaroz jel elektroforezi, Restriction fragment length polymorphism
(RFLP), Southern blotting gibi ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Bu prosediirlerin yapimi

kolay, oldukc¢a ucuz ve kisa siirede uygulanabilmektedirler.
Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz, capraz bagl galaktopiranozdan olusan uzun zincirli polisakkaritlerdir.
Igindeki piriivat ve siilfat agaroz ile iliskili DNA’nm ayrilma 6zelliginin ¢ogundan
sorumludurlar. Elektroforez sirasinda agaroz hareketsiz ve negatif yiikliidiir ve i¢indeki
pozitif iyonlar hareket ederek katoda dogru go¢ etmektedirler. DNA fosfat igeriginden
dolay1 negatif yiiklii oldugu i¢in anoda dogru hareket eder. Bu arada su, pozitif iyonlar ile
beraber hareket ederek, DNA molekiillerinin anoda dogru gogiine engel olmaktadir. DNA
molekiillerinin gocii biiyilikliklerine bagimlidir. Kiiciik molekiiller daha hizli hareket
ederler. Jel icinde agarozun yiiksek konsantrasyonu DNA molekiillerinin hareketini
giiclestirir. Agaroz orami arttikca daha kiiclik molekiiller ayrilir. DNA molekiilleri
biiylidiikge Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) gibi 6zel elektroforez teknikleri

gerekmektedir.

Jelde kullanilan agaroz tipi ve konsantrasyonu DNA fragmanlarimin biiytikliigiine
bagimlidir. Ayrica jele yliklenebilecek DNA voliimii, kuyucugun kapasitesine, DNA
miktarina ve DNA molekiillerinin biiylikligiine, DNA molekiillerinin  biiyiikliik
dagilimina, elektroforez i¢in kullanilan voltaj gradientine bagimlidir. DNA molekiil
biiytlikliigii arttik¢a jelin DNA kapasitesi azalmaktadir. 1000 bp altindaki DNA molekiilleri
icin yliksek voltajlar daha uygun iken, 1000 bp iistiindeki molekiiller i¢cin daha diisiik

voltajlar uygundur.

Agaroz jel elektroforezi yapmak i¢in bir jel havuzu, jel taragi (jelde kuyucuklar
acmak icin), agarozu eritmek i¢in mikrodalga firin ve elektroforezi yapmak igin gii¢

kaynag1 gerekmektedir.

Bu yontemde jel ve elektroforez i¢in 2 tampon se¢enegi vardir. Bunlar, TAE (Tris-
Asetat, EDTA; 40 mM Tris-asetat, | mM EDTA), TBE (Tris-Borat, EDTA; 89 mM Tris-
borat, 2mM EDTA) olup, genellikle konsantre cozeltiler olarak hazirlanir ve oda

sicakliginda saklanirlar. Her iki tamponun pH’s1 7°den daha biiyiiktiir. TAE, 12 kb’dan
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bliyiik DNA molekiillerinin elektroforezi i¢in kullanilirken, TBE, daha kiiciik (1kbdan
kiigiilk) DNA molekiillerinin elektroforezi i¢in tercih edilmelidir. TBE’nin agaroz ile

etkilesimi ile daha kiigiik porlar olusmaktadir.

Ornek yiikleme tamponlar1 olarak bromfenol mavisi ve Ksilen syanol FF boyalari
kullanilabilmektedir. Amag¢ 6rnegin dansitesini artirmaktir ve jele yliklemeden 6nce DNA

orneklerine eklenmektedir.

Agaroz jelde DNA’y1 gorintiillemek i¢in en c¢ok kullanilan etidyum bromiddir.
Etidyum bromid ¢ift zincirli DNA i¢ine girmekte ve kirmizi renkte floresan yaymaktadir.
DNA’ya baglandig1 zaman floresan1 20-30 kat artmaktadir. DNA etidyum bromid ile
boyandiginda, 300 nm transilluminasyon ile 1 ile 5 ng aras1 ¢ift zincirli DNA igeren bant
saptanabilmektedir. Etidyum bromid elektroforez oncesi jele eklenebilir veya elektroforez
sonrast jel boyanabilir. Eger elektroforez oncesi eklenirse DNA hareketini etkilemekte ve
%15 yavaslatmaktadir. Once boyamanm bir diger sakincasi zeminin fazla

boyanabilmesidir.

Kullanilabilecek diger boyalar ise SYBR Gren I, GelStar, Metilen mavisi, Glimiis
boyadir. SYBR Green I ve GelStar, etidyum bromid’den daha duyarli olmalarinin yaninda
daha pahali boyalardir. Metilen mavisi ile DNA UV aydinlatmasiz goriilebilir.
Nontoksiktir, ama etidyum bromid’den 40 kez daha az duyarhdir ve ancak biiyiik DNA
miktarlart varsa kullanilabilir. Giimiis boya, genelde poliakrilamid jelde proteinleri

boyamak i¢in kullanilirken, agaroz jelde de kullanilabilmektedir (57).
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3. GEREC VE YONTEM

Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Hastanesi Merkez Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na kliniklerden gonderilen kan kiiltiirlerinde iireyen A.baumannii izolatlar
calismaya alindi. Aym hastadan birka¢ kez A.baumannii izole edilmis olsa bile bu

suslardan sadece biri ¢aligmaya dahil edildi.

Calismamiz 07102019 nolu proje ile Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorligi
tarafindan desteklenmistir. Fakiiltemiz Etik kurulundan 23.07.2007 tarih ve 2007/158 sayil1

kararla onay alimustir.

3.1. BAKTERI iZOLASYONU

Hastadan uygun kosullarda deri antisepsisi saglanarak vacutainer yardimi ile alinan
ve BD BACTEC PLUS + Aerobic/F kan kiiltiir sisesine inokiile edilen 6rnekler BACTEC
9240 Aerobik/F (Becton Dickinson Diagnostic Instrument Systems, Towson, Md)
otomatik kan kiiltiirii cihazina yerlestirildi. Pozitif sinyal veren siseler kanli agar ve Eozin
Metilen Mavisi (EMB, Oxoid) besiyerine pasaj yapilarak 18-24 saat 35-37°C’de

inkiibasyona birakildi.

3.2. ACINETOBACTER BAUMANNII IZOLATLARININ TANIMLANMASI

Ureyen bakteriler konvansiyonel ydntemlerle identifiye edildi. EMB besiyerinde
laktoz ve oksidaz negatif bakterilere Gram boyamasi yapildi. Gram negatif kok/kokobasil
seklinde boyanan bakteriler, TSI, Simons sitrat besiyeri, hareket besiyeri ve Indol testi i¢in
buyyona ekildi. TSI besiyerinde dipte ve yatikta alkali reaksiyon veren, Simons sitrat
besiyerinde {lireyerek besiyerinin rengini maviye doniistiiren, hareket besiyerinde
hareketsiz olarak tespit edilen, Indol testi negatif bakterilerin Acinetobacter spp.
olabilecegi diisiiniildii. Daha sonra Phoenix 100 BD Otomatize Sistemi (Becton Dickinson
Diagnostic Systems, Sparks) ile bu suslarin otomatize tip tayini yapildi. Daha sonra
calisma siirecine kadar %20 gliserollii Brain Heart Infiizyon besiyerine alinarak -20 °C’de

saklandi.
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3.3. ACINETOBACTER BAUMANNII iZOLATLARININ SEFTAZIDIM’E
DUYARLILIKLARININ ARASTIRILMASI

Caligmaya baglamadan Once saklama besiyerinden EMB besiyerine bakterilerin
canlandirma pasaj1 yapild1 ve daha sonra tek koloniden pasaj tekrarlandi. PER-1 varligim
seftazidim direncli suslarda arastiracagimiz icin, suslarin seftazidime duyarliliklar1 E-test
yontemi ile arastirildi. Steril serum fizyolojik i¢inde 0.5 McFarland standardina uygun
bakteri siispansiyonlar1 hazirlandi. Bu siispansiyonlar steril ekiivyonlar ile Mueller Hinton
agara yayildi. Oda sicakliginda 15 dakika bekletildi ve seftazidim E-test stripleri (AB
BIODISK) yerlestirildi. 16-18 saatlik inkiibasyondan sonra iireme zonunun strip ile
kesistigi nokta Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIiK) degeri olarak kaydedildi. MiK
degeri < 8 pug/ml ise duyarl, 8-32 pg/ml arasinda ise orta duyarli ve >32 pg/ml ise direngli

olarak degerlendirildi.

3.4. DNA IZOLASYONU

DNA izolasyonu igin bakteriler EMB besiyerinde 37 C’de 24 saaat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda iireyen A.baumannii izolatlarin ve kontrol amagli Kocaeli Universitesi
Tip Fakiiltesi Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji AD Ogretim Uyesi Prof. Dr.
Haluk Vahaboglu’ndan temin ettigimiz PER-1 pozitif Pseudomonas aeruginosa suslarin,
DNA izolasyonu igin ticari bir kit olan Qiagen Minikit (QIAGEN, United Kingdom)

kullanildi. Izolasyon iiretici firmanim talimatlarina gore yapildi.

e Bakteriler, besiyerinden bir 6ze dolusu kadar, 180ul Buffer ATL iceren 1.5 ml’lik

bir tiipe alind1 ve siispansiyon haline getirildi.
e Uzerine 20l Proteinase K eklendi ve vortekslendi.
e 56'C’de ara ara vorteksleyerek ¢oziilmesi beklendi.

e Tiipiin kenarindaki damlaciklar1 asagiya indirmek icin kisa bir santrifiij

uygulandi.

e Ormnegin, iizerine 200ul Buffer AL eklendi ve 15 saniye vortekslenip 70 C’de 10
dk. beklendi.

e Tiipiin kenarindaki damlaciklari indirmek i¢in kisa bir siire santrifiijlendi.

e Ornegin, iizerine 200ul %96 etanol eklendi ve 15 saniye vortekslendikten sonra

kisa bir stire santrifiij edildi.
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e 5 dk. bekledikten sonra QIAamp Spin kolonu 2 mlI’lik temiz bir tiipe yerlestirildi

ve elde edilen karisim spin kolona aktarildi.

e Kolonun kapagi kapatilip 8000 rpm’de 1 dk. santrifiij edildi ve sivinin biriktigi
toplama tiipti atildi. QIAamp Spin kolonu ise 2 ml’lik temiz bir toplama tiipiine

yerlestirildi.

e Kolonun kapag: acilip tiipiin ¢eperine degmeden 500ul Buffer AW1 eklendi ve
8000 rpm’de 1 dk. santrifiij edildi. Stv1 biriken toplama tiipii atildi ve QIAamp
Spin kolon 2 mI’lik yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.

e Kolonun kapagi acilip tiiplin ¢eperine degmeden 500ul Buffer AW2 eklendi ve
13000 rpm’de 3 dk. santrifiij edildi. Siv1 biriken toplama tiipii atildiktan sonra
kolon yeni bir toplama tiipiine tekrar yerlestirildi ve 13000 rpm’de 1 dk. tekrar

santrifiijlendi.

e Siv1 biriken toplama tiipii atild1 ve QIAamp Spin kolon 1.5 ml’lik mikrosantrifiij
tiipiine yerlestirildi. Uzerine 200ul Buffer AE eklendi ve oda sicakliginda 1 dk.
bekledikten sonra 8000 rpm’de 1 dk. santrifiij edildi.

e Son asamada Spin kolon atilarak tiipte biriken s1ivi PCR ¢alismasi i¢in -20°C’de

saklanda.

3.5. PER-1 VARLIGININ ARASTIRILMASI

Izole ettigimiz DNA &rneklerinde PER-1 varlign PCR yéntemi ile arastirildi.
Amplifikasyon 50ul’lik reaksiyon hacminde gergeklestirilmis olup reaksiyon karigim
ornegi; MgCl, (25mM), dNTP (2mM), Taq Polimeraz enzimi (5U/ml)(Fermentas), 100
pmol PER-1 F (5'-GTA GTT ACT GCC TCG ACG CT-3"), PER-1 R (5'-TCA AAT TGA
TAC GCA GTC TGA-3"), 10X PCR buffer, dH,O ve izole edilen DNA 06rnegi olacak

sekilde hazirlandu.
MgCl, 4ul
dNTP Sul
Taq Polimeraz enzimi 0.4ul
Primer F 0.2ul
Primer R 0.2ul
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10X PCR Buffer Sul
dH,O 33.2ul
DNA 06rnegi 2ul

Bu elde ettigimiz miks primerlerimize uygun DNA parcalarini ¢ogaltmak igin
GeneAmp 9700 PCR (Applied Biosystems, USA) cihazina yerlestirildi ve asagida

belirtilen amplifikasyon programi uygulandi.

Amplifikasyon icin 1s1 dongii cihaz1 (thermocycler) programi

Denatiirasyon 95'C’de 5 dakika

Denatiirasyon 94'Cde 30 saniye

Primer baglanmasi 57C’de 1 dakika 35 siklus
Primer uzamasi 72'C’de 2 dakika

Primer uzamasi 72'C’de 10 dakika

PCR sonucunda elde edilen iiriinlerin goriintiilenmesi i¢in jel elektroforezi yapildi.

3.6. AGAROZ JELIN HAZIRLANMASI VE ELEKTROFOREZ

Amplifiye edilmig PCR iirlinlerinin gozlenmesi i¢in jel elektroforez yapildi. Bunun

icin asagida islemler sira ile yapildi.

o2 gr. agaroz 100 ml 1X TBE (pH 8.3) tamponu igeren erlen igerisinde ¢oziildii ve

mikrodalga firinda 1sitilarak (4-6 dakika) agarozun tamamen erimesi saglandi.
¢ Agaroz eridikten sonra eli yakmayacak sicakliga gelinceye dek sogumaya birakildi.

e Cozelti igerisine jel i¢indeki DNA’y1 goriiniir hale getirmek i¢in etidyum bromid

eklendi (stok soliisyon: 10 mg/ml) ve tamamen karigmasi saglandi.

e Jel tankina taraklar yerlestirildikten sonra hazirlanan agaroz c¢ozeltisi dokiildi ve

oda sicakliginda 30-45 dakika katilagsmaya birakildi.

¢ Daha sonra tarak dikkatlice ¢ikarildi. Jel havuzuna jelin {izerini 6rtecek sekilde 1X

TBE tamponu eklendi.
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e Kuyucuklara, 6pul amplifikasyon iiriinii, 2l bromfenol mavisi (6XLoading Dye
Solution, Fermentas) ve 1ul etidyum bromiir ile karistirilarak mikropipet yardimiyla
yiiklendi. Ayrica DNA 6rnekleri ile beraber bir adet marker (Gene Ruler™ 100bp DNA
Ladder) ve PER-1 pozitif kontrol jel kuyucuklarina ayn1 sekilde ytiklendi.

¢ 100 V’da 1 saat elektroforez yapildi.

e Siire sonunda ethidyum bromid igeren jel, tanktan alinarak jel goriintiileme

cihazinda (Gel Logic 200 Imaging System, Kodak) bantlarin varlig1 gozlendi.

Pozitif DNA Orneginin karsisina denk gelen bantlar (872 bp) PER-1 bantlar1 olarak
degerlendirildi. Bu 6rneklerin PER-1 genomu tagidig1 kabul edildi.

3.7. RAPD PCR YONTEMININ UYGULANMASI

PER-1 varlig1 saptanan suslarin klonal iliskili olup olmadigin1 saptamak i¢cin RAPD
PCR yontemi uygulandi (55, 58, 59). Protokol geregi, once 2X Amplifikasyon karigimi
hazirlandi. Bunun i¢in toplam hacim 1000 pl olacak sekilde, 10X PCR Buffer, ANTP miks
(2 mM), MgCl2 (25 mM) ve dH,0 asagida belirtilen miktarlarda karigtirildi.

2X Amplifikasyon karigimi:

10X PCR Buffer 200ul
dNTP miks 200ul
MgCl2 320ul
dH,O 280ul

Daha sonra RAPD PCR amplifikasyonu i¢in karisim hazirlandi. Reaksiyon karigim
ornegi; 2X Amplifikasyon karigimi, M13 Primeri (100 pmol/ul) (M13 5'-GAG GGT GGC
GGT TCT-3"), TagDNA polimeraz (5 U/ul) (Fermentas) ve PER-1 pozitif 6rneklere ait
izole DNA ornekleri olacak sekilde hazirlandi. Karigimin toplam miktari her 6rnek icin 50

ul olacak sekilde dH,O eklendi.

RAPD PCR Amplifikasyon Karigimi:
2X Amplifikasyon karigimi 25ul
M13 Primeri Tul
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TagDNA polimeraz 0.5ul
dH,O 21.5ul

PER-1 pozitif izole DNA 2ul

Hazirlanan karisim GeneAmp 9700 PCR (Applied Biosystems, USA) cihazina

yerlestirildi ve asagidaki amplifikasyon programi uygulandi.

Denatiirasyon 94°C’de 5 dakika

Primer baglanmasi 40°C’de 5 dakika 2 siklus
Primer uzamasi 72°C’de 5 dakika

Denatiirasyon 94°C’de 1 dakika

Primer baglanmasi 40°C’de 1 dakika 40 siklus
Primer uzamasi 72°C’de 2 dakika

Bir adet marker [®X174 DNA/BsuRI(Haelll), Fermentas] ile beraber amplifiye
edilmis PCR iiriinlerinin her birinin 6 pl’si 2ul bromfenol mavisi (6XLoading Dye
Solution, Fermentas) ve 1ul etidyum bromiir ile karistirilarak daha dnce anlatildig1 sekilde
hazirlanan %2 agaroz jele yiiklendi. iginde 1XTBE tamponu bulunan elektroforez tankina
alinan jel, 6nce 1 saat 100V’da ve daha sonra 1 gece 50 V’da elektroforeze tabi tutuldu.
Olusan bantlar jel goriintileme cihazinda (Gel Logic 200 Imaging System, Kodak)

incelenerek fotograflandi.

3.8. DENDOGRAM

RAPD PCR yontemi ile olusan DNA bantlar1 arasindaki klonalite iligkisi i¢in
dendogram yapildi. Dendogram i¢in Gel Compar II (Applied Maths, Sint-Martens-Latem,
Belgium) analiz programi kullanildi. Bantlar arasindaki benzerlikler "dice smilarity

"o

coefficients"’e gore hesaplandi.
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4. BULGULAR

Caligsmaya rutin kan kiiltiirlerinde tireyen 100 A.baumannii susu alindi.

Resim 1: EMB besiyerinde A.baumannii kolonilerinin gériiniimii (Calismamizdan).

Caligmaya alinan hastalarin servislere gore dagilimi (Tablo 3)’de gosterilmistir.

Tablo 3: Hastalarin kliniklere gore dagilimi.

Klinik Hasta sayisi
Noroloji 34
Goglis Hastaliklar 19
I¢ Hastaliklar1 16
Reanimasyon 10
Kalp Damar Cerrahisi 9
Acil Servis 6
Beyin ve Sinir Cerrahisi 3
Cocuk Saglig1 ve Hastaliklari 2
Gogls Cerrahisi 1
Toplam 100

E test yontemi ile calismaya alinan tiim suslarin seftazidim duyarliliklar: belirlendi.
100 susun 78’1 (%78) direncli bulunurken, 7’si orta duyarli ve 15’1 duyarli bulundu (Grafik
1).
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ODirengli
B Duyarh
OOrta duyarl

Seftazidim

Grafik 1: A.baumannii suslarinin E-test yontemi ile seftazidime duyarliliklari.

Resim 2: E test yontemi ile seftazidim direngli bir A.baumannii susu (Calismamizdan).

Resim 3: E test yontemi ile seftazidim duyarli bir A.baumannii susu (Calismamizdan).
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E test sonuglarmma gore seftazidim’e direngli (%78) ve orta duyarli (%7) olan toplam 85
susta PER-1 pozitifligi aragtirildi. Orta duyarl suslarda PER-1 pozitifligine rastlanmadi. 78 adet
seftazidime direngli susun PCR analizine gore 18 susta PER-1 geni saptandi (%23) (Resim 4).

Resim 4: PER-1 bantlarinin Gel Logic 200 Imaging System goriintiisii (Calismamizdan).
(M: marker, P: pozitif kontrol, N: negatif kontrol, I: PER-1 band, II: negatif bir 6rnek, I1I: PER-1 bandi)

PER-1 pozitif suslarin goriildiigii klinikler incelendiginde noroloji servisinde 6
hastada pozitiflik saptandi. Bunu sirastyla gogiis hastaliklar1 (4), reanimasyon (3), kalp
damar cerrahisi (2), i¢ hastaliklar1 (1), acil servis (1), gogiis cerrahisi(1) izledi (Grafik 2).
Beyin ve sinir cerrahisi ile ¢ocuk sagligi ve hastaliklar1 servislerinde PER-1 enzimi

saptanamadi.

1 1 B Néoroloji
1 “ ) B Gogiis Hst
\ OReanimasyon
2 b OKDC

B Gogis Cerrahisi

B ic Hastaliklari
OAcil Servis
3
4

Grafik 2: PER-1 pozitif suglarin kliniklere gore dagilimu.
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RAPD-PCR yontemi ile 18 adet PER-1 pozitif susun klonal iliskisine bakildi. Bu
amagla Qiagen Minikit (QIAGEN, United Kingdom) kullanilarak izole edilen ve
hazirlanan amplifikasyon karigimi GeneAmp 9700 PCR (Applied Biosystems, USA)
cihazina yerlestirilerek uydun programda ¢ogaltilan DNA 6rnekleri agaroz jel elektroforezi

yontemi ile yiiriitiildli ve olusan bantlarin fotografi ¢ekildi (Resim 5).

-

’ ....“.H"LGH

ad b o4

Resim 5: Jel elektroforezde olusan bantlarin Gel Logic 200 Imaging System goriintiisii

(Calismamizdan). (M: marker, 1-18 PER-1 pozitif érnekler)

Elektroforezde olusan bantlarin Gel Compar II (Applied Maths, Sint-Martens-Latem,
Belgium) programi kullanilarak dendogrami yapildi. Bantlar arasindaki benzerlikler "dice
smilarity coefficients"’e gore hesaplandi. Buna gére PER-1 pozitif tiim suslar birbiri ile
iliskili bulundu. Bunlar i¢inde 5, 8, 11 numarali suslarin, 2 ile 4 numarali suslarin, 1, 3, 6,
10, 12, 13, 17, 18 numarali suslarin, 14 ile 15 numarali suslarin kendi aralarinda %100

benzer oldugu goriildii (Resim 6).
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Dice (Opt:2.00%) (Tol 2.0%-2.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]

100
90 92 94 96 98

Resim 6: PER-1 tagiyan izolatlarin dendogrami (Calismamizdan).

Klonlar arasi iligkiyi aciklayabilmek amaci ile hastalarin yattigi servisler

incelendiginde hastalarin farkli donemlerde benzer kliniklerde yattig1 belirlendi
(Tablo 4).
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Tablo 4: PER-1 tasiyan suslarin izole edildigi hastalarin yattig1 servisler.

PER-1 Pozitif izolat No
1

10
12

13

17

18

14

15

11

16

Hastanin Yattig1 Servisler

Plastik Cerrahi Servisi
Gogiis Hastaliklar1 Servisi

Gogiis Hastaliklart Servisi

Ortopedi Servisi
Intaniye Servisi
Reanimasyon Unitesi
Nefroloji Servisi
Kalp ve Damar Cerrahisi Servisi
Nefroloji Servisi

Gogiis Cerrahisi Servisi

Kardiyoloji Yogun Bakim Servisi
Noroloji Yogun Bakim Servisi

Gogiis Hastaliklar: Servisi
Gogiis Hastaliklarr Yogun Bakim Servisi

Cocuk Kardiyoloji Servis
Kalp ve Damar Cerrahisi Yogun Bakim Servisi

Kardiyoloji Yogun Bakim Servisi
Kalp ve Damar Cerrahisi Yogun Bakim Servisi

Acil Yatakli Unite
Noroloji Servisi
Noroloji Servisi

Beyin ve Sinir Cerrahisi Yogun Bakim Servisi
Dahiliye Yogun Bakim Servisi
Reanimasyon Unitesi
Noroloji Yogun Bakim Servisi

Kardiyoloji Servisi
Nefroloji Servisi

Acil Yatakli Unite
Noroloji Servisi
Nefroloji Servisi

Noroloji Yogun Bakim Servisi

Kardiyoloji Servisi
Gogiis Hastaliklart Yogun Bakim Servisi

Noroloji Yogun Bakim Servisi

Reanimasyon Unitesi
Acil Yatakli Unite

Acil Yogun Bakim Servisi
Beyin ve Sinir Cerrahisi Yogun Bakim Servisi
Reanimasyon Unitesi
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5. TARTISMA ve SONUC

Hastane ortaminda bulunan bakterilerin toplum kaynakli infeksiyon etkeni olan
bakterilere oranla daha direncgli olduklar bilinmektedir. Bunun da en 6nemli nedenlerinin
son 35-40 yil iginde gelistirilen antibiyotiklerin hastane ortaminda yaygin olarak
kullanilmasi, invaziv girisimler ve yeni tedavi olanaklar1 ile hastalarin sag kalim

oranlarinin artmasi oldugu diistiniilmektedir (60).

Gram negatif bakteriler hastane kaynakli infeksiyonlara neden olan etkenlerin 6nemli
bir kismini olusturmaktadir (60). Bu bakterilerden biri de Acinetobacter tiirleridir,
bunlardan da en sik etken A.baumannii’dir. Son yillarda Acinetobacter baumannii
antibiyotiklere artmis bir diren¢ gostermekte, hastanelerde ve oOzellikle yogun bakim
tinitelerinde coklu ilaca direngli infeksiyonlara ve inat¢1 nozokomiyal salginlara neden
olmaktadir (61, 62). Ozellikle de mekanik ventilasyon uygulanan hastalarda ciddi
pndmonilere neden olmaktadir (60, 63). Hastane ortaminda sik ve genis capta antibiyotik
kullanimi1 ¢oklu direngli suslarin yayilimini kolaylastirmakta ve tedaviyi gili¢lestirmektedir
(61, 44). Mikroorganizma cansiz ¢evrenin her tarafindan izole edilebilmektedir. Toprak ve
suda saptanabilmekte ve hastanelerde uzun bir siire, 3 yila kadar, yasayabilmektedir (62).
Sunenshine ve ark. (64)’nin yaptiklar1 bir ¢alismada ¢oklu ilaca direngli Acinetobacter
suslar ile infekte olan hastalarin hem yogun bakim {initesinde hem de hastanede kalis
stirelerinin uzadigini ve bu suglar ile infekte hastalar arasinda mortalite oranlarinin artma
egiliminde oldugunu ortaya koymuslardir. Lee ve ark. (65), yaptiklar1 caligmada, ¢oklu
ilaca diren¢li A.baumannii’ye bagli bakteremi olgularinda mortalite oraninin daha yiiksek

oldugunu ve tibbi harcamalarin daha da arttigin1 vurgulamislardir.

Antibiyotik diren¢ paternleri hastaneden hastaneye, hatta aymi hastanede farkh
servislerde degisiklikler gosterebilmektedir. Ampirik tedavide klinisyenlere yol gosterici
olmasi amaciyla direng patenlerinin ortaya konmasi 6nemlidir. Antibiyotik kullanimi ile
antibiyotik direnci arasinda yakin iliski oldugu bilinmektedir. Ozellikle hastanelerde
antibiyotiklerin kontrolsiiz kullanim1 sonucu direngli suslarin seleksiyonuna bagl olarak
hizla direng gelisebilmektedir. Bununla beraber kullanimi kisitlanan antibiyotikler ise bir
stire sonra yeniden etkin hale gelebilmektedir (66). Birden fazla antibiyotige direng
gelisimi de son derece hizlidir. A.baumannii’de antibiyotiklere direng gelisiminde rol alan
mekanizmalar birden fazladir. Bunlar GSBL yapimi, AME salgilamasi, PBP’lerde
degisiklik, OMP’de degisiklikler olarak siralanabilir (60).
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Gram negatif bakteriler i¢inde [-laktam antibiyotiklere direngte en yaygin
mekanizma [-laktamaz yapimidir. Bunlar arasinda GSBL’ler klinik olarak Onemli
bakteriler arasinda yayginligi ile ve oksiimino B-laktamlara direng gelistirmeleri ile biiyilik
kayg1 yaratmaktadir. GSBL’lerin ¢ogu TEM veya SHV’den gelismekle birlikte bu grubun
disinda enzimler de vardir. Bu enzimlerden biri de iilkemizde o6zellikle nonfermentatif
Gram negatif gomaklarda yaygin olan PER-1’dir. PER-1 ilk olarak 1991 yilinda Fransa’da
bir Tiirk hastada izole edilen P.aeruginosa susunda identifiye edilmis, daha sonraki
calismalarda S.typhimurium, A.baumannii gibi bakterilerde de saptanmistir (67, 68). Ulke
capinda yapilan bir ¢aligmada PER-1’in Tiirkiye’de yaygin oldugu ortaya konmustur. Daha
sonra ilk Fransa’dan olmak {izere Avrupa’nin farkli bolgelerinden ve Kore’den PER-1
tireten suslar bildirilmistir (67, 69). PER-1, penisilinler, sefotaksim, seftazidim ve
aztreonama direng saglamaktadir. Vahaboglu ve ark. (70), yaptiklar1 ¢calismada PER-1 tip
enzim tasiyan suslarin seftazidim ve gentamisine oldukca direngli odugunu gostermislerdir.

Bizim ¢alismamizda 100 susdan 78’1 seftazidime diren¢li bulunmustur.

Hujer ve ark. (71), Walter Reed Army Medical Center‘da tedavi géren 75 hastada
izole ettikleri Acinetobacter tiirlerinde ¢oklu ilag diren¢ fenotipinden sorumlu olan
antibiyotik diren¢ genlerini arastirmiglar ve PER-1 enzimini %3 oraninda pozitif
bulmuslardir. Bu oran diisiik olmakla birlikte, Amerika’da ilk defa tanimlanmasi acisindan
onemlidir. Szabo ve ark. (72), oncesinde Misir’da bir hastanede yatip daha sonra
Macaristan’a transfer edilen ve yatis1 sirasinda hastanin Orneklerinde PER-1 pozitif
P.aeruginosa ile PER-1 pozitif A.baumannii tireyen bir olgu bildirmislerdir. Bu
Macaristan’dan bildirilen ilk PER-1 olgusu olmakla birlikte, diren¢ mekanizmalarinin
tilkeler, hatta kitalar aras1 yayiliminin 6nemini de ortaya koymaktadir. Pagani ve ark. (73),
Italya’da 6 farkli hastaneden elde edilen nozokomiyal salgmlar ile ilgili olan, genis
spektrumlu sefalosporinlere direngli 44 adet P.aeruginosa izolatinin 20’sinde PER-1 genini
pozitif bulmuslardir. Bu PER-1 geni tastyan suslarin ¢oklu ilaca direngli olduklarini, 1995-
2000 yillar1 arasinda 9 bagimsiz salgina neden olduklarini géstermislerdir (73). Yong ve
ark. (74), Kore’de yaptiklart bir caligmada, 2001 ve 2002 yillar1 arasinda iki farkl
hastanede izole edilen 97 Acinetobacter spp. susunun 53’iinde (%54,6), PCR yontemi ile
PER-1 enziminin varligin1 gostermisler ve bu calisma ile bu enzimin Tiirkiye disinda da

yiiksek oranda bulunabilecegini kanitlamiglardir.

PER-1, oksiimino sefalosporinlere karsi aktivitesinin yiiksek olmasi ve patojen

bakteriler arasinda yayilmasindan dolay1 klinik a¢idan 6nemli bir enzimdir (67, 73).
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Daha onceki calismalar PER-1 tasiyan suslar ile gelisen nozokomiyal infeksiyonlarin
daha zor tedavi edildigini ve hastalarin mortalitelerini artirdigini ortaya koymuslardir
(64, 65). Jeong ve ark. (75), bir yogun bakim iinitesinde, tek bir PER-1 pozitif
A.baumannii klonu ile infekte 10 hastadan olusan bir salgini incelemisler ve PER-1
tastyan suslar bircok antibiyotige diren¢li oldugu igin, bu suglara baglh gelisen
infeksiyonlarin tedavisinin PER-1 tasimayanlardan daha problemli oldugunu
belirtmislerdir. Ayrica, Vahaboglu ve ark. (76), PER-1 pozitif P.aeruginosa ve
Acinetobacter tiirlerinin etken oldugu hastaliklarin kliniginin daha koti oldugunu
gostermisler ve mortalite artisinin PER-1 tasiyan suslarin klonal yayilimina ve PER-1

tastyan klonun yiiksek viriilansina bagl olabilecegini vurgulamislardir.

A.baumannii opportunistik bir patojen olarak nozokomiyal infeksiyonlarin genis bir
kismina neden olmaktadir. Bazi A.baumannii suslarinin hastane i¢inde yayilma potansiyeli
oldugu i¢in, bu infeksiyonlarin ¢ogu nozokomiyal salgin sirasinda goriilmektedir. Klinik
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda epidemik potansiyeli olan A.baumannii izolatlarinin
cabuk ve dogru saptanmasi kontrol dnlemlerinin alinmasi agisindan énemlidir. Bu suslarin
kolonize olabilmeleri, hastane ortaminda yasayabilmeleri, antibiyotiklere direngli olmalar1
yayillmalarina katkida bulunan faktorlerdir. Epidemik A.baumannii izolatlar1 sporadik
olanlardan ¢ok daha direnglidir ve herhangi bir ¢oklu ilaca direngli A.baumannii susunun

nozokomiyal salgin yapma potansiyeli vardir (77).

Mathai ve ark. (78), A.baumannii infeksiyonlarinin epidemiyolojisini saptamak igin,
hastane kaynakli respiratuvar infeksiyonlarda izole edilen 27 izolati, random amplified
polymorphic DNA profili kullanilarak ve antibiyotik duyarliliklarina bakarak
tiplendirmislerdir. RAPD’ye gore 10 farkli patern ve 14 izolatin ise tek bir sus profili
gosterdigini tespit etmisler ve buna dayanarak hastanede farkli klonlarin bulundugunu
bildirmiglerdir. Ayni RAPD paterninde farkli antibiyogram ve farkli genetik tiplerin ayni
antibiyogram paterni gdstermesi ile, bir salginin identifiye edilmesinde RAPD gibi PCR’a
dayali yontemlerin 6nemini kanitlamislardir. Ayrica hastanede farkli kisimlarda spesifik
sus tiplerine bagl goriilen infeksiyonlar, tiplendirmenin infeksiyon kontrol dnlemlerinin
etkinligini degerlendirmede de yardimc1 olabildigini gdstermiglerdir (78). Wroblewska ve
ark. (79), norosirurji yogun bakim servisinde yatan 7 hastada A.baumannii’ye bagl gelisen

menenjit salgininin kaynagini aragtirmak i¢cin RAPD-PCR ve AFLP (amplified fragment
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lenght polymorphism) yontemlerini kullanmislardir. Bu genotipik yontemler ile epidemik

susun servisde ¢evresel kaynakli oldugunu bulmuslardir (79).

Zarilli ve ark. (80), Italya’da 2003 Haziran ve 2004 Haziran arasinda 3. basamak bir
hastanede ¢oklu ilaca direngli A.baumannii salgininin molekiiler epidemiyolojisini
arastirmislar. 74 hastadan izole ettikleri 45 adet susun genotipik analizine gore 2 farkl
Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) paterni gostermislerdir. Bunlardan patern 1, 44
hastadan izole edilen izolatlarda saptanirken, bu paternin 2002’de ayni sehirde baska bir
hastanede izole edilen epidemik A.baumannii klonu ile ayni oldugunu bulmuslardir (80).
Wilks ve ark. (81), Londra’da bir hastanenin yogun bakiminda 9 hastadan izole edilen
A.baumannii-calcoaceticus suslarin1 PFGE ile tiplendirmisler. Bu suslar1 birbirlerinden ve
Londra’da 2000 yilinda yapilan bir calisma sirasinda saptanan epidemik sustan ayirt
edememislerdir. Denton ve ark. (82), Ingiltere’de bir hastanenin nérosirurji yogun bakim
tinitesinde, 10 hastada PER-1 pozitif A.baumannii salgin1 tanimlamiglardir. Hastalardan
izole edilen suslar ile servis ortamindan izole edilen suslarin %46’sinin ayni oldugunu
saptamiglar ve salgimi servisi kapatarak, tam bir temizlik protokolii uygulayarak
durdurulabilmislerdir (82). Aym sekilde Longo ve ark. (83), Italya’da bir hastanenin yogun
bakim servisinde meydana gelen A.baumannii salginini incelemisler ve PFGE ile hem
hastalardan hem de ¢evreden izole edilen suslarin tek bir klona ait oldugunu bulmuglardir.
Ancak infeksiyonun tek bir kaynagi olmadig i¢in etken susun eradikasyonu icin kontakt
izolasyonu, agresif cevre temizligi, uygun tedavinin diizenlenmesi gibi genis c¢aph
uygulamalar gerekmistir (83). Yong ve ark. (74), 2001 ile 2002 yillar1 arasinda izole edilen
97 Acinetobacter spp. susunun 53’iinde PER-1 varligin1 géstermisler ve bu suslarin PFGE
ile genotipik analizlerine gore 23 farkli patern saptamiglardir. Bu, bir¢cok klonun varliginmi
gostermekle beraber, A paterni gosteren 16 izolatin 9 tanesinin ve O paterni gosteren 8

izolatin 7 tanesinin yogun bakim orijinli olmas1 klonal yayilimi gostermektedir (74).

Endimiani ve ark. (84), seftazidime diren¢li 26 P.aureginosa’ya bagl kan akim
infeksiyonu olan olguyu incelemisler, bunlarin 9’unda PER-1 enzimini pozitif
bulmuslardir. Bu PER-1 pozitif suslarin neden oldugu infeksiyonlarin tedavisinin daha
zor ve bu hastalarin hastane giderlerinin daha fazla oldugunu ortaya koymuslar ve
ayrica ciddi P.aeruginosa infeksiyonlarinda GSBL yapiminin belirlenmesi ve

zamaninda bildirilmesinin 6nemli oldugunu belirtmislerdir (84). Pagani ve ark. (73), 44
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adet P.aeruginosa izolatin 20’sinde PER-1 genini pozitif saptamiglardir. PER-1 geni
tastyan bu suslarin o bolgede endemik olarak bulunduklarini ve ¢esitli nozokomiyal
salginlar ile iligkili olduklarini ortaya koymuslar, hastaneler arasi klonal yayilim
gozlemlenmesine ragmen, PFGE ile PER-1 tasiyan suslarin klonal farkliligini

gostermislerdir (73).

Alp ve ark. (58), 1 y1l boyunca Erciyes Universitesi Hastanesi’nde nozokomiyal kan
kiiltiirii infeksiyonu etkeni olarak izole edilen Acinetobacter tiirlerinin RAPD-PCR ve
PFGE ile genotipik analizini yapmislar ve 41 A.baumannii susunun %80’inin (32 hasta)
genotip 3’e ait olmasi ve bu 32 hastanin %75’inin (24 hasta) yogun bakimda bulunmasi
capraz yayilim diisiindiirmiistiir. Akalin ve ark. (85), Uludag Universitesi Hastanesi’nde,
Haziran 2000 ve Haziran 2003 arasinda 3 yil i¢inde izole edilen 120 A.baumannii susunu
(klinik 6rneklerden 103, cevre kiiltiirlerinden 10, Mayis 2003 ve Aralik 2003 tarihleri
arasinda yogun bakim havasindan 7 izolat) RAPD-PCR yo6ntemi ile incelemislerdir.
Genetik degisimi arastirmak icin 3 periyodda calismislar ve calisma sirasinda 12 farkl
genotip saptarlarken, en yaygin genotipleri A, B, C, D olarak belirlemislerdir. Ilk
periyodda en sik A olmak iizere, A ve C genotipleri; ikinci periyoda da en sik A genotipi
olmak tlizere A, C, D genotipleri goriiliirken; son periyodda ise 9 yeni genotip ortaya
cikarken genotip A kaybolmustur. Bu genotiplerin izole edildikleri servislere ve drneklere
gore analizleri, ¢evresel kontaminasyon, hava yolu ile yayilim, hasta transferi ve ¢apraz-
kontaminasyonun hastanede A.baumannii’nin neden oldugu epidemilerde 6nemli oldugunu
vurgulamiglardir (85). Kolayli ve ark. (86), 7 farkli iiniversite hastanesinin yogun bakim
tinitelerinden toplanan 84 Acinetobacter spp. susunun %31’inde ve 92 P.aeruginosa
susunun ise %55.4’tinde PER-1 tipi enzimi pozitifligi bulmuslar ve bu enzimin hala énemli
bir saglik problemi oldugunu belirtmislerdir. Rastgele sectikleri 7 adet Acinetobacter spp.
ve 7 adet P.euroginosa susunun RAPD analizine gore, her iki cins bakteri de multi-klonal
bir yayilma gostermislerdir (86). Aktas ve ark. (87), 12 ay boyunca yogun bakim
tinitesinde yatan hastalarda izole edilen 49 seftazidim direngli P.aeruginosa izolatinda
PER-1 ve OXA-10-like p-laktamaz varligim arastirmiglar ve suslarin %86’sinda olmak
tizere, oldukga yiiksek bir oranda PER-1 geni saptamislardir. Bu suslarin klonal yakinligini
RAPD analiz yontemi ile arastirmislar ve 16 farkli band paterni bulmuslardir. Ancak PER-
1 pozitif suslarin %60’ 2 farkli paterne ait oldugunu gdstermigler ve bu hastalar

arasinda klonal iligkili izolatlarin yayildigin1 saptamislardir (87).
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Giidiictioglu ve ark. (88), yogun bakimda yatan hastalarin kan kiiltiirleri ve bronsiyal
aspiratlarindan izole edilen A.baumannii suslarin1 toplamiglar ve ekipmanlardan,
personelin ellerinden ve eldivenlerinden, ayrica hastalarin cesitli viicut bolgelerinden
alinan orneklerin kiiltiirinii yapmuglardir. Klinik 6rneklerden 8 ve tarama drneklerinden 18
sus identifiye etmisler ve AP-PCR ile biri 21 izolat, digeri 5 izolat1 kapsayan 2 tip ortaya
cikarmiglardir (88). Vahaboglu ve ark. (70), Tiirkiye’de 8 farkli tiniversite hastanesinden
topladiklar1 Acinetobacter, Klebsiella ve P.aeruginosa izolatlarinda PER-1 tipi -laktamaz
prevalansini ve molekiiler epidemiyolojisini arastirmislar, Acinetobacter suslarinda PER-1
tipi B-laktamazi 8 hastanenin 5’inde olmak tizere, %46 oraninda bulmuslardir. Bu suslarin
klonal benzerligine baktiklarinda, P.aeruginosa izolatlarinda farkli klonlar bulurken,
Acinetobacter tiirlerinde 2 farkli klon saptamislardir. Bu enzimin Tiirkiye’de oldukga
yaygin oldugunu ve farkl tiirler ve farkli klonlar arasinda yayildigini gostermislerdir. Bu
calismanin, PER-1’in klonal c¢esitliligi ve yiiksek prevalansi ile enzimin yayilma
potansiyelinin ne kadar fazla oldugunu yansittigini diistinmiislerdir (70). Erag ve ark. (67),
1998 ile 2003 yillar1 arasinda izole edilen 289 adet seftazidime direngli Gram negatif
bakteri susunda PER-1 enzimi arastirmiglar ve 92 A.baumannii izolatinin 33’tinde (%35.9)
ve 117 P.aeruginosa izolatinin ise %46.2’sinde PER-1 pozitifligi bulmuslar ve istatistiksel
olarak bu oranlar arasinda anlamli bir fark saptayamamiglardir. Yapilan PCR analizine
gore, PER-1 pozitif A.baumannii suslar1 arasinda tek bir band ile ayrilan, 2 farkli band
paterni saptamislar ve yiiksek prevalansdan bu iki endemik klonun yayilmasini sorumlu

tutmuslardir (67).

Bizim ¢alismamizda ise, yatan hastalarin rutin kan kiiltiirlerinde iireyen 78 adet
seftazidim direngli A.baumannii susunun %23’inde (18 sus) PER-1 geni pozitif

saptanmigtir.

Her ne kadar bu enzimin Tiirkiye’de yaygin oldugu kabul gorse de, artik bir¢ok
iilkede de az sayilmayacak siklikta goriilebilmektedir. Ornegin, Pagani ve ark. (73),
Italya’da genis spektrumlu sefalosporinlere direncli 44 adet P.aeruginosa izolatinin
20’sinde, Yong ve ark. (74), Kore’de yaptiklari bir ¢alismada 97 Acinetobacter spp.
susunun 53’tinde (%54,6) PER-1 genini pozitif bulmuslardir. Bu oranlar iilkemizde elde
edilenlere ¢ok yakin degerlerdir. PER-1 tasiyan bakterilerin Tiirkiye disinda da artmasinin

nedenleri, hastane ortaminda sik ve yaygin antibiyotik kullanimi, bu mikroorganizmanin
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hastane ortaminda uzun siire yasayabilmesi, ayrica PER-1 geni tasiyan suslarin hastaneler,

sehirler, hatta {ilkeler arasinda yayilabilmesi olabilir.

Tiirkiye’de ise yapilan daha Onceki ¢alismalarda, sirasiyla, %31, %35.9, %46, %86
oraninda PER-1 pozitifligi bildirilmistir (67, 70, 86, 87). Bu degerler bizim ¢alismamizda
elde ettigimiz orandan (%?23) daha yiiksek olmakla birlikte birbirlerinden oldukca
farkhidirlar. Bu da gostermektedir ki, PER-1 orami antibiyotik kullanim politikalarindaki
veya infeksiyon kontrol programlarindaki muhtemel farkliliklara bagli olarak, farkl
merkezler arasinda degisebilmektedir. Caligmaya aldigimiz Acinetobacter baumannii
suslarinin ¢ogunlugunun seftazidime direngli olmasi ve hastanemizde bu izolatlarda PER-1
geninin pozitiflik oraninin Tiirkiye genelinden daha diisiik olmasi, ilaglara direncin nedeni

olabilecek baska direng paternlerinin varligini akla getirmektedir.

Calismamizda PER-1 tasiyan tiim suslar, dendogram analizine gore birbiri ile
iliskili bulunmustur. Bunlar i¢inde 5, 8, 11 numarali suslarin, 2 ile 4 numaral suslarin, 1,
3,6, 10, 12, 13, 17, 18 numarali suslarin, 14 ile 15 numarali suslarin kendi aralarinda
%100 benzer oldugu goriilmiistiir. Bu suslar hastalardan ayni veya farkli servislerde
yatarken izole edilmisti. Ancak hastalarin ayni kliniklerde farkli donemlerde yattig1 ve
A.baumannii’nin hastane ortaminda uzun siire yasayabildigi dikkate alinirsa, belli bir
susun klinikler arasinda olasi bir hasta transferi yolu ile dolastig1 kabul edilebilir bir
ihtimaldir. Aktas ve ark. (87), Era¢ ve ark. (67), Giidiictioglu ve ark. (88) da yaptiklari
calismalarda PER-1 pozitif suslarin 2 farkli band paterni gosterdiklerini, birbirleri ile
klonal iligkili olduklarin1 ve hastalar arasinda bu izolatlarin yayildigini, Kolayl ve ark.
(86) ise rastgele sectikleri suslarin RAPD analizine goére multi-klonal bir yayilma

oldugunu gostermislerdir.

PER-1 siklig1 ve suslar arasi klonal iligkiyi aragtirmak icin Tiirkiye’de ve cesitli

iilkelerde yapilan ¢alismalarin verileri Tablo 5°de 6zetlenmistir.
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Tablo 5: Tiirkiye’de ve ¢esitli lilkelerde yapilan ¢aligmalarin verileri

Vahaboglu
ve ark. (70)

Denton ve
ark. (82)

Mathai ve
ark. (78)

Yong ve
ark. (74)

Wroblewska
ve ark. (79)

Pagani ve
ark. (73)

Jeong ve
ark. (75)

Kolayli ve
ark. (86)

Aktas ve
ark. (87)

Gldiiciioglu
ve ark. (88)

Hujer ve
ark. (71)

Wilks ve
ark. (81)

Endimiani
ve ark. (84)
Alp ve ark.
(58)

Akalin ve
ark. (85)

Zarilli ve
ark. (80)

Longo ve
ark. (83)

Erag ve ark.
(67)

Calismamiz

Yer

Tirkiye
(8 farklt
iniversite
hastanesi)

Ingiltere

Hindistan

Kore

Polonya

Italya
(6 farkli
hastanede)

Kore
Tiirkiye
(7 farkli

universite
hastanesi)
Istanbul
Univ.

Yiiziincii
Y1l Univ.

Amerika

Londra

italya
Erciyes
Univ.
Uludag
Univ.

Italya

Italya

Izmir

Selguk
Univ.

Yil

1997

1999

2001

2003

2004

2004

2005

2005

2005

2005

2006

2006

2006

2006

2006

2007

2007

2007

2008

Ornek PER-1
55 Acinetobacter %60
104 P.aeruginosa %38
92 Klebsiella spp. -
A.baumannii salgini o
27 A.baumannii -
97 A.baumannii %754,6
A.baumannii -
44 P.aeruginosa %45
PER-1 pozitif NS
A.baumannii salgini
84 A.baumannii %31
92 P.aeruginosa %55,4
49 P.aeruginosa %86
26 A.baumannii
75 A.baumannii %3
A.baumannii -
26 P. aeruginosa %34
41 A.baumannii
120 A.baumannii
45 A.baumannii
A.baumannii salgini
92 A.baumannii %35,9
117 P.aeruginosa %46,2
78 A.baumannii %23

Klonal iliski

A.baumannii suglarinda %46
oraninda 2 farkli klon
bulunmus

P.aeruginosa suslarinda farkli
klonlar

Hepsi ayni sus ve ¢evreden
alian orneklerin %46’sinda
epidemik sug saptanmig

10 farkli patern bulunmus (14
izolatta tek sus profili)

PER-1 pozitif suslarda 23 farkli
patern saptanmasi yaninda
klonal yayilimda gosterilmis
Menenjit salginini gevresel
kaynakli bulunmus

Multipl klonal yayilim olmakla
beraber hastaneler arasi klonal
yayilim gézlemlenmis

Salginin tek klondan
kaynaklandig1 gosterilmis

Multiklonal yayilim

16 farkl1 patern belirlenmis
(Ancak PER-1 pozitif suslarin
%60’1nda 2 farkli patern)
AP-PCR ile 2 tip saptanirken,
PFGE ile tiim suslar iligkili
bulunmusg

Suslar birbirleri ile ve 2000
yilinda Londra’da goriilen
epidemik sus ile ayn1

9 farkli genotip belirlenmis
(%80’1 genotip 3’e ait)

-12 farkli genotip bulunmus
-Cevresel kontaminasyon, hasta
transferi, ¢apraz bulas ve hava
yolu ile hastane i¢inde yayilim

2 farkl patern saptanmis
(Patern 1, 2002 yilindaki
epidemik A.baumannii klonu
ile ayni)

Hasta 6rnekleri ile ortamdan
izole edilen suslar tek klona ait
Tiim PER-1 pozitif suslarda tek
bir band ile ayrilan 2 farkli
band paterni

Klonal iligkili suslar

Klonaliteyi

Saptamada

Kullanilan
Yontem

Diger

PFGE

RAPD

PFGE

RAPD ve
Diger
PFGE

PFGE

RAPD

RAPD

PFGE ve
AP-PCR

PFGE

PFGE ve
RAPD

RAPD

PFGE

PFGE
Diger

RAPD
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PER-1 gibi GSBL yapan suslarin ortaya ¢ikmasi ve yayilmasi kaygi vericidir. Ciinkii
B-laktamlarin ¢oguna direng gelismekte ve bu suslara bagli infeksiyonlarin tedavisinde
karbapenemler gibi simirli sayida antibiyotik segenegi kalmaktadir. Dolayisiyla
karbapenemlerin kullanimi artmakta ve buna bagli olarak bu antibiyotiklere diren¢ gelisme
riski artmaktadir. Diger Gram negatif bakterilerden farkli olarak sulbaktamin
Acinetobacter tiirlerine bakterisidal etkili olmasi, ¢oklu direngli infeksiyonlarinda
ampisilin-sulbaktam kombinasyonuna duyarli bir aminoglikozid eklemek tedavide farkl
bir segenek olabilmektedir. Ancak PER-1 tiirii GSBL yapan suslarin yaygin olmasina bagh
olarak sulbaktam kombinasyonlarmma da duyarlilik azalmakta ve neredeyse tedavisi

miimkiin olmayan kokenler haline donmektedirler (89).

Sonug olarak, ¢alismamizda Kore ve Tiirkiye’de elde edilen daha onceki verilerden
daha diisiik oranda PER-1 pozitifligi saptanmistir. PER-1 orani antibiyotik kullanim
politikalarindaki veya infeksiyon kontrol programlarindaki muhtemel farkliliklara baglh
olarak, farkli merkezler arasinda degisebilmektedir. Ancak c¢alismamizdaki suslarin
cogunun seftazidime direngli olmasi, bu suslarda farkli direng genlerinin varligini
diisiindiirmektedir. PER-1 varlig1 saptanan suslarin RAPD analiz yontemi ile klonal
iligkisini arastirdigimizda, dendogram analizine gore birbiri ile iligkili bulunmustur. Bu
yontem uygulanmasi kolay, kisa silirede sonu¢ verebilen, oldukc¢a duyarli, ucuz bir
tekniktir. Ancak bu yontem i¢in heniiz standardizasyon saglanamamistir. Bu nedenle
sonuclarin diger bir molekiiler epidemiyolojik yontem ile dogrulanmasi tavsiye
edilmektedir. Suslarin klonal iligkili olmalari, belli bir susun klinikler arasinda dolastig1
thtimalini akla getirmektedir. Bu ihtimali dogrulamak icin ek calismalar gerekmektedir.
Cevreden, hastalardan, servislerin ortak kullandigi cihazlardan, hatta personelden alinan
orneklerde Acinetobacter baumannii varligi arastirtlip bunlarin da klonal iligkilerine
bakilarak, olasi kaynak belirlenebilir. Bu bakterilerin birden fazla ilaca direng¢li olmalari
tedavide 6nemli sorunlar olusturmaktadir. Antimikrobiklerin yogun bakim {initelerinde ve
immun sistemi zayiflamis kisilerde kullanimi, ¢oklu direngli suslarin seleksiyonuna neden
olmaktadir. Direncte artis, saglik harcamalarimi yiikseltmekte, morbidite ve mortaliteyi
arttirmakta ve yeni patojenlerin ortaya ¢ikisina neden olmaktadir. Bu nedenler ile tedavi
sorunu yaratan bu enzimin varliginin arastirilmasi ve suslar arasinda klonal iliski olup
olmadiginin agiga ¢ikarilmasi, bir hastanedeki tedavi protokoliiniin belirlenmesi ve eger bir

salgin var ise acil ve uygun 6nlemlerin alinmasi agisindan énemlidir.

Ozet olarak, antibiyotiklere karsi c¢oklu direngli olan bu patojenlerin gdz ardi
edilmeyip, yayilmalarinin kontrol altina alinmalarinda etkili stratejilerin belirlenmesi

gerekmektedir.
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6. OZET

6.1. AMAC

Bu calismada; Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Hastanesinde hastalarin kan
kiiltiirlerinden izole edilen A.baumannii izolatlarindan seftazidime direncgli suslarda PCR
yontemi ile PER-1 tipi GSBL enzimatik genlerinin varliginin arastirilmasi ve PER-1 geni
tastyan A.baumannii izolatlar1 arasinda RAPD-PCR molekiiler yontemi ile hastane
ortamindaki genotipik iligki ¢ikartilarak hastane igerisindeki tiir yakinliginin saptanmasi

amaglanmustir.

6.2. GEREC ve YONTEM

Calismaya kan kiiltiirlerinden izole edilen Acinetobacter baumannii suslari
alinmistir. Bakteri identifikasyonu konvansiyonel yontemler ve Phoenix 100 BD
Otomatize Sistemi (Becton Dickinson Diagnostic Systems, Sparks) kullanilarak
yapilmustir. Seftazidim direnci E test yontemi ile belirlenmistir. Seftazidim direngli
suslarda DNA izolasyonu i¢in Qiagen DNA ekstraksiyon kiti (QIAGEN, United Kingdom)
kullanilmistir. PER-1 geninin varligi Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile arastirilmistir.
Polimeraz zincir reaksiyonu, daha onceden tanimlanmis olan PER-1 gen bdlgesine
komplementerini amplifiye eden PERI1-F ve PERI-R primerleri kullanilarak
gerceklestirilmistir. Amplifikasyon iiriinleri %2 agaroz jelde 100 V'da 1 saat yiiriitiildiikten
sonra etidyum bromid ile boyanan jeldeki PER-1 genine ait bantlar UV 1s1k altinda GelDoc
sistemi yardimiyla goriintiilenmistir. PER-1 pozitif A. baumannii suslarmin genetik olarak
birbirlerine yakinliklar1 Random Amplified Polymorphic DNA-PCR (RAPD) ydntemi ile
M13 primeri (5’-GAGGGTGGCGGTTCT-3") kullanilarak yapilmistir. Amplifikasyon
tiriinleri %2’lik agaroz jelde 100 V'da lsaat ve 50 V’da 1 gece yiiriitiildiikten sonra jeldeki
bant goriintiileri UV 1s1k altinda GelDoc goriintiileme sistemi yardimiyla bilgisayar ortamina
aktariimustir. Bant biiyiikliikleri kullanilarak veriler kiimeleme analiz yontemi ile Gel Compar
II (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium) programi kullanilarak dendogrami
yapilmistir.
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6.3. BULGULAR

E test yontemi ile 100 susun 78’1 (%78) seftazidime diren¢li bulunmustur. 78 adet
seftazidim direncli susun PCR analizine gore 18 (%23)susta PER-1 geni saptanmistir.
RAPD yontemi ile 18 adet PER-1 pozitif susun klonal iligkisine bakilmistir. Bantlar

"o

arasindaki benzerlikler "dice smilarity coefficients"’e gore hesaplanmis ve PER-1 pozitif

tiim suslar birbiri ile iligkili bulunmustur.

6.4. SONUC

Calismamizda daha 6nce yayilanan verilerden daha diislik oranda PER-1 pozitifligi
saptanmistir. Ancak c¢aligmamizdaki suslarin ¢ogunun seftazidime direngli olmasi, bu
suglarda farkli diren¢ genlerinin varligmm diisiindiirmektedir. PER-1 varlig1 saptanan
suslarin RAPD analiz yontemi ile klonal iliskisini arastirdigimizda, farkli kliniklerde
klonal iligkili suslarin saptanmasi, hastalarin zaman zaman ayni servislerde yatmasina bagh

olabilir ve bu bulgular servisler arasi yayilim olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Acinetobacter baumannii, PER-1, RAPD, klonal iliski
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7. ABSTRACT

Detection of extended spectrum beta lactamase type PER-1 from the Acinetobacter

baumannii species and investigation of clonal relationship by RAPD PCR

7.1. OBJECTIVE

In this study, the presence of PER-1 type ESBL was investigated in caftazidime
resistant A.baumannii strains isolated from bloodstream infections by PCR and also the
clonal relatedness of the isolates was investigated by random amplified polymorphic DNA

(RAPD) in all PER-1 producing A.baumannii strains.

7.2. MATERIALS and METHODS

A.baumannii strains isolated from bloodstream infections was included in this study.
The isolates were identified as A.baumannii by conventional methods and Phoenix 100 BD
automated System system (Becton Dickinson Diagnostic Systems, Sparks). Ceftazidime
resistance was determined by E-test method. For DNA extraction from ceftazidime-
resistant A.baumannii, Qiagen DNA extraction kit (QIAGEN, United Kingdom) was used.
PER-1 genes were screened by PCR. For PCR; PER1-F and PER1-R primers were used.
Genetic relatedness of PER producing A.baumannii is investigated with RAPD by using
M13 primer (5’-GAGGGTGGCGGTTCT-3"). PCR products were electrophoresed in a 2%
agarose gel and stained with ethidium bromide (Bio-Rad). Gels were scanned and the
images captured by a Gel-Doc-2000 Gel Documentantion System. Data analyses were

performed using Gel Compar II (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium).

7.3. RESULTS

Of the 100 A.baumannii isolates; 78 (78%) were determined as ceftazidime-resistant
by E-test method. Among the 78 ceftazidime-resistant A.baumannii isolates the PER-1
gene was identified in 18 (23%) isolates. The clonal relatedness of the 18 PER-1 positive
isolates were investigated by random amplified polymorphic DNA (RAPD) analysis. The
similarity of the bands were calculated according to "dice smilarity coefficients" and all

PER-1 positive isolates were found as clonally related.
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7.4. CONCLUSION

In our study the prevalence of PER-1 was lower than the previous studies. But
presence of the high ceftazidime resistance rates among these isolates may indicate the
presence of other beta-lactamases. Detection of clonal related isolates with RAPD analysis
among different services may be because of the treatment of these patients at the same

services before and this may explain the spread of PER-1 positive strains.

Key words: Acinetobacter baumannii, PER-1, RAPD, clonal relatedness
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