KIRIKKALE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI
YUKSEK LISANS TEZI

ACINETOBACTER BAUMANNII IZOLATLARININ MOLEKULER
TIPLENDIRILMESI

Rabia CALI

HAZIRAN 2011



Biyoloji Anabilim Dalinda Rabia CALl tarafindan hazirlanan
ACINETOBACTER BAUMANNII IZOLATLARININ MOLEKULER
TIPLENDIRILMESI adli Yiksek Lisans Tezinin Anabilim Dali standartlarina
uygun oldugunu onaylarim.

Prof. Dr. irfan ALBAYRAK

Anabilim Dali Bagkani

Bu tezi okudugumu ve tezin Yiuksek Lisans Tezi olarak butin gereklilikleri

yerine getirdigini onaylarim.

Yrd. Doc. Dr. Ayten CELEBI KESKIN

Danisman
Juri Uyeleri
Bagkan : Prof. Dr. Leyla ACIK
Uye(Danisman) : Yrd. Dog. Dr. Ayten CELEBI KESKIN
Uye : Dog. Dr. Perihan GULER

...... [oooid ...

Bu tez ile Kirikkale Universitesi Fen Bilimleri Enstitlisti Yonetim Kurulu

Yuksek Lisans derecesini onaylamistir.

Prof. Dr. ihsan ULUER

Fen Bilimleri Enstitisu Muaduru




OZET

ACINETOBACTER BAUMANNII 1IZOLATLARININ MOLEKULER
TIPLENDIRILMESI
CALI, Rabia
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsu
Biyoloji Anabilim Dali, Yuksek Lisans Tezi
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Ayten CELEBI KESKIN

Haziran 2011, 96 sayfa

Acinetobacter baumannii hastane infeksiyonlarindan sorumlu 6énemli bir
firsat¢l patojendir. Hastalarda antibiyotik ve 6zellikle solunum yolu kateteri
gibi yabanci madde kullaniminin artmasi Acinetobacter turlerinin yogun
bakim Unitelerinde infeksiyon etkeni olarak daha fazla izole edilmesine sebep
olmaktadir. Oyle ki, Acinetobacter spp. artik Ulkemizde yodun bakim
servislerinde en sik rastlanan gram negatif infeksiyon etkenleri arasinda yer
almaktadir ve maalesef bu izolatlar antibiyotiklere ylksek oranda direncli

olarak bulunmaktadir.

Bu calismada Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi’ nde 2009-2010 yillan
arasinda imipenem direngli A. baumannii izolatlarinin, Rastgele Cogaltiimis
Polimorfik DNA (RAPD-PZR) yontemi kullanilarak tiplendiriimesi ve OXA-23

ve OXA-51 tlrevi enzimlerinin karbapeneme direncgli A. baumannii



populasyonlarindaki sikhiginin belirlenmesi hedeflenmistir. Toplam 105 adet

izolat caligmaya alinmigtir.

105 izolatin hepsinde OXA-23 enzimi pozitif sonug verirken, OXA-51 enzimi
sadece 42, 87 ve 101 no'lu izolatlarda varli§i tespit edilememis olup, diger
bitin izolatlarda pozitif sonug vermistir. imipenem direngli 105 adet A.
baumannii izolati arasindaki genetik uzakliklar RAPD-PZR yontemi
kullanilarak belirlenmistir. A. baumannii izolatlarinin RAPD-PZR islemleri
sayllari 2 ila 8 arasinda degisen 100-2000 bp buyudklGginde DNA

fragmentleri iceren yedi farkli grup ortaya ¢ikarmistir.

Bu bulgular, hastane infeksiyonlarindan sorumlu imipenem direngli A.
baumannii izolatlarinda OXA-23 ve OXA-51 karbapenemazlarin genis yayilim
goOsterdigini  ve RAPD-PZR tekniginin Acinetobacter infeksiyonlarinin
epidemiyolojik arastirmalarinda, A.baumannii genomik identifikasyonlarinda

ve bakteriyel taksonomilerinde faydali bir arag olabilecegini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Acinetobacter baumannii, RAPD-PZR, molekuler

tiplendirme, OXA-23, OXA-51, karbapenemaz.



ABSTRACT

MOLECULAR TYPING OF ACINETOBACTER BAUMANNII 1SOLATES

CALI, Rabia
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, MSc. Thesis
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Ayten CELEBI KESKIN

June 2011, 96 pages

Acinetobacter baumannii is an important opportunistic pathogen responsible
for nosocomial infections. Usage of antibiotics and foreign materials such as
respiratory tract catheters in intensive care units resulted to increased
isolation this microorganism as the cause of infections. Accordingly,
Acinetobacter are now among the top pathogens in Turkish intensive care

units and moreover they are highly resistant to antibiotics.

In this study, it was aimed to genotyped the imipenem-resistant A. baumannii
isolates by using Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD-PCR) method
and to determined the prevalence of OXA-23 and OXA-51 types enzymes in
the carbapenem-resistant A. baumannii populations between 2009 and 2010
in Ankara Training and Research Hospital. A total of 105 isolates were
studied. All of 105 isolates were positive for the presence of OXA-23 enzyme

while OXA-51 enzyme were not detected only the number of 42, 87 and 101

iii



isolates. All other isolates gave positive results. In this study, the genetic
distances between the isolates of the imipenem-resistant 105 A. baumannii
were identified by using RAPD-PCR method. RAPD-PCR assay of A.
baumannii isolates revealed seven different groups comprising of 2 to 8 DNA
fragments of 100 to 2000 bp. RAPD-PCR fingerprinting technique may be
useful tool for epidemiological investigation of Acinetobacter infections and in

A. baumannii genomic identification and bacterial taxonomy.

Key words: Acinetobacter baumannii, RAPD-PCR, molecular typing, OXA-

23, OXA-51, carbapenemase.
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1. GIRIS VE AMAG

Son 20 yil iginde gelismis Ulkelerde ¢oklu antibiyotik direnci gdsteren gram
negatif basillerin hastane infeksiyonlarinin kontrol edilmesinde 6nemli bir
sorun  olusturdugu kanitlanmistir.  Acinetobacter spp., Maltophila,
Stenotrophomonas (Xanthomonas), Pseudomonas aerogenosa’ yiI da igine
alan gram negatif basillerde genis spektrumlu antibiyotiklerle yapilan tedavi
girisimi 1970’ |i yillarda Enterobacteriaceae ailesinde direngli Uyelerin

goOrulme sikhdinda artisa yol agmigtir [1].

Hastaneye basvuran hastalarda infeksiyon ve kolonizasyonda Acinetobacter
spp. onemli rol oynamaktadir. Yogun bakim hastalarinda, 6zellikle ventilator
iligkili pnomonide baskin rol oynarken sekonder menenjit, Uriner sistem
infeksiyonlari, bakteriyemi gibi hastane infeksiyonlarindan da sorumludur [1].
Hastane infeksiyonlari hastanede kalis suresini uzatmakta, ek maliyet

olusturmakta ve dlumlere yol agcmaktadir [2].

Acinetobacter turleri icinde hastane infeksiyonuna neden olan en 6nemli
etken A. baumannii’ dir [3]. Hastane infeksiyonunda Acinetobacter tirlerinin
sik rastlanmasinin nedeni disg ortamda canliliklarini uzun slre korumasi ve
antibiyotiklere ¢ogul diren¢ kazanabilmesidir [1,4]. Genis spektrumliu
antibiyotiklerin asirt kullanimi sonucunda antibiyotiklerin ¢oguna direncli
Acinetobacter tirlerinin olusabilecegi ve tedavisinin guglesebilecegi

dusundlmektedir [5, 6].



Yogun bakim unitesinde bulunan ve solunum destegi alan, bagisiklik sistemi
zayif, uzun sure antibiyotik tedavisi goren hastalarda Acinetobacter’ lerin

hastane infeksiyonu olusturmasi dikkati cekmektedir [7].

Acinetobacter’ ler dogada toprak, su ve insan derisinden izole edilebilir.
Genellikle aksilla (koltuk alti), kasik gibi nemli bolgelerde kolonize olup
saglikh bireylerin de normal deri florasinda bulunan gram negatif bakterilerdir.
Uzun sure cansiz ortamda hayatta kalmasi salginlar olugturmasinda 6nemli
bir faktordlr. Acinetobacter turlerinin digs ortamda, deri ve mukozalarda

bulunmasi epidemiyolojik gcalisma yapilmasini guglestirmektedir [8-10].

Calgsmanin amaci; Ankara Egitim ve Aragtirma Hastanesi’ nde 2009-2010
yillari arasinda nozokomiyal infeksiyon etkeni olarak izole edilmig imipenem
direncgli A. baumannii izolatlarinin, Rastgele Cogaltiimis Polimorfik DNA
(RAPD-PZR) yodntemi kullanilarak tiplendiriimesi ve Acinetobacter tlrlerinde
beta-laktam direncinin temel sebebi olan OXA turi beta-laktamaz
enzimlerinden OXA-23 ve OXA-51 turevi enzimlerini tarayarak karbapeneme

direncli A. baumannii populasyonlarinin sikhginin belirlenmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

Acinetobacter turlerinin canhliklarini surdurebilmesi i¢in gereksinimlerini
minumum duzeyde tutmasi gerekir. Ayrica degisik karbon kaynaklarini
kullanabilmesi dis ortamda saprofit olarak bulunmasina yardimci olmaktadir
[11-13]. Koltuk alti, kasik gibi nemli bolgelerin yani sira derinin normal
florasinda da bulunmaktadir [1]. Cevresel ortamlar dikkate alindiginda
Acinetobacter tiurleri hastane havasi, tansiyon aleti, yatak, Kkateter,
ventilasyon cihazindan da izole edilmistir [1,14]. Hastane personelinin
derisinde devamli olarak bulunan en yaygin gram negatif mikroorganizma
Acinetobacter turleridir [1]. Bakterinin uzun sure canl kalmasi kuruluga olan
dayaniklihgindandir. 21 gun ile 30 gun kuru ortamda canliliklarini korurlar
[15]. Degisik sicakhk ve pH’ larda da yasayabilmesi dayaniklihdinin

gOstergesidir [16].

Acinetobacter infeksiyonlari her boélgede bulunabilmekle birlikte solunum
sistemi, deri ve yarada fazlaca gorulir. Solunum yolundan izole edilenlerin
blyuk bir kismi infeksiyon degil kolonizasyon olarak duasunulir [1,17]. Hasta
bakimi sirasinda deri tasiyiciligi olanlar saglik personelinin  kontamine

olmasina ve etkenin devamli yayllmasina olanak saglar [18].

2.1. Taksonomi ve Tarihge

Gunumuzde Acinetobacter cinsinin Uyeleri pek ¢ok taksonomik degisiklige

ugramugtir. ilk kez 1911 yilinda, Hollandali mikrobiyolog Beijerinck tarafindan



topraktan izole edilmis olup Micrococcus calcoaceticus olarak adlandirilan

Acinetobacter’ ler bu gline kadar en az 15 farkh isimle anilmistir [19].

Diplococcus mucosus dahil [20], Micrococcus calcoaceticus, Alcaligenes
haemolysans [21], Mima polymorpha [22], Moraxella Iwoffii [23] , Herellea
vaginicola [24], Bacterim anitratum [25], Neisseria winogradskyi [26],
Achromobacter anitratus [27] ve Achromobacter mucosus [28] en bilinen
ornekleridir. Baumann ve arkadaglarinin yapmig olduklari bir galismaya gore,
yukarida listelenen farkl turlerin Acinetobacter olarak tek bir cins oldugu
sonucuna varilmistir ve fenotipik 6zelliklerine gore farkh turler iginde alt
siniflara ayirmanin  mimkidn olmadigr goértlmastir [29]. Bu bulgulara
dayanarak, 1971 yilinda Moraxella ve benzer bakterilerin siniflandiriimasinda

Acinetobacter cinsi, resmi olarak kabul edilmistir [30].

Bergey' in Sistematik Bakteriyoloji Kilavuzu (Bergey’ s Manual of Systematic
Bacteriology) nun 1974 yil baskisinda, Acinetobacter cinsi, Acinetobacter
calcoaceticus turl ile incelenmistir [31]. Daha yeni taksonomik verilere
dayanarak, Acinetobacter cinsi Moraxella, Psychrobacter ve ilgili diger
mikroorganizmalarla birlikte Gammaproteobacteria sinifinda Moraxellaceae

ailesi icinde yer almaktadir [32] (Cizelge 2.1).

Cinsin uzun ve karmasik tarihinde Bouvet ve Grimont tarafindan 1986 yilinda
yeni bir atilim yapilmis ve DNA-DNA hibridizasyon ¢alismalarina dayanarak,
12 genetik tar tanimlanmistir. Bunlardan, A. baumannii, A. calcoaceticus, A.
haemolyticus, A. johnsonii, A. junii ve A. Iwoffii tlrleri daha 6nce tanimlanan

turlerdir [33-36].



Yakin zamanda ise insan kaynakh 3 tur, A. parvus, A. schindleri, A. ursingii
[37,38] ve aktif gamurdan izole edilen 7 tur A. baylyi, A. bouvetii, A. grimontii,
A. tjernbergiae, A. towneri, A. tandoii ve A. gerneri olmak uzere 10

Acinetobacter turd tanimlanmistir [39].

Cizelge 2.1. Acinetobacter’ lerin Siniflandiriimasi

Bilimsel siniflandirma

Alem Bacteria
Sube Proteobacteria
Sinif Gammaprobacteria
Takim Pseudomanadales
Aile Moraxellaceae
Cins Acinetobacter (DNA G+C orani 39-47mol%)
Onemli A. baumannii
Klinik A. haemolyticus
Tarler A. calcoaceticus

A. lwoffii




2.2. Morfolojik Ozellikler

Acinetobacter’ ler Proteobacteria subesine ait gram negatif bakteri cinsidir.
Acinetobacter’ ler hareketsiz, fermantasyon yapmayan, oksidaz negatif,
katalaz pozitif, sitrat pozitif, kesinlikle aerob sartlarda blylyen bakterilerdir.
Segcici olmayan besiyerine ekildigi zaman kokobasil morfolojisi gdsterirler.
Kanli agarda beyaz veya krem renkli pigmentli diz ya da mukoid (kapsul
varliginda), opak, 1-2 mm c¢apinda tipik bir morfolojiye sahiptirler. Diger
mikroorganizmalarin buyumesini engellemek icin segici besiyeri kullanimi

onerilmektedir [40,41] (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. a. A. baumannii' nin Elektron Mikroskobundaki Goérintiusu [42]. b.
A. baumannii' nin Gram Boyanmasi [43]. ¢. A. baumannii’ nin

Kanli Agardaki GorunUmu [44].



Nonfermentatif bakterilerden ayrilmasi oksidaz testi ile yapilir [45]. Kamgilari
(flagella) yoktur, sacgak (fibria) mevcut iken tg¢ sekerli demirli besiyeri (TSI) ve

oksidatif fermentatif besiyerinde asit meydana getirmezler [1,12,46].

Kolay Ureyen bir bakteri olup antiseptik sartlarda da canhhgini surdarar.
Plazmid ve kromozomal enzimleri olmasi onun birden fazla antibiyotige karsi

direng kazanmasina olanak saglamaktadir [7].

2.3. Viriilans Ozellikleri

Acinetobacter’ ler virllansi dusuk bakterilerdir. Bagisikhk sistemi guglu
bireylerde infeksiyon olusturmasi zordur. Cogunlukla hastane kokenli
infeksiyonlarda en 6nemli firsat¢i patojenlerdendir. Kanser, yanik, yas ve
badisiklik sisteminin baskilandigi durumlar infeksiyona zemin hazirlar.
Ameliyat, yogun bakimda kalma, ventilatore baglanma, uzun sureli antibiyotik
kullanma, katater kullanimi, sonda kullanimi risk olusturan faktorlerdir

[45,47].

Acinetobacter spp. dusuk virtlansli patojenler olarak kabul edilir, fakat bazen
bu organizmalarin bazi 6zellikleri virtlans 6zelliklerini artirabilir. Bu ozellikleri

arasinda sunlar yer alir [48-50].



1-D-glikoz, D-mannoz, L-ramnoz ve D-glukronik asitten olusan bir polisakkarit
kapsul varligi bakteriyi dig etkenlerden korur. Damar igi katater, sonda gibi
aletlere tutunmay! kolaylastirir.

2-Fimbria veyal/ve kapsuler polisakkarit varligi epitel hicrelere yapismayi
kolaylastirir.

3-Dokudaki lipitlerin yikimina sebep olan enzimleri olusturur.

4-Hucre duvarinin lipopolisakkarit bileseni ve lipid A varligi potansiyel olarak
toksik rol oynar.

5-Demir baglayici dig zar reseptor proteinlerinin bulunmasi ile bakterinin

ihtiya¢c duydugu demirin saglanmasina imkan verilmektedir [45,51,52].

2.4. Patogenez ve Yayilim

Klinikte Acinetobacter infeksiyonlari ile cerrahi aletlerinin kullaniimasi
arasinda iliski oldugu saptanmistir. ilk dnceleri kolonize olan bakteri daha
sonra infeksiyon olusturabilir. Cerrahi girisim sonrasi trakeal tlp, sonda,
katater gibi tibbi malzemelerinin kullaniimasi  Acinetobacter lerde
kolonizasyona neden olmakta, genis spektrumlu antibiyotik kullaniminda
Acinetobacter infeksiyonu icin risk faktori olusturmaktadir [14,53]. Hastane
personelinin ellerinde %15-%33 oraninda Acinetobacter turleri kolonize olup

diger hasta ve aletlere bulastigi gosterilmistir [47].



2.5. Acinetobacter Nedenli Hastane infeksiyonlari

2.5.1. Solunum Yolu infeksiyonlari

Yogun bakim Unitesinde hastane kaynakli akciger infeksiyonu salginlarinin
Acinetobacter spp. kaynakli oldugu belirtilmigtir. Ventilator iligkili pndmonide
Acinetobacter spp. buyuk rol oynamaktadir. Pndmoni nedenini tanimlamak
icin kullanilan bakteriyolojik yontem ne olursa olsun, hastane kaynakl
pnoémonilerin yaklasik %3-5" ine Acinetobacter spp.” nin neden oldugu cesitli

caligmalar bildirilmigtir [54,55].

Ulusal Hastane Infeksiyon calismalarindaki pndémoni olgularinda bu
organizmanin 1990 — 1992 yillari arasinda akciger infeksiyonlarinin %4’ tn(
olusturdugu belirlenmigtir [56]. Spesifik tani yontemleri kullanarak, birgok
arastirmaci Acinetobacter spp.” nin mekanik ventilasyon gerektiren yogun
bakim hastalarindaki pnomonide artan rolunu ortaya koymustur. Mekanik
ventilasyona bagh hastalardan bronkoskopik yontemlerle sinirh sayida saf
ornekler elde edilmistir [57,58]. Pnomonili hastalardan elde edilen 6rneklerde
%15-24 Acinetobacter spp.” nin sorumlu oldugu goérulmagstir. Diger
calismalarda %3-5 daha dusuk infeksiyon sikligi oldugu bildirilirken, bu
veriler hastane kaynakli pnémoniye, Acinetobacter spp.’ nin neden oldugunu

acikca gostermektedir [54,55].



Ventilatér bagiml hastalarin solunum cihazlarini dezenfekte etmek igin rutin
kullanimda etkili prosedurler uygulanmasina ve c¢ok buyuk gelismeler

olmasina ragmen orandaki bu artis ilging bir durum ortaya koymaktadir.

Yogun bakimdaki 159 hastada 13 aylik bir donemde 72 saat mekanik
ventilasyon cihazina bagll kalan hastalarda ventilator kullanimi ve
Acinetobacter kaynakli pndmoni olusumu ortaya konulmaya calisiimistir [59].
Bu calismada 159 hastada %12 A. baumannii ile dogrudan iligkili
nozokomiyal pndmoni gérulirken, vakalarinin %27' sinde ventilator iligkili
pnémoni olugmaktadir. Olim oranlari Acinetobacter spp.” den kaynaklanan
nozokomiyal pnédmoni i¢in %30-75 olarak bildiriimistir. En ylksek oranlari
ventilator bagimh hastalar olarak rapor edilmistir. Her ne kadar istatistikler
hastane kaynakli pnomonide ventilator bagimli hastalarin oraninin yuksek
oldugunu belirtse de 6lium sebebinde asil kaynak Acinetobacter spp.’ dir

[57,58,60].

2.5.2. Bakteriyemi

Bu hastalarda bakteriyemi nedeni solunum yolu infeksiyonudur. Travma ve
yaniklarda tetikleyici etkiye sebeptir [1]. Acinetobacter turleri tek bir patojen
olarak veya polimikrobiyal bakteriyeminin bir parcasi olarak da bulunabilir.
Bagisiklik sistemi zayif hastalarda Acinetobacter turlerinin bakteriyemi
olusturma potansiyeli yuksektir. Bu hastalarda bakteriyemi kaynagi solunum
yolu infeksiyonudur. Malign hastaliklar, travma, yaniklar, bakteriyemi

kaynagini olusturmada solunum yolu infeksiyonlarina eslik eder.
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Bakteriyemide ki ikinci dnemli grup yenidoganlardir. Japonya' da 30 aylk bir
sure icinde yenidogan yogun bakim Unitesinde Acinetobacter septisemisi ile
19 yenidogan rapor edilmistir. Tim olgularin %11’ inde [61] 6lUm goérultrken
uzun suUre yatan bebeklerde sepsis gdzlenmistir. Septiseminin nedeninin
dusuk dogum agirhgi, antibiyotik tedavisi, mekanik ventilasyon ve neonatal
konvulsiyonlarin varligi oldugu belirtilmigtir. Tum bebekler ciddi klinik belirtileri
ve septik sok belirtileri gosterirken, gerekli solunum destegi ve uygun
antibiyotiklerle sorunsuz bir sekilde tedavisi yapilmistir. Yenidogan yogun
bakim Unitesinde 31 aylik bir sirede Acinetobacter sepsisi dokuz olgu da
izlenmistir. Boylece Acinetobacter spp. yenidogan yogun bakim Unitelerinde

ciddi hastane infeksiyonlarina neden olanlar listesine eklenmistir [62].

Cerrahi yara infeksiyonlari Acinetobacter spp.” den kaynaklanir ve yetigkinler
icin risk faktéri olarak tanimlanmaktadir. Boyle yara infeksiyonlari
bakteriyemiye yol acabilir. Yanikli hastalarda Acinetobacter kaynakl

bakteriyemiyi tanimlayan raporlar da mevcuttur [63,64].

Cesitli calismalarda vaskuler kataterizasyon ve Acinetobacter infeksiyonu
arasinda bir iligki oldugu gosterilmistir [65,66]. Kirksekiz saatte bir katater

degisimi Acinetobacter infeksiyon riskini azaltabilir [67].

Genel olarak altta yatan hastalik, hastanin prognozunu belirlemede eftkili
goOrulmektedir. Malign hastaligi olan ve yaniklari bulunan hastalarin prognozu

daha koétl iken, travmalil hastalar daha iyi bir prognoza sahiptir [68].
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2.5.3. Menenijit

Mortalite orani %20 ile %27 arasinda degigirken hastalarin blyuk kismini
yetiskin erkekler ile norosurujik mudahele geciren hastalar meydana

getirmektedir.

Ventrikulostomi, asir antibiyotik kullanimi, 5 ginden fazla ventrikuler katater
kullanimi menenjit gelisiminde onem olusturmaktadir. 1967 yilina kadar
yaklasik 60 civarinda toplum kdkenli Acinetobacter menenijit vakalari rapor
edilmistir. Ancak 1979 yilindan bu yana, vakalarin buyuk c¢ogunlugunu,

hastane infeksiyonlari olusturmaktadir [60,69,70].

Acinetobacter turleri ile meydana gelen nozokomiyal menenjit vakalarinda
beyin omurilik sivisi purulan menenijit 6zelligi gosterir. Klinik bulgu olarak
genellikle bayllma ve genel durumda bozulma géze ¢arparken, ense sertligi
nadiren gorulen bir bulgudur [1,71,72].

Birincil menenijit sporadik vakalar arasinda bildiriimesine ragmen o6zellikle
beyin cerrahisi veya kafa travmasi ardindan, ikincil menenijit ortaya

cikmaktadir [73].

2.5.4. Uriner Sistem infeksiyonlari

Acinetobacter spp. nadiren hastane kaynakli idrar yolu infeksiyonuna neden

olmaktadir. Yogun bakim hastalarinda, yasli, bakima muhtag hastalarda ve

surekli idrar katateri olan hastalarda sik olarak gorulmektedir.
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Erkeklerde prostat blyUmesinde kataterin tercih edilmesi infeksiyonda
erkeklerin blyulk ¢ogunlukta olmasina yol agcmaktadir. Surekli idrar sondasi
kullanan hastalarda gelisen idrar yolu infeksiyonu ile Acinetobacter spp.’ nin
neden oldugu infeksiyon arasindaki ayrimin iyi yapilmasi gereklidir

[60,74,75,76] .

2.5.5. Diger infeksiyonlar

Cene ile ilgili cerrahi girisimlerde, acgik kalp cerrahisi sonrasi enfektif
endokardite nadir de olsa Acinetobacter spp.’ nin neden oldugu bildirilmistir
[77]. Acinetobacter  kaynakli enfektif endokarditi ile  diger
mikroorganizmalarin neden oldugu enfektif endokarditi klinik olarak

birbirinden ayirmak oldukga gugtar.

Acinetobacter spp. surekli ayaktan periton diyalizi uygulanan hastalarda
peritonite  neden olabilmektedir. Hastanede uygulanan tekniklerdeki
yetersizlik ve diyabet altta yatan risk faktorleridir. En sik goérulen belirtiler
karin agrisi veya bulanik diyalizat ve bazi hastalarda ates gortlmesidir. Cogu
hastada periton diyalizi birakmadan antibiyotik tedavisine yanit vermektedir

[78-80].

Acinetobacter ler kolanjit, malign hastaligi veya koledokolitiazis kaynaklanan
tikanma sariligi olan yasl hastalarda, septik komplikasyonlarda oncelikle yer

alan patojenler iginde bildirilmistir.
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Travma sonrasi g6z infeksiyonlarinda kontakt lens kullaniimasi ve korneanin
degistiriimesi sonrasinda gelisen g6z infeksiyonlarinda en blydk neden

olarak Acinetobacter spp. yer almaktadir [81-84].

2.6. Tedavi

Antibiyotiklere duyarli olan A. baumannii infeksiyonlarinin tedavisinde genis
spektrumlu sefalosporin, beta laktamlar, aminoglikozid ile birlikte kullanilan
karbapenemler yer alir. A. baumannii’ de ¢ogul antibiyotik direnci olmasi

nedeniyle infeksiyonun tedavisi oldukg¢a zordur.

Cogdul antibiyotik direnci gosteren izolatlarin yol acti§i infeksiyonlarda
antibiyotik kullanma secgenegdi sinirlanirken karbapenem, sulbaktam ve
kolistin etkisi yuksek olan antibiyotikler arasinda yer almaktadir [85-87,88].
Son zamanlarda Acinetobacter’ lerin olusturdugu infeksiyonlarda imipeneme

direncin arttigi da gézlenmektedir [89,90].

2.7. Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalari

Tibbi ve bilimsel arastirmalar, Acinetobacter spp.” de bulunan antibiyotik

direng oranlarinin yuksek oldugunu bildirmektedir [91-95]. Yogun bakim

Unitesindeki hastane infeksiyonlari ile hastalarin tedavisi sirasinda c¢ikan

problemler cogul antibiyotik direnci olusmasi nedeniyledir.
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1970’ lere kadar Acinetobacter nedenli hastane infeksiyonlarinda gentamisin,
minosiklin, nalidiksik asit, ampisilin veya karbenisilin ve antibiyotik
kombinasyonlari ile basarili sonuglar alinirken 1971 ve 1974 yillari arasinda
gelisen antibiyotik direnci ile basari orani azalmistir. 1975 yilindan bu yana,

Acinetobacter spp.’ nin klinik direncinde artis gorulmektedir [96-99].

Izolatlar yiksek oranlarda antibiyotiklere karsi direngli hale gelmistir.
Acinetobacter’ ler klinikte kullanilan birgok antibakteriyel ilaglara
aminopenisilinlere, ureidopenisilinlere, dar spektrumlu (sefalotine) ve
genisletiimis spektrumlu (sefamandole) sefalosporinler [98,100], sefoksitin

sefamisin [96], kloramfenikol, tetrasiklinlere dayanikli hale gelmistir [101].

Yakin zamana kadar, imipenem izolatlarin %100’ Gn de etkinken ne yazik ki,
hastane salginlarinda son zamanda kapsamli analizlerle imipenem direngli

izolatlarin ortaya c¢iktigi bildiriimektedir [102,103]. Bu durum Acinetobacter

lerde tedavi surecindeki basariyi tehdit etmektedir.

Acinetobacter’ ler toprak ortaminda uzun sure canl kalabilen hizli antibiyotik
direng gelistirme egiliminde olan bir cinstir. Antibiyotiklerin yaygin kullanimi
ile hastane ortaminda Acinetobacter spp. patojen olarak ortaya ¢cikmaktadir.
Kromozomal gen transferi Acinetobacter spp.” de de gosterilmigtir [104-106].
Konjugasyon bu cinsin Qyeleri arasinda antibiyotik direng genlerinin
transferinde onemli bir rol oynadigi belirtilmistir [107,108]. Plazmid ve
transpozonlar, Acinetobacter’ ler ve prokaryotik organizmalarin biyolojisinde

onemli bir rol oynamaktadir [109].
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Acinetobacter’ lerin %80’ inde farkh molekuler buyukligune sahip plazmidler
bildirilmistir  [109-111]. Klinik o6rneklerdeki A. baumannii izolatlarinin
antibiyotik direncinde plazmid aracili transferin rol aldigi éne sUrUlmustar.
Birden fazla antibiyotik diren¢ geni tasiyan transpozonlar Acinetobacter spp.’

den izole edilmigtir [109].

2.7.1. B-Laktam Antibiyotiklere Diren¢ Mekanizmasi

B-laktamlar beta laktam halkasi iceren bakteri hiicre duvarinin sentezini
durdurarak antibakteriyel aktivitesi olan antibiyotik grubudur [112].
Penisilinler, sefalosporinler ve karbapenemleri iceren p-laktam antibiyotikler,
peptidoglikan transpeptidazi geri dénusimsuz olarak aktifligini gidererek
bakteride hicre bolinmesini engeller. Transpeptidazlar bakteri hucre
duvarindaki peptidoglikan polimerlerin ¢apraz baglarini pargalar. Bu

polimerizasyonun engellenmesi hucre 6lumune yol acar [113,114].

Beta laktamazlar ise tamamiyle bakteriyel kokenli enzimlerdir ve beta laktam
antibiyotiklerini etkisiz hale getirirler ve beta laktam antibiyotiklerinin dlumcul
etkisine karsi organizmayi korurlar. Bu enzimler beta laktam antibiyotiklere
kargi bakteriyel direncin birincil sebebidir [115,116]. B-laktamazlar, [-
laktamlarin etkisini siklik amid bagini parcalayarak yok eden enzimlerdir.
Enzim faaliyeti ile beta laktam halkasi hidrolize edilerek parcalanir ve ilag
etkisiz hale getirilir. Hidroliz siklik amid (=C-N ) bagina bir H,O molekuli

eklenmesi ile gergeklesir.
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Beta laktamazlar aminosit dizisine goére A, B, C, D olmak Uzere 4 farkh
molekuler sinif olarak gruplandirihrlar [117,118]. Sinif A, C ve D B-
laktamazlar, B-laktam ilaglarini etkisiz hale getirmek icin aktif serin kokunu
kullanirlar [119]. Molekuler sinif B olarak gosterilen enzimler katalitik
aktiviteleri icin ¢inko gerektiren metallo enzimlerdir ve tamemen farkli bir
mekanizma ile ¢ahligirlar [120,121]. Her dort sinifinda kromozomal ve plazmid
kokenli temsilcileri vardir [122]. Sinif A serin penisilinazlar, Sinif B metallo-
enzimler, Sinif C serin sefalosporinazlar ve Sinif D oksasilini hidrolize eden

serin beta laktamazlari icermektedir [123,124].

Acinetobacter turlerinde beta laktamlara 3 sekilde direng gelismektedir
[1,125].

1- Penisilin baglayan proteinlerde olusan degisiklikler ile gelisen direng

2- Dig gegirgenliginde azalma

3- Plazmid ve kromozomal kaynakli beta laktamaz Gretimi

Penisilin baglayan proteinlerde (PBP) olusan degisikliklerle gelisen direng
kromozomal mutasyon sonucu meydana gelir. Bu ya PBP’ nin beta
laktamlara ilgisinin azalmasi ile ya PBP sayica eksilmesi yada beta
laktamlara ilgisi az olan yeni PBP sentezlenmesi ile gergeklesir (126).
Bakterilerde 2 grup penisilin bagayan proteinler saptanmigtir. Bunlar dugsuk
molekul agirlikli PBP (D-D-Karboksipeptidaz) ve yuksek molekul agirliklh PBP

(transpeptidaz ve transglikolizas)’ dir [127].
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Dis zar proteinleri ya da PBP’ lerdeki degisiklik gecirgenligin azalmasina bu
da karbapenem direncinin olusmasina yol acar. Karbapenemazlar A.

baumannii’ de direng olusmasinda énemli bir rol oynamaktadir [128-130].

Acinetobacter spp.” de Sinif D karbapenemazlar dort alt gruba ayriimistir.
OXA-23, OXA-27 ve OXA-49 birinci alt grubu, OXA-24, OXA-25, OXA-26 ve
OXA-40 ikinci alt grubu, OXA-51 Uguncu alt grubu, OXA-58 doérdlincu alt

grubu olusturmaktadir.

Acinetobacter turlerinde en stk OXA-51, OXA-58 ve OXA-23 bulunmaktadir
[131,132]. OXA-51 enzimi zayif bir enzim olup az salgilanmasi nedeniyle
diren¢ olusturmayabilir. Fakat iyi bir promotor ile desteklendiginde salgilanma
orani yukselir ve direng meydana getirir. OXA-51 ilk defa klinik A.baumannii
izolatlarinda Arjantin’ de belirlenmis ve OXA-51 geninin kromozom kaynakli
oldugui ileri surtlmustar [133].

B-laktamazlar diren¢ olusumunda tek sebep olmayip hicre duvarinin

gegirgenligindeki azalmada direncin olusumuna neden olmaktadir [45,134].

2.8. Tiplendirme Yontemleri

Salginlarin degerlendiriimesinde olgular arasindaki iliskinin dogru bigimde
ortaya konulmasi onemlidir. Yeterli epidemiyolojik veri varliginda secilecek en
uygun alt tipleme yontemiyle salgina neden olan izolatlarin birbiriyle iligkileri
arastinimahdir. Alt tipleme veya izolat siniflandiriimasi olarak ifade edilen
tiplemede baz fenotipik ve genotipik 6zelliklerden yararlaniimaktadir

[135,136].
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Tiplendirme ydntemleri standartize edilmis, duyarh ve 6zgul olmali ayrica tim
tiplendirme sistemlerinin tekrar edilebilirligi, ayrim gucu, uygulama ve
degerlendirme kolayhgi belirlenmis olmalidir. Fenotipik yontemler molekuler
yontemlerle kiyaslandiginda, ayrim gucunun daha yuksek oldugu ve birgok

tire uygulanabilir oldugu gorulmustur [137,138].

2.8.1. Fenotiplendirme

Fenotipik tiplendirme yontemlerinin baglicalari; biyotiplendirme, serotiplendir-
me, bakteriyofaj tiplendirme, antibiyotik duyarllik 6zellikleri (antibiyogram), ve
protein profillerine dayal sistemleri igine alan tekniklerin kapsamli bir

incelemesidir [1].

2.8.1.1. Biyotiplendirme

Bakterilerin Ureme yetenekleri ve biyokimyasal ozelliklerinin kullanildigi
tiplendirme metodudur. Mutasyonlarin biyokimyasal 06zellikler Uzerindeki
etkisi bu yontemin dezavantajidir. Bu durum bu yontemin ayrim gucunu

zayiflatmaktadir [138].

ikili &zellikleri iceren biyokimyasal profiller, izolatlarin karsilastirmali
tiplendirilmesi icin kullanilir (sonug pozitif veya negatif olarak belirtilir) [139].
Towner ve ark. [139] APl 20NE sistemini kullanarak 122 farkl Acinetobacter
izolatini 31 farkh biyotipe ayirmiglardir [139]. Fakat bu sistemin duyarhlik ve

tekrarlanabilirligi bazen sorun yaratabilmektedir [140].
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2.8.1.2. Serotiplendirme

Bakteri yuzeyinde yer alan antijene 0zgu antikorlari kullanma esasina
dayanan bir yontemdir [137,138]. Serotiplendirme ydntemine gobre
Acinetobacter izolatlari igin ¢ok sayida ¢alisma yapilmig, ancak sinirli sayida
basari elde edilmistir. Bu nedenle epidemiyolojik olarak tanimlanan turlerin
DNA-DNA hibridizasyon caligsmalari ile desteklenmesi yararli olmaktadir

[21,141,142].

2.8.1.3. Bakteriyofaj Tiplendirme

Fransa ve diger Avrupa Ulkelerinden elde edilen epidemiyolojik ¢alismalarda
¢cok sayida farkli Acinetobacter fajlari tanimlanmistir. Bazi salginlarda 17 ve

124 numarali predominant faj tipleri tespit edilmistir.

Ancak, bu sistem yalnizca Paris' te Pasteur Enstitusinde faj fiplendirme
merkezinde yapilmaktadir. Bu yontem zaman alici olsada diger yontemlerle

birlikte kullanildiginda etkili bir yontem haline getirilebilir [91,143-147].

2.8.1.4. Antibiyotik Duyarlilik Ozellikleri (Antibiyogram)

Antibiyotik duyarlilik 6zellikleri, izolatlarin benzerliklerine gore gruplandirmak

ve direng gelisimini tespit etmek icin kullaniimaktadir. Genellikle minimal

inhibitdér konsantrasyon (MIK), breakpoint (kesme noktasi) ve disk difiizyon

zon degerleri kullaniimaktadir. Tiplendirme igin antibiyogram sonuglarinin
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diger yodntemlerle ve epidemiyolojik verilerle birlikte degerlendiriimesi
gerekmektedir. Bazen benzer olmayan izolatlar ayni antibiyogram profilini
gOsterirken, bazen de infeksiyon ataklari sirasinda duyarlilik profilleri

degismektedir [9,95,148-151].

2.8.1.5. Protein Profilleri

Acinetobacter turleri ile ilgili epidemiyolojik ve taksonomik ¢alismalarda hem
hicre duvari proteini hem de total hucre proteinleri kullaniimistir. Hucre
duvari proteinlerinin sodyum dodezil sulfat poliakrilamid jel elektroforezindeki
analizinde epidemiyolojik olarak iliskili izolatlarda benzer profiller bulunurken,
iliskisiz izolatlarda farkhliklar gézlenmistir. Bu yontem hastane salginlarinda

ve endemik ataklarda basari ile uygulanabilmektedir.

Tam hdcre proteinlerinin elektroforetik analizi 6rnek hazirlama asamasinda
hicre duvari proteinlerine kiyasla daha basit olmasi nedeniyle daha
avantajlidir. Bazi c¢alismalarda Acinetobacter salgin izolatlari arasinda
benzerlik saptanirken, iligkisiz kontrol izolatlarinda uyumsuzluk oldugu
gOsterilmistir. Fakat diger fenotipik temelli yontemlerde oldugu gibi farkl
kaynaklardan gelen izolatlardaki farkliliklar acisindan dikkatli olunmasi

gerekmektedir [152,153].
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2.8.2. Genotipik Yontemler (Molekiiler Yontemler)

Farkli kaynaklardan koken alan genomik olarak iligkisiz orneklerin
ayrilmasinda, infeksiyon halkasinin bir pargasi olarak ortak atadan kdken
alan Ornekler arasindaki ilgkiyi agiklamak igin genotipik yontemlere
basvurulmaktadir [154].

Molekuler tiplendirme yontemleri; plazmid profili, Restriksiyon fragment
uzunluk polimorfizmi (RFLP), ribotiplendirme, pulse field jel elektroforezi

(PFGE), Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) temelli ydntemler.

2.8.2.1. Plazmid Profili

Plazmid profili analizi, bakterilerde bulunan plazmidlerin sayr ve molekiil
agirliklarindaki benzerlikleri ortaya koyan ve Acinetobacter izolatlarinin
epidemiyolojik tiplendiriimesinde basariyla kullanilan hizli ve basit bir

yontemdir [155].

Acinetobacter turlerinde bulunan plazmidler hem molekuler agirhik hem de
sayica farklilik gostermektedir. Yapilan bir calismada, A. calcoaceticus - A.
baumannii turlerine ait 13 izolatta 1-4 adet 2.1 - 100 kb buyuklugunde

plazmide rastlanmistir [156].

Plazmid  profilleri analizi  Acinetobacter infeksiyonu  salginlarinin

belirlenmesinde yararli olmaktadir [67,140,150,157].
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lyi bir yéntem olmasina ragmen bir cok plazmidin kazanilip kaybedilmesi bu
yontemin dezavantajidir. Acinetobacter’ lerin epidemiyolojik ¢aligmalarinda
diger molekuller yontemlerle desteklenmesi halinde daha faydali bir yontem

haline gelmektedir [158].

2.8.2.2. Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

Yontemde mikroorganizmalarin  yogun kultlrlerinden elde edilen veya
molekuler yontemlerle c¢ogaltilan kromozomal DNA, uygun restriksiyon
enzimiyle kesildikten sonra agaroz elektroforeziyle DNA parcalarinin
ayristirimasi saglanmaktadir. Yontem, tekrarlanabilirligi yuksek, kolay, hizli
ve ucuzdur. Fakat restriksiyon enziminin kromozomal DNA’ da ¢ok sayida
kesim yapmasi sonucu olusan fazla sayidaki bantlarinin degerlendiriimesinde
sikintilar vardir. Bu sikintilar agmak icgin olusan bantlarin belirli bir kismiyla
hibridizasyona girebilecek problardan yararlaniimaktadir. Bunun igin
agarozdaki DNA parcalarinin denature edilmesi, naylon membrana
aktarilmasi ve isaretli problarla hibridizasyonu yapilmaktadir. Probla hibridize
olan DNA pargalarinin olusturdugu bant profili degerlendiriimektedir

[135,155,159].

2.8.2.3. Ribotiplendirme

Bakteriyel genom polimorfizminin Southern-blot analizi ile gosteriimesinin en
yaygin kullanim seklidir. Tekrarlanabilirlik ve stabilitesi iyi olan bir yontemdir.

Ayrim gucu orta seviyededir. Her tlr i¢in uygun enzimler secilmeli ve iki ya da
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Uuc enzimin kullaniimasiyla ayirt edicilik arttiriilmahdir. Zaman alici ve
oyalayicidir.16S ve 23S rRNA’ yi kodlayan genleri kismen ya da tamamen
iceren genomik DNA restriksiyon fragmentlerinin analizidir. TUrler arasinda
ribozomal RNA’ nin alt birimlerini kodlayan genler bakteri kromozomu
boyunca dagilmaktadir ve bunlarin arasindaki DNA dizilimleri farkh

uzunluklarda olabilmektedir.

Endonukleaz enzimlerle kromozomal DNA’ nin kesilmesi sonucunda olusan
parcalar ribozomal RNA probuyla hibridizasyona sokuldugunda, kdkene 6zgu

DNA bant profilleri elde edilmektedir.

rRNA’ y1 kodlayan genler ¢ok korunmus oldugundan tek bir probla (16S ve
23S rRNA Escherichia coli - Universal prob) tim bakterilerin alt tiplemesi

yapilabilmektedir.

Ayrica, bakterilerin ¢cogu ¢ok sayida ribozomal operon icerdiginden elde
edilen fragmentler tarler ici ve tirler arasi ayrima yetecek sayidadir. Bu
yontem vyaygin olarak P. aeruginosa, Acinetobacter spp., Neisseria
meningitidis ve Enterobacteriaceae Uyeleri gibi bircok gram negatif bakterinin
tiplendiriimesinde kullaniimakla birlikte, Enterococcus spp., Streptococcus
pyogenes, S. aureus gibi gram pozitif bakteriler icin de kullaniimaktadir

[135,155,160].
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2.8.2.4 Pulse Field Jel Elektroforezi (PFGE)

Agaroz icine gomula haldeki bakteri ve Okaryotik hucrelerden yapisal
batlnligu bozulmadan izole edilen kromozomun, restriksiyon enzim profilinin
belirlenmesi esasina dayanir. Geleneksel agaroz jel elektroforezinde 40-50

kilobaz (kb) dan daha buyluk DNA parcalari ayirt edilememektedir.

Blyuk pargalarin ydratulmesi, akim yonunudn periyodik bir sekilde
degistirilmesiyle mumkun olabilmektedir. PFGE’ de belirli araliklarla elektrik
akiminin yonu degigtirilerek restriksiyon enzimiyle kesilmis kromozomal DNA’
dan olusan 10-800 kb arasinda uzunluga sahip pargalar, etkin bir sekilde
ayrilmakta ve bunun neticesinde yaklasik 5-20 kadar, farkli bayuklikte DNA

bant profili ortaya ¢cikmaktadir [155].

Yontemde; DNA izolasyonu ve restriksiyon enzimi ile kesim islemleri agaroz
kaliplari icinde yapilmakta, daha sonra icinde kesime ugratiimis DNA
parcalari bulunan kaliplar, elektroforez uygulanacak agaroz igindeki uygun
cukurlara yerlegtirilerek belirli araliklarla yonu degistirilen elektrik akimina

tutulmaktadir.

Halen bircok gram pozitif ve gram negatif bakteri ile mayalarin
tiplendiriimesinde altin standart olarak kabul edilmektedir. Diger yontemlerle
kiyaslandiginda zaman alici ve laboratuvarlarinin kurulmasi pahaldir.
Laboratuvarda sonugclarin bir kag glin sonra ¢ikmasi ve kalifiye elemana

gerek duyulmasi bakimindan zahmetli bir yontemdir.
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Ancak ustin adaptasyon kolayhgi, tekrarlanabilirligi ve ayrim glcu
nedenleriyle major nozokomiyal patojenlerin ve bazi toplum kaynakl

patojenlerin tiplendiriimesinde gecerli olan bir tipleme yontemidir [161].

2.8.2.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), 6zel bir DNA segmentinin hiicreden ayri
ortamlarda milyonlarca kopyasinin enzimatik sentezini icerir. ilk kez 1985
yihinda Mullis tarafindan gelistirilen PZR’ nin bulunmasi hem arastirma hem

de Klinik laboratuvarlarda surdurtlen DNA analiz yontemlerini degistirmistir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu; DNA’ nin denatire olmasi, iki oligonukleotid
primerinin DNA’ daki hedef bodlgeye baglanmasi ve zincir uzamasi olmak
Uzere U¢ asamada gerceklesir. DNA’ nin denatlrasyonundan sonra her bir
primer denatire olmus zincirlerin birine baglanir ve zincir uzamasi 5 —3’

yonunde devam eder. Zincir uzamasi DNA polimeraz ile gergeklesir.

DNA'’ nin denaturasyonu, primerlerin baglanmasi ve DNA’ nin sentezinden
olusan bu U¢ asama bir tek PZR ddngusunu teskil eder. Denatlrasyon 94°C-
96°C, primerlerin baglanmasi 37°C-65°C, DNA’ nin sentezi ise 72°C

sicakliklarda gerceklesir. Bu dongu yaklasik 45 kez tekrarlanir.

Sonu¢ olarak tekrarlanan denatlirasyon, primer baglanmasi ve zincir
uzamasi reaksiyonlari ile istenilen bolgenin milyon kez gogaltiimasi saglanir.
PZR Urdndndn uzunlugu iki primerin ve hedef DNA bdlgesinin uzunlugunun

toplamina esit uzunluktadir [162-164].

26



Molekuler seviyedeki genetik arastirmalarda genel problem fenotipik
varyasyonlarin temelini teskil eden &6zel DNA dizi farkhliklarinin

belirlenmesidir. Bu amagla gelistirilen PZR ¢ok hassas bir yontemdir.

PZR’ nin geligimi ile birlikte genetik farkliliklarin belilenmesi ve tanimlanmasi
icin pek ¢cok molekuler teknik gelistiriimektedir [165].

Sistematik problemlerin ¢ézimunde farkh DNA temelli sistemlerle genotipin
dogrudan ya da dolayli olarak belirlenmesi hedeflenmigtir. DNA temelli
analizler, sorun ¢ézUmunde umut verici bir yol olarak on plana ¢ikmaktadir.

PZR, bu analizlerin temelini olusturmaktadir [163,166,167].

2.8.2.6. Rastgele Cogaltilmisg Polimorfik DNA (RAPD)

1990 yilinda Williams ve arkadaslari [168], Welsh ve McClelland [169], DNA
dizilerinin bilinmesine gerek duyulmayan polimorfizmin belirlenmesi icin PZR’

a dayali bir yontem tanimlamiglardir.

Rastgele cogaltiimis polimorfik DNA (RAPD) belirleyicileri tek, kisa ve
rastgele oligonukleotid primerler kullanarak bilinmeyen DNA dizilerinin
¢ogaltimasina dayanir. Bu yontem duyarli, hizlhh ve ¢ok sayidaki 6rnege
uygulanabilen bir tekniktir. Bu primerler genetik belirleyici olarak ve 6zgun
nukleotid dizi bilgilerinin olmadidi zamanlarda polimorfizmi belirler ve genetik

haritalarin olusturulmasinda kullanilabilir.
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RAPD yoéntemi RFLP’ nin teknik olarak pek ¢ok sinirlayici 6zelligini ortadan
kaldirmigtir. Bu teknik cinslerdeki populasyon genetigi ¢alismalarini igeren

pek ¢cok genetik analizlerde de kullanihir [170-173].

RAPD igleminin bazi 6rneklerde genomik DNA’ daki tek bir baz degigikligini
bile belirleyebilecedine inaniimaktadir. Ayni uzunluktaki bir DNA segmenti bir
bireyde c¢ogalma yaparken digerinde yapamayacagindan dolayr hemen

hemen butin RAPD belirleyicileri dominanttir [174].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. A.baumannii izolatlarinin Toplanmasi

Bu calismada, Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesinde 2009-2010 yillari
arasindaki ¢esitli kliniklerde yatan 105 hastadan imipenem direngli
Acinetobacter baumannii izolati galigmaya dahil edilmistir. Ayni hastadan tek
bir materyal olacak sekilde 6rnek alinmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. imipenem Direncli A. baumannii Turiiniin Kliniklerde Yatan

Hastalara Gore Dagilimi.

Klinikler Hasta Sayisi Yizde (%)
Anestezi Reanimasyon YB 43 41
Beyin Cerrahi YB 11 10
Noroloji YB 26 25
Dahiliye Servisi 10 9
Plastik Cerrahi 5 5
Ortopedi Servisi 3 3
Dermatoloji servisi 1 1
GOz hastaliklar servisi 1 1
Acil Servis 5 5
TOPLAM 105 100

YB : Yogun Bakim
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3.1.2. Kimyasal Maddeler

Bu calismada, Tris, EDTA, sodyum dodesil sulfat (SDS), kloroform,
hidroklorikasit (HCI) gibi maddeler Merck, etidyum bromur, bromofenol mavisi
Carlo ERBA, agaroz Sigma-Aldrich Chemie Gmbh firmalarindan elde

edilmistir.

Taq polimeraz tamponu ve Taq polimeraz MBI Fermentas, Fermantas Ltd.,
Vilnius, Lithuania firmasindan alinmigtir. Calismada kullanilan primerler,
Operon dizilerinden segilmis ve Heliks firmasi tarafindan Ella Biotec GmbH’

de sentezlettiriimis ve liyofilize formda teslim alinmistir.

3.1.3. Mikroorganizmalarin izolasyonunda Kullanilan Besiyerleri

Kanli Agar: 37 gr Plasmatec marka blood agar base tartilarak hacim 1000
ml’” ye tamamlanmistir. Manyetik karistiricida karigtinlarak, 121 °C’ de 15
dakika steril edilmis ve steril petrilere dokulerek kulanima hazir hale

getirilmigtir.

Eosin-Metilen Blue Agar (EMB): Toz EMB (Oxoid, ingiltere)’ den 37,5 gr
tartilarak hacim distile su ile 1000 mlI’ ye tamamlanmigtir. Manyetik
karigtiricida karistirilarak, 121 °C’ de 15 dakika steril edilmis ve steril petrilere

dokulerek kulanima hazir hale getirilmigtir.
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3.1.4. DNA izolasyonu igin Gerekli Cozeltiler

- Stok Tris ¢ozeltisi: 500 mM Tris ( pH 8).

- Stok EDTA ¢ozeltisi: 500 mM EDTA (Etilendiamin-tetra-asetik asit
disodyum tuzu) (pH 8).

- Ekstraksiyon tamponu (PK ¢oézeltisi): 1 mg/ml proteinaz K, 0.2 M
EDTA, 0.1 M Tris HCI ( pH 8.0), %1 SDS (sodyum dodesil sllfat)

- Fenol

- Kloroform

- Sodyum Asetat: 3M Sodyum Asetat

- %90 Etanol

- %70’ lik Alkol

- TE tamponu: 10mM Tris-HCI (pH 8), TmM EDTA (pH 8).

3.1.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonunda Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

- Taq polimeraz tamponu 10x: 100 mM Tris-HCI (pH 8,3), 500 mM KCl,

1 mg/ml jelatin

- MgCl,: 25 mM

- Nukleotit Karigimi: 25 mM dNTP (dATP, dGTP, dTTP, dCTP)

- Taq polimeraz: 5 u/ pl

- Primerler: Calismada kullanilan primerler Cizelge 3.2’ de verilmistir.

31



- Cizelge 3.2. Calismada Kullanilan Primerler.

Primer adi Primer dizisi 5—3’

OPA11 CAATCGCCGT

OPA14 TCTGTGCTGG

OPBO05 TGCGCCCTTC

M13 GAGGGTGGCGGTTCT

OXA23F CCCGAGTCAGATTGTTC
OXA23R TCCATCTGGCTGCTCAA
OXA51F ATGAACATTAAAACACTCTTACT
OXA51R TATAAAATACCTAATTGTTC

3.1.6. Agaroz Jel Elektroforezi igin Kullanilan Gozeltiler

- Agaroz: %2’ lik (w/v) agaroz TAE tamponunda ¢ozulerek
hazirlanmistir.

- Tris asetat (TAE) tamponu (x50) (pH 8): 242 g Tris base, 57,1 mi
Glasial asetik asit, 0,5 M 100 ml EDTA (pH 8), saf su.

- Yukleme tamponu: %40 sukroz, %0,025 bromofenol mavisi, %0,25
ksilen siyanol.

- Etidyum bromdar: 10 mg/ml derisimde hazirlanmis ve koyu renkli

siselerde muhafaza edilmigtir.

3.1.7. Sterilizasyon

Steril kullanilmasi gereken tim tampon, ¢dzelti ve besiyerleri, 121 °C’ de 15

dakika sterilizasyona tabi tutulmustur.
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3.2. Yontem

3.2.1. A. baumannii izolatlarinin izolasyonu ve Tanimlanmasi

Cesitli kliniklerde yatan hastalardan gelen 6rnekler kanli agar ve EMB
besiyerlerine ekilerek bir gece 37°C’ de inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen
koloniler, aerobik, gram negatif, hareketsiz, diblokok veya kokobasil
morfolojisinde, katalaz pozitif, oksidaz negatif bakteriler Acinetobacter
suphesiyle ileri tanimlama (identifikasyon) testlerine alinmistir. Acinetobacter
izolatlari, VITEK 2 KOMPACT 60 (bioMerieux, Fransa) cihazinda izolatlarin

tur dizeyinde tanimlanmalari ve antibiyogram duyarlilik testleri yapiimistir.

3.2.2. A. baumannii izolatlarinin DNA izolasyonu

Acinetobacter baumannii izolatlarinin DNA izolasyonu Welsh ve arkadaslari

[175] na gore yapilmistir.

1-(-)20 °C’ de muhafaza edilen saf kultlr bakteri érneklerinin sivi besiyerine
ekimi yapiimigtir ve etivde McFarland 0.5 oluncaya kadar inkibasyona tabi
tutulmustur.

2-Daha sonra kanl agara ekimi yapilarak bir gece etlv de bekletilmigstir. Saf
kaltur olarak kanli agarda ureyen koloniler DNA izolasyonu igin steril suda
toplanmisgtir.

3-DNA izolasyonu igin steril su igerisinde toplanan bakteriler 7000 rpm’ de 10
dk. santrtftj edilmistir ve dikkatlice Ust sivi i¢cinde dezenfektan bulunan

kaba dokulmustur.
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4-Pellet tGzerine 3 ml TE tamponu eklenerek karistiriimis ve tekrar santrifyj
edilerek Ust sivi dokulmustur.

5-Pellete 200 pl TE tamponu eklenerek siispanse edilmistir. Uzerine 200 pl
PK (Proteinaz K solisyonu) ve 10 ul proteinaz K eklenip dikkatlice
karistiriimistir.

6-Karisim 50 °C’ de 2 saat inkibasyona birakilmigtir.

7-Solusyona 3 ml TE ekleyip iyice karistirildiktan sonra 400 pl si 1,5 ml’ lik
santriifilj tplne aktanimistir. Uzerine 400 pl fenol konulmustur. Karigim
vortekslendikten sonra 12.000xg’ de 5 dk. santruflj edilmigtir.

8-Ust faz yeni bir tlipe aktarilarak, Uzerine 400 pl kloroform eklenip
vortekslenmis ve 12.000xg’ de 5 dk. santrufuj edilmistir.

9-Ust faz yeni bir tipe aktariimis ve Uzerine toplanan sivi hacminin 1/10
kadar 3 M Sodyum asetat ve iki kati kadar %90’ lik alkol eklenip
kanigtinimistir.

10-Bu karisim -20 °C’ de 30-60 dakika bekletiimis ve 14.000xg’ de 10 dk.
santrufuj edilerek DNA ¢okturalmastar.

11-Ust kismi atilarak DNA pelleti tizerine 1000 pl %70’ lik etanol eklenerek
14.000xg’ de 10 dk. santruflj edilmis ve Ust kismindaki alkol atiimigtir.

12-DNA pelleti oda isisinda kurutulup 50 pl steril TE tamponu ilave edilmisgtir.

13-DNA konsantrasyonu 50 ng/ ul olacak sekilde ayarlanmistir.
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3.2.3. Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA Polimeraz Zincir Reaksiyonu

RAPD-PZR uygulamalari igin Ac¢ik ve arkadaslar [176] tarafindan onerilen
yontem kullaniimistir. Cizelge 3.2’ de baz dizilimleri verilen rastgele secilmis
primerlerin her biri ile hedef DNA’ nin herhangi bir bdélimi rastgele

cogaltilmistir.

Uygulanan PZR programi asamalari asagidaki gibidir;

- Denatlrasyon agsamasi; 96 °C’ de 40 saniye

- Baglanma asamasi; 30 °C’ de 40 saniye

- Uzama asamasi; 72 °C’ de 40 saniye olarak uygulanmistir.

Denatlrasyon, baglanma ve wuzama asamalann 45 dongu olarak
tekrarlanmistir. Elde edilen PZR Urdnleri —20 °C’ de saklanmis ve agaroz jel

elektroforezi ile incelenmistir.

3.2.4. OXA-23 ve OXA-51 B-Laktamaz Enzimlerinin Polimeraz Zincir

Reaksiyonu

Calismada izole edilen A. baumannii izolatlarinda OXA-23 ve OXA-51 B-
laktamaz enzimlerinin varhdi Zong ve Valenzuela [177,178] tarafindan
uygulanan polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) teknigi kullanilarak
belirlenmistir. Enzimlerin belirlenmesinde kullanilan primerler Cizelge 3.2." de
belirtilmistir. Uygulanan polimeraz zincir reaksiyonu asamalari asagidaki

gibidir;

35



OXA-23 B-laktamaz enzimi igin uygulanan PZR programi [177]

- Baslangi¢ denatlrasyonu; 94 °C’ de 5 dakika

- lleri denatiirasyon asamasi; 94 °C’ de 30 saniye

- Baglanma asamasi; 46 °C’ de 45 saniye

- Uzama asamasi; 72 °C’ de 1 dakika olarak uygulanmistir.

ileri denatiirasyon, baglanma ve uzama asamalari 35 déngu olarak

tekrarlanmigtir.

OXA-51 B-laktamaz enzimi igin uygulanan PZR programi [178]

- Baslangi¢ denatlirasyonu; 94 °C’ de 5 dakika

- ileri denatiirasyon asamasi; 94 °C’ de 30 saniye

- Baglanma asamasi; 48 °C’ de 45 saniye

- Uzama asamasi; 72 °C’ de 1 dakika olarak uygulanmistir.

lleri denatiirasyon, baglanma ve uzama asamalari 35 déngu olarak

tekrarlanmigtir.

3.2.5. Agaroz jel elektroforezi

Kullanilan elektroforez (BIORAD) vyatay konumda olup jel plaklarinin
bayudkliagu 20x 20 cm’ dir. %2 (w/v) agaroz, TAE (Tris + Asetik Asit + EDTA)
tamponu icine eklenmis ve mikrodalgada homojen bir ¢ozelti haline
getirilmistir. DNA’ nin UV altinda gorunur hale gelmesini saglamak igin jel

¢Ozeltisine 1 ul etidyum bromar eklenmis ve plaga dokulmagtur [179].
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Jel polimerlestikten sonra 10 ul PZR Grdnd ile yikleme tamponu karistirilarak
jelde olusturulan kuyucuklara yuklenmistir ve 90 V serbest akimda DNA
Ladder (Fermentas, Gene Ruler™ DNA Ladder Mix, ready-to use SM 0321)
ile birlikte yaratalmustar. Jeller UV transliminator (BioDoc) Uzerinde

gorunttlenmis ve fotograflari ¢ekilmigtir.

3.2.6. Genetik uzaklik tayini

Bu ¢alisma boyunca A. baumannii izolatlarina ait agaroz jeller Uzerinde her
bir izolatin bant érneklerinin varhgr (1) ve yoklugu (0) sayilmistir. izolatlar
arasindaki genetik benzerlikler Bio1D++ bilgisayar programi kullanilarak Nei’
nin homolojisine gére hesaplanmistir. Kimeleme analizi UPGMA kullanilarak

yapimigtir.
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4. SONUGLAR

Bu calismada, Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesinde 2009-2010 yillari
arasindaki gesitli kliniklerde yatan 105 adet hastadan elde edilen imipenem
direncli Acinetobacter baumannii izolati galigmaya dahil edilmigtir (Cizelge
4.1, Cizelge 4.2).

Cizelge 4.1. izole Edilen A. baumannii izolatlarinin Kliniklere ve Orneklere

Gore Dagilimi

ORNEK
Toplam
Klinik - ~ Ornek
Kan | Trakeal | Yara Idrar Bos Diger sayisi
aspirat materyal
Anestezi
Reanimasyon 14 19 5 4 - 1 43
YB
Noroloji YB 10 5 5 6 - - 26
Dahiliye Servisi 2 3 1 3 - 1 10
Dermatoloji
o - 1 - - - 1
Servisi
Beyin Cerrahisi
YB 2 1 1 1 6 - 11
Plast_ik_ Cerrahi ) ) 5 ) ) ) 5
Servisi
Acil Servis 1 - 3 1 - - 5
Ortopedi - - 3 - - - 3
Go6z Hast.
. - - - - - 1 1
Servisi
Toplam 29 28 24 15 6 3 105

(Diger materyaller: Konjoktiva, Balgam, Anaerob kultur)
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B Anestezi Reanimasyon YB

%5 Y01

E Beyin Cerrahi YB

O NG "
%9 Néroloji YB

W Goz Hastaliklari Servisi
%1
M Dahiliye Servisi
O Plastik Cerrahi

H Ortopedi Servisi

O Acil Servis

%10

E Dermatoloji Servis

Sekil 4.1. imipenem Direngli A. baumannii Turinin Kliniklerde Yatan
Hastalara Gore Dagiliminin Daire Grafikte Gosterilmesi.

Hastalardan elde edilen érneklerden %27.6 kan ilk sirayi alirken, %26.7

trakeal aspirat, %22.9 yara, , %14.3 idrar, %5.7 bos, %2.8 diger materyaller

olusturmaktadir. Calisilan érneklerin ylzdeleri Sekil 4.2.” de gdsterilmistir.

%2,8 %57

O BOS

B TRAASP.
O YARA

B KAN

® IDRAR

O DIGER

Sekil 4.2. Hastalardan Elde Edilen Orneklerin Oranlari
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Cizelge 4.2. Bakteri Orneklerinin izole Edildikleri Klinikler

Bakterinin izole Edildigi
Klinikler

Kliniklerden izole Edilen Bakteri Ornek
Numaralari

Anestezi Reanimasyon YB

9,10, 12,14, 15, 22, 23, 24, 25, 26, 32, 34,
38, 40, 41, 42, 46, 50, 53, 55, 57, 58, 59, 61,
65, 68, 70,72, 73, 76, 78, 80, 86, 88, 89, 91,

92, 96, 97, 98, 99, 102, 104

Noroloji YB 2,3,4,8,11,18, 20, 31, 33, 35, 36, 37, 44,
45, 47,52, 60, 64, 66, 71, 74,77, 79, 82,
84, 94

Dahiliye Servisi 5, 16, 27, 28, 30, 43, 51, 62, 67, 95

Dermatoloji Servisi

83

Beyin Cerrahi YB

1,19, 29, 39, 48, 69, 75, 81, 100, 103, 105

Plastik Cerrahi Servisi

13, 63, 85, 87, 93

Acil Servis 6, 17, 21, 54, 56
GOz Hastaliklari Servisi 7
Ortopedi 49, 90, 101
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4.1. A.baumannii izolatlarinin RAPD-PZR Yéntemi ile Elde Edilen

Sonuglari ve Turlerin Birbirlerine Gore Genetik Uzakliklarinin

Belirlenmesi

Bu calismada kullanilan 105 adet A.baumannii izolatinin genomik DNA
izolasyonlari yapilarak, rastgele secilmis dort primer (OPA11, OPA14,
OPBO05, M13) ile yapilan RAPD-PZR iglemlerinin sonucunda izolatlarin hepsi
pozitif reaksiyon vermistir. Bu primerler ile elde edilen RAPD-PZR urUnlerinin
agaroz jel elektroforezi ile elde edilen goruntuleri Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil
4.5, Sekil 4.6’ de verilmigtir. Dort primer ile yapilan PZR ile ortaya gikan DNA
bantlari birbirleri ile karsilastirilarak turlerin genetik uzakliklari (Cizelge 4.3)
POPGEN bilgisayar programi ile hesaplanmis ve genetik benzerligi gosteren

dendrogram cikarilmigtir (Sekil 4.7).
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M1 2 34 & 6 7 8 9% 1011121314 1516 171819 20 21 22 232425 26 M 27 IB I9 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47T 48 49 50 51 52 M

=TT Ll A LT Llabedebededadabedodatad 4 Lol 1 Bal 107 3
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Sekil 4.3. A. baumannii Izolatlarinin (1-52 arasi) OPA11 Primeri ile Elde Edilen RAPD-PZR Uriinlerinin Agaroz jel Elektroforezi
(M: Marker; En buyukten kuguge dogru molekuler agirlik; 3000, 2000, 1500, 1200, 1000, 900, 800, 700, 600, 500,
400, 300, 200, 100 bp).



3%

M 5354 55 56 57 55 50 60 61 62 6364 65 66 676GE 60 TOTL T2TA T4 TS 76 TTTE M TO B0 Bl 82 B3 B4 BS B6 8T BB B0 0D 91 02 83 04 0F 06 OF 0F 00 100 101 102103104 M 105

—_—

s e-pessgeR. .--..-.-".-- Sesees-P-ewgessoeeRele=lel - =

Sekil 4.3. (Devam) A. baumannii izolatlarinin (53-105 arasi) OPA11 Primeri ile Elde Edilen RAPD-PZR Uriinlerinin Agaroz Jel
Elektroforezi (M: Marker; En buyukten kig¢lige dogru molekuler agirhk; 3000, 2000, 1500, 1200,1000, 900, 800, 700,
600,500, 400, 300, 200, 100 bp).
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M1 2 3456 7 89 1011121314 151617 18 1920 2132 23 24 25 26 M 27 28 29 3031 32 33 3435 36 37 38 39 4041 42 4344 45 46 4748 48 50 21 52 M

Sekil 4.4. A. baumannii Izolatlarinin (1-52 arasi) OPA14 Primeri ile Elde Edilen RAPD-PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi
(M: Marker; En buyukten kucuge dogru molekuler agirlik; 3000, 2000, 1500, 1200,1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400,
300, 200, 100bp).



9%

ME) 5455 56 57 585060 6162 6364 6566 67 6B 69 TO 71 72 TIT4TST6TITE M 72 B0 B1B81 583 B4 85 BG 87 83 82 90 81 92 93 54 95 96 97958 99100101 102 103104 M 105

Sekil 4.4. (Devam) A. baumannii izolatlarinin (53-105 arasi)OPA14 Primeri ile Elde Edilen RAPD-PZR Uriinlerinin Agaroz Jel
Elektroforezi (M: Marker; En buyUkten kiicige dogru molekuler agirlik; 3000, 2000, 1500, 1200,1000, 900, 800, 700,
600, 500, 400, 300, 200, 100 bp).
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M1 2 3 45 67 8 9 1011121314151617 1819 2021 22 23 24 25 26 M 27 28 19 30 31 3233 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47T 48 49 5051 51 M

Sekil 4.5. A. baumannii Izolatlarinin (1-52 arasi) OPBO05 Primeri ile Elde Edilen RAPD-PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi
(M: Marker; En buyukten kuguge dogru molekuler agirlik; 3000, 2000, 1500, 1200,1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400,
300, 200, 100bp).
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M 53 54 55565758 50 6061 62 6364 6566 67 6869 TOTL 7273 7475 76 TTT8 M T? B0 B1 81 B3 B4 85 86 BT BE B9 90 91 92 93 9495 96 97 98 99 100101 102 103 104 M 105

Al

= i = - .:I-',.,_________ F LT ] -
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Sekil 4.5. (Devam) A. baumannii izolatlarinin (53-105 arasi) OPB05 Primeri ile Elde Edilen RAPD-PZR Urlinlerinin Agaroz Jel
Elektroforezi (M: Marker; En buyukten kigige dogru molekiler agirlik; 3000, 2000, 1500, 1200,1000, 900, 800, 700,
600, 500, 400, 300, 200, 100 bp).
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M123I 3 4 &5 6 789 101112131415 16 17 1819 20 21 23 23 242526 M 2718 19 30 3131 33 34 35 36 37 3830 40 4142 43 44 45 46474849 50 51 582 M

Sekil 4.6. A. baumannii izolatlarinin (1-52 arasi) M13 Primeri ile Elde Edilen RAPD-PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi
(M: Marker; En buyukten kiguge dogru molekuler agirhk; 3000, 2000, 1500, 1200,1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400,
300, 200, 100 bp).
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M 5354 55 56 57 58 59 60 61 61 63 64 65 66 67T 6B62T0 TL T2 TI T4 T5 76 TTTE M 79 BOB]1 BIB3 B4 55 BEBTBE B 5051 92 93 5495 54 9798 89 100101102103104 M 108
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n

Sekil 4.6. (Devam) A. baumannii izolatlarinin (53-105 arasi) M13 Primeri ile Elde Edilen RAPD-PZR Uriinlerinin Agaroz Jel
Elektroforezi (M: Marker; En blytkten kiclige dogru molekuler adirhk; 3000, 2000, 1500, 1200,1000, 900, 800, 700,
600, 500, 400, 300, 200, 100 bp).
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Cizelge 4.3. A. baumannii izolatlarinin Genetik Uzakliklari (%)

1 2 3 456789101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 101 102 103 104 105

OOV A WN R

11
12
1
14
1!
16
17
18
19
20
21
2.
2
24
2!
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
4
44
4
46
47
48
49
50
51
52
5!
54
55
56
57
58
59
60

@

@

[N

@

&

@

%

ok

00 **
6767 **

707096 **

6767 0096 **

8080505250 **

383840424038 **

80805861 588048 **

50505861 58 5048 70 **

73734648 46 73 43 82 55 **

5757 6467 64 57 45 76 67 61 **

28284844 48 28 33 34 34 45 40 **

5050 64 67 64 50 48 58 58 46 72 55 **

5050 64 67 64 50 48 58 58 46 72 55 00 **

80806264 62 6438 80 56 81 62 47 48 48 **

5959 717371445052 5241 64 5090 90 56 **

5656 62 64 62 56 54 72 64 59 77 41 83 83 61 81 **

5757 6365 634341575747 624981 81619185 **

6767 50 52 50 67 40 83 58 85 64 42 50 50 83 45 62 50 **

5050 43 44 43 50 48 67 67 54 56 42 64 64 55 65 69 69 57 **

5050 56 58 56 50 48 64 64 53 69 54 88 88 55 86 91 89 56 75 **

6464 697169 50 41 64 64 53 62 54 75 75 67 86 79 89 56 81 83 **

5252394039 5229 67 44 69 50 44 45 45 69 41 50 46 77 58 51 57 **

434350525029 4143 36 47 48 59 63 63 61 74 61 78 50 56 67 72 51 **

65655153 515231654567 50 50 46 46 78 53 50 56 69 57 56 67 79 62 **

5353636563 413453595057 5158586268627153687181546276**

5757 64 67 64 57 45 67 48 52 64 40 64 64 54 57 62 48 64 48 55 55 50 41 44 40 **

80805052 50 80 38 80 50 82 57 34 50 50 72 44 56 43 83 50 50 50 67 36 58 41 67 **

67 67 64 67 64 67 55 76 57 61 64 40 64 64 62 57 69 55 64 56 62 62 50 48 50 46 82 67 **

8383575957 6732674269 56 30 50 50 76 58 55 56 71 43 50 56 58 50 63 47 56 83 56 **

8383575957 6732674269 56 30 50 50 76 58 55 56 71 43 50 56 58 50 63 47 56 83 56 00 **

8383575957 6732674269 56 30 50 50 76 58 55 56 71 43 50 56 58 50 63 47 56 83 56 00 00 **

58585759 57 58 48 67 50 54 56 36 57 57 55 52 62 50 57 50 56 56 45 44 46 42 72 58 88 50 50 50 **

80805557 55 64 38 64 40 74 54 35 48 48 80 63 60 61 69 48 55 61 56 61 67 56 46 72 54 90 90 90 48 **

80805557 55 64 38 64 40 74 54 35 48 48 80 63 60 61 69 48 55 61 56 61 67 56 46 72 54 90 90 90 48 00 **

80805557 55 64 38 64 40 74 54 35 48 48 80 63 60 61 69 48 55 61 56 61 67 56 46 72 54 90 90 90 48 00 00 **

67 67 56 58 56 48 45 57 48 52 45 33 40 40 62 50 46 55 48 56 41 55 36 41 50 46 45 48 55 56 56 56 56 54 54 54 **

50505052 50 5041 64 50 53 55 32 56 56 55 51 67 56 56 56 61 61 46 44 46 48 69 50 76 44 44 44 88 42 42 42 48 **

48 48 48 43 48 48 38 64 56 52 54 29 48 48 53 44 60 48 55 69 55 55 44 30 44 46 54 48 54 41 41 41 55 40 40 40 62 67 **
616137383761427043805038373771405752745252526758 654942705859 595952717171425243 **

52524547 45 37 36 52 44 41 43 44 45 45 56 53 50 57 45 71 57 69 47 57 63 63 36 37 50 45 45 45 52 44 44 44 64 57 63 40 **

2626 17 18 17 32 25 32 26 36 25 40 23 23 33 21 28 26 40 34 36 36 53 36 43 40 25 32 31 29 29 29 34 28 28 28 19 36 28 35 53 **

56 56 34 36 34 56 31 64 40 67 46 3534 34 60 31 47 42 62 48 42 48 63 48 56 46 38 56 54 48 48 48 55 53 53 53 38 5540 71 44 44 **

717150525057 3464 4367 5527 44 44 73 57 61 61 69 50 56 61 57 56 62 57 48 64 48 81 81 81 44 85 85 85 48 44 48 65 46 36 61 **

67 67 45 47 45 52 29 59 37 62 50 22 39 39 69 53 56 57 65 45 51 57 59 51 58 54 43 59 43 77 77 77 39 81 81 81 43 40 44 60 41 37 56 97 **

6969 7376 73 5444 69 62 57 67 40 67 67 7173 77 76 60 60 71 82 48 59 59 65 59 54 74 60 60 60 73 58 58 58 59 76 58 55 67 32 58 59 55 **

69 69 55 56 55 55 40 69 48 65 60 32 55 55 76 67 71 70 73 61 65 70 61 59 65 65 53 62 53 79 79 79 48 82 82 82 53 54 53 63 56 35 59 92 89 69 **

525240414039 25 52 32 48 44 40 34 34 61 47 50 51 57 46 51 56 63 56 67 58 38 45 38 63 63 63 34 67 67 67 38 36 33 53 58 52 50 77 79 49 80 **

4343 3031303517 351740 25 31 30 30 43 33 29 39 37 30 32 39 40 45 41 38 25 35 42 37 37 37 44 43 43 43 42 39 29 46 47 53 43 39 40 41 38 35 **

44 44 39 40 39 31 24 44 3141 42 39 33 33 54 41 38 45 44 44 40 55 56 55 60 57 30 31 42 39 39 39 44 43 43 43 42 50 38 40 62 60 43 45 46 53 49 51 74 **

60 60 50 52 50 60 38 60 40 55 48 28 50 50 48 44 56 43 50 42 50 50 44 36 45 41 57 60 76 50 50 50 75 48 48 48 48 64 48 52 44 39 48 43 44 62 41 32 52 44 **

7777535553 623069 46 71 52 29 40 40 77 48 52 53 73 47 47 59 67 47 70 55 52 69 52 80 80 80 47 77 77 77 52 47 45 69 48 38 65 88 85 63 86 76 41 47 46 **
5353434543 534063 4248603652 52 5046 50 52 52 52 52 52 54 44 47 48 50 53 70 43 43 43 61 42 42 42 50 52 42 55 46 33 50 37 38 56 43 33 55 52 63 40 **

5757 48 50 48 57 45 67 48 52 64 40 56 56 54 50 54 48 56 64 55 62 64 48 56 57 55 57 73 48 48 48 64 46 46 46 45 55 46 50 57 44 54 41 43 59 47 44 50 61 67 44 90 **

5757 48 50 48 57 45 67 48 52 64 33 48 48 54 43 54 41 56 56 48 55 57 41 50 51 55 57 73 48 48 48 64 46 46 46 45 55 46 50 50 38 54 41 43 59 47 44 42 55 67 44 80 91 **
5757 48 50 48 57 45 67 48 52 64 33 56 56 54 50 54 48 56 56 55 55 57 41 50 51 55 57 73 48 48 48 64 46 46 46 45 55 46 50 50 38 46 41 43 59 47 38 50 55 67 44 90 91 91 **
6262 53 55 53 46 37 54 38 43 52 46 47 47 58 55 45 53 47 53 53 65 55 53 65 65 44 46 59 53 53 53 53 52 52 52 52 47 39 41 73 49 45 47 48 63 51 59 48 63 54 50 72 81 81 81 **
60 60 41 42 41 47 19 47 27 50 39 41 35 35 57 43 40 42 53 35 42 47 54 42 59 45 39 60 39 76 76 76 41 69 69 69 39 37 34 42 49 44 40 68 70 44 62 68 30 43 40 61 34 45 4539 61 **
7575575957 5832 67 42 62 56 30 50 50 76 58 55 56 71 43 50 56 65 50 63 47 56 75 56 86 86 86 57 76 76 76 56 50 41 52 45 29 41 69 71 60 73 63 37 44 50 67 52 56 56 56 60 76 **
62 62 53 55 53 46 37 54 38 50 52 34 47 47 65 55 45 53 53 47 47 59 55 53 59 55 44 54 59 60 60 60 67 58 58 58 52 59 39 48 55 32 45 47 48 69 51 43 48 58 54 50 72 74 74 81 81 56 73 **
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Cizelge 4.3. (Devam) A. baumannii izolatlarinin Genetik Uzakliklari (%)

1234567891011 1213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 101 102 103 104 105

61 50504344 435040 58 42 54 56 36 50 50 55 45 48 44 57 50 50 50 58 44 51 47 48 58 64 50 50 50 71 48 48 48 40 63 41 52 45 34 48 38 39 60 42 34 44 50 58 40 78 80 80 88 73 47 64 93 **

62 363631323136 26452742 43 45 46 46 44 41 44 47 46 46 47 47 55 60 48 39 35 45 52 46 46 46 46 44 44 44 35 40 30 48 48 36 44 33 34 43 39 42 48 47 45 29 67 70 70 70 64 50 54 64 69 **

63 7575575957 5832 674262483043 437652485064 43 44565844 63 47 48 67 56 717171 57 69 69 69 56 50 48 52 45 23 4163 65 60 61 51 37 44 50 60 52 56 64 64 67 71 86 80 71 54 **

64 4646 3334333107 311529 3029 20 20 39 30 26 35 40 27 24 41 42 35 38 40 30 38 30 47 47 47 40 39 39 39 37 35 19 28 36 38 52 47 48 44 46 49 34 47 31 50 40 44 52 44 56 56 53 63 53 43 53 **

65 505044 45 44 36 21 43 29 33 41 49 38 38 48 46 36 50 44 44 44 56 46 44 56 57 34 36 41 44 44 44 50 42 42 42 48 44 30 32 57 41 42 39 40 53 43 51 39 55 36 41 59 62 55 55 76 63 56 71 63 47 56 71 **

66 6464 5557 55 48 31 56 40 44 54 41 48 48 60 56 47 55 48 48 55 61 50 42 61 62 46 48 54 55 55 55 55 53 53 53 54 48 40 36 63 39 40 48 50 65 53 56 43 54 48 52 67 69 62 69 84 57 62 77 69 44 62 52 85**

67 4141363836 281341 28324032303047 3935494842 38545649 555133 3433424242 42 35 35 354043 29 31 50 35 41 43 44 51 47 50 38 59 28 46 50 53 53 53 63 46 55 69 61 52 55 74 70 59 **

68 6262 5355534644 543850524047 4765615259 535353655559 59 6544 46 59 53 53 53 60 65 65 65 52 53 39 55 61 43 52 59 61 69 63 59 55 63 54 56 72 74 67 74 81 50 60 81 73 50 60 50 71 84 57 **

69 5656 48 50 48 40 31 56 40 44 54 29 41 41 60 50 47 61 48 48 48 61 50 55 56 56 38 40 54 48 48 48 55 47 47 47 54 55 40 50 56 33 53 48 50 71 53 44 50 59 48 52 75 69 69 77 77 40 55 84 76 59 62 58 73 80 71 77 **

70 6262 535553463762 4650 59 29 47 47 65 55 52 59 60 53 53 65 61 53 59 60 52 54 59 60 60 60 53 52 52 52 52 53 45 48 61 43 4559 61 69 63 54 48 63 54 63 72 74 67 74 75 50 67 75 67 50 60 50 65 77 63 75 84 **

71 53535355534032 534044 522641415749 46 53 47 47 47 58 49 47 59 64 39 40 52 47 47 47 53 46 46 46 45 53 40 42 54 34 46 47 49 67 51 44 42 57 53 50 62 65 65 71 72 40 53 78 71 50 59 50 63 74 62 72 86 83 **

72 40403637 36 29 22 40 29 38 39 45 31 31 50 38 35 47 41 41 42 51 52 51 65 61 28 29 39 36 36 36 41 40 40 40 39 42 30 42 57 48 55 47 48 54 50 57 42 64 40 49 53 56 56 56 73 49 41 63 56 49 46 59 74 70 64 68 75 68 80 **

73 53535355534032 534044522647 4757 545158 53 53 53 63 54 47 54 64 45 47 52 53 53 53 53 46 46 46 45 58 46 42 59 39 46 53 54 72 62 49 42 57 47 56 62 65 65 71 72 45 59 78 71 50 59 56 63 74 67 72 86 83 90 71 **

74 5050 56 58 56 36 28 50 43 40 55 32 50 50 55 63 61 72 44 56 61 72 46 50 56 76 34 36 41 44 44 44 44 48 48 48 48 50 42 45 51 26 42 50 51 71 59 46 39 50 43 47 59 55 55 62 65 37 50 71 63 47 56 53 61 67 65 71 79 65 79 65 79 **

75 6969 535553543069 465752 234040714852 53674747 59 6141655552 6252 6767 67 53 58 58 58 52 53 45 48 4832 5271 73 63 74 65 34 47 54 75 48 52 52 52 56 61 80 63 53 36 73 56 59 65 57 56 65 75 67 59 67 59 **

76 52525153513938523942 502546 46 56 58 56 62 46 57 56 67 47 51 57 71 38 39 50 46 46 46 51 50 50 50 44 56 44 47 58 33 44 51 53 70 60 48 41 56 52 49 60 63 63 69 70 39 51 76 69 48 57 49 62 72 60 76 83 81 93 74 88 87 65 **

77 64645557 554831644852 622948486756 53 6162555567 6348616254 565462626248 535353544847 43 56 39 40 61 63 65 65 56 43 59 48 65 67 69 62 69 71 51 69 71 62 44 62 52 67 80 65 71 80 97 80 65 80 67 77 78 **

78 5252515351393852394250 254646 56 58 56 62 46 57 56 67 47 51 52 67 38 39 50 46 46 46 51 50 50 50 44 62 44 47 58 33 44 51 53 70 60 48 41 60 45 49 60 63 63 69 70 39 51 76 69 48 57 49 62 72 60 76 83 81 88 70 83 82 59 95 78 **

79 3838202120 3824 383833240820 20291729 2530 30 25 25 26 08 22 20 24 38 35 40 40 40 40 38 38 38 3533 29 32 17 15 29 33 35 27 32 22 21 14 38 36 40 35 35 35 27 38 40 36 40 22 40 27 33 29 24 27 29 27 23 19 23 25 36 22 29 22 **

80 5757485048 4836 57 3843 55 27 40 40 54 43 46 48 48 40 41 48 43 41 44 46 45 48 64 48 48 48 64 46 46 46 55 55 38 50 43 25 46 41 43 59 47 38 50 48 57 44 80 73 82 82 74 45 64 81 80 61 72 59 62 62 60 67 77 67 65 56 65 62 59 63 62 63 47 **

81 6363525552634074 535770295252 58465844 61525252543047 4860 637052 52 52 70 50 50 50 50 59 50 45 38 27 42 44 46 56 50 40 36 45 63 48 78 80 80 80 64 48 70 72 78 48 70 48 59 67 50 64 58 64 55 41 55 52 64 53 67 53 53 80 **

82 7676565856 673676486155 274848 69 50 54 48 64 48 48 55 57 34 56 46 55 67 64 64 64 64 56 62 62 62 55 48 46 50 43 25 54 62 64 59 67 56 42 42 57 67 60 64 73 73 67 52 72 67 64 52 80 52 48 62 47 59 62 59 58 50 58 55 74 56 62 56 35 73 70 **

83 5050 33353340 19 40 20 36 29 28 25 25 40 30 32 36 33 33 29 43 44 43 39 35 29 40 48 42 42 42 50 40 40 40 48 43 32 43 52 45 56 36 37 46 34 39 70 56 60 38 53 57 57 48 54 40 42 46 42 55 42 54 43 40 41 46 48 46 40 40 40 36 38 39 40 39 25 57 42 48 **

84 73735456 54643573455852 264646 67485247 694647 53 6233 554461736177 7777546767 675247444841305273765777674041557957616161576377 57544269 504759 4557 52 64 50 43 56 47 79 48 67 48 44 61 67 87 45 **

85 1212101010122212121111311010090809 0810 19 16 16 2524 211911 12 22 10 10 10 29 09 09 09 22 24 18 20 50 50 36 08 08 17 08 29 30 28 35 09 25 33 3322 43 30 10 17 193210 26 3227 1526 18 17 1531 1508 09 14 09 14 15 22 13 1159 11 **

86 64645557 55 48 38 56 40 44 54 24 41 41 60 50 47 48 48 41 42 55 44 42 50 51 54 48 69 55 55 55 76 53 53 53 62 67 47 43 56 33 47 48 50 71 53 44 50 59 64 52 67 69 77 77 77 46 62 84 76 52 69 58 61 73 59 77 80 71 74 60 74 67 58 72 67 72 29 77 67 69 56 59 27 **

87 58584647 46 45 25 58 39 55 50 30 46 46 67 53 56 56 69 51 51 62 63 51 62 58 50 52 50 63 63 63 46 61 61 61 44 51 44 47 53 43 56 72 74 59 80 76 35 51 39 70 40 50 50 44 54 59 69 49 40 42 57 54 51 50 60 54 50 59 49 52 59 51 70 52 61 52 22 44 47 63 39 67 14 56 **

88 55556163 614133555545 60 26 48 48 59 56 59 59 48 48 54 65 44 43 50 65 47 41 60 48 48 48 73 47 47 47 53 76 53 44 61 35 47 49 50 80 58 45 44 59 55 51 57 60 60 60 63 46 61 74 67 39 61 51 59 65 58 69 71 69 67 55 72 70 63 70 65 70 32 67 64 53 48 52 23 82 60 **

89 47475354 53352947 473951424242514951524247526244435367403551424242634141414667 46386849 51484970 565838614750485757517059 53 65583953607167 566562605969 6462 606256622757555147 5039726288 **

90 3333474847333247 4738584647 474043 5142414753 534337 445945335229 292965292929 326846 36 59 49 46 32 32 61 41 44 30 52 47 33 48 58 58 52 61 50 41 56 59 38 41 44 63 57 46 56 51 50 50 58 55 53 44 54 46 54 23 52 55 39 40 38 44 63 49 82 91 **

91 36364950 49 24 18 36 36 29 35 38 38 38 42 45 47 54 32 38 44 59 45 49 45 51 41 24 47 32 32 32 54 32 32 32 41 68 42 33 55 45 42 34 35 62 43 45 39 62 42 36 38 41 41 35 46 42 43 46 38 40 43 51 49 37 52 41 47 46 42 50 47 49 46 45 42 50 21 47 38 3555 34 33 53 55 71 72 65 **

92 4747535553 4032 53 5344 58 26 47 47 5149 57 53 47 47 53 58 49 37 44 59 45 40 58 41 41 41 71 40 40 40 45 74 51 42 54 39 5142 43 72 51 39 36 52 53 44 55 58 58 58 56 40 53 67 65 38 53 50 53 57 51 61 63 61 60 49 65 63 56 63 57 63 31 58 62 45 47 44 3074 54 92 82 80 70 **

93 5252575957 3931525242 56 25 46 46 56 53 56 56 46 46 51 62 47 41 48 62 44 39 56 46 46 46 69 44 44 44 50 72 50 41 58 38 50 46 47 76 55 43 41 56 52 49 53 56 56 56 59 44 57 70 63 36 57 54 56 61 55 65 67 65 63 52 68 67 59 67 61 67 30 63 60 50 52 48 29 78 57 95 84 78 73 98 **

94 434338393829 14 36 21 40 28 43 25 25 48 34 36 44 38 31 33 50 51 56 51 43 34 29 41 38 38 38 44 42 42 42 41 56 36 45 57 56 55 44 46 53 43 51 52 70 50 47 37 41 41 34 53 47 38 41 31 40 38 53 5042 49 53 48 47 42 60 4239 41 41 42 46 17 41 30 34 64 33 48 48 46 49 57 47 78 47 51 **

95 4747535553 4032 53 53 44 58 26 47 47 5149 57 53 47 47 53 58 43 37 49 64 45 40 58 41 41 41 71 40 40 40 45 74 51 42 54 34 46 42 43 72 51 39 36 52 60 44 55 58 58 58 56 40 53 67 65 38 53 44 53 57 51 61 63 61 65 53 65 68 61 68 57 63 31 58 62 45 40 44 22 74 54 92 82 80 65 95 93 42 **

96 5252575957 3931525242 56 25 46 46 56 53 56 56 46 46 51 62 42 41 52 67 44 39 56 46 46 46 69 44 44 44 50 72 50 41 58 33 44 46 47 76 55 43 41 56 58 49 53 56 56 56 59 44 57 70 63 36 57 49 56 61 55 65 67 65 68 57 68 72 65 71 61 67 30 63 60 50 45 48 21 78 57 95 84 78 68 93 95 46 98 **

97 5050 56 57 56 38 30 44 44 35 48 24 44 44 49 51 49 50 44 39 45 55 41 35 47 61 48 44 55 50 50 50 67 43 43 43 48 65 43 34 51 37 38 45 46 68 54 42 40 50 56 47 52 55 55 55 58 48 61 68 61 35 56 53 55 59 54 63 59 63 62 51 67 65 63 65 59 60 29 61 58 48 44 53 21 76 56 83 78 71 62 86 88 40 90 93 **

98 55556163 614127484839 53 26 48 48 53 56 53 54 42 42 49 59 39 32 50 65 47 41 53 48 48 48 67 47 47 47 53 65 47 31 50 25 3543 44 69 53 40 38 49 55 46 50 53 53 53 57 46 61 69 61 32 61 51 59 65 53 63 59 57 62 50 62 70 63 65 59 60 32 60 64 53 41 52 15 76 55 89 79 72 62 87 90 38 92 95 93 **

99 282824252428 13 34 21 39 27 42 24 24 35 22 35 32 36 30 38 38 50 43 50 42 33 28 40 24 24 24 48 29 29 29 27 59 35 44 50 55 53 32 33 40 32 45 44 54 55 34 36 40 40 33 46 41 30 34 36 39 30 40 43 35 42 40 35 34 36 55 31 32 40 35 29 35 24 40 36 27 55 26 54 35 3542 51 51 67 46 45 81 46 45 39 37 **

100 43 43 38 39 38 43 28 57 43 53 55 27 38 38 55 34 48 39 56 44 44 44 57 33 51 52 41 43 48 38 38 38 63 42 42 42 41 61 48 45 40 41 55 44 46 53 49 41 39 50 57 47 52 55 55 55 47 37 50 59 63 33 50 47 56 61 49 59 61 59 63 56 58 56 65 62 61 56 33 55 67 48 43 47 24 61 46 65 57 58 44 7472 44 7472 65 70 59 **
101 38 38 44 46 44 38 30 50 50 41 61 34 50 50 43 46 59 50 44 50 55 55 46 40 47 61 36 38 48 39 39 39 61 38 38 38 36 65 49 40 51 42 49 40 41 63 49 42 34 55 56 37 52 61 61 55 53 48 50 58 61 47 44 47 55 49 49 53 54 53 57 55 57 60 53 60 49 56 29 55 58 42 44 41 28 59 51 78 78 81 62 76 74 45 81 79 73 73 54 70**
102 35 35 47 49 47 24 23 29 35 22 40 33 47 47 36 54 41 48 32 37 43 52 34 48 36 50 34 29 34 42 42 42 42 36 36 36 29 43 26 22 44 40 31 38 39 55 47 49 38 48 29 35 30 40 40 34 45 45 53 50 42 39 42 45 43 41 47 45 41 45 41 37 50 43 45 44 41 44 13 40 36 34 41 39 19 46 53 60 58 55 55 55 58 33 55 58 65 56 28 33 61**
103 45 45 46 47 46 32 25 39 32 30 38 25 46 46 44 53 39 46 40 40 41 51 37 36 38 44 44 39 38 46 46 46 40 39 39 39 38 41 33 24 37 33 28 41 42 54 50 43 35 42 32 43 33 38 38 38 43 39 51 49 40 24 46 38 41 50 40 49 44 49 44 35 54 46 49 48 50 48 15 38 40 44 32 48 07 50 52 50 44 39 36 49 52 26 49 52 60 55 15 41 42 80**
104 44 44 44 46 44 31 30 38 31 29 36 24 39 39 43 46 32 40 39 33 35 45 36 40 37 39 42 38 42 44 44 44 50 38 38 38 36 45 27 29 36 37 32 40 41 53 44 42 40 45 38 42 39 42 42 42 47 43 56 58 50 29 50 42 45 49 44 53 49 53 48 38 52 40 53 47 49 47 21 48 45 42 38 47 14 54 47 54 48 43 40 52 56 30 52 56 64 54 24 45 45 83 93**
105 50 50 50 52 50 36 28 43 29 33 41 22 38 38 48 46 36 39 38 31 33 44 34 33 41 38 41 36 4144 44 44 44 42 42 42 41 39 30 26 34 31 30 39 40 53 43 41 39 45 36 41 37 41 48 48 53 37 50 59 50 33 56 41 44 55 43 53 55 47 53 42 53 50 47 51 48 51 17 48 44 55 36 47 08 61 46 49 43 37 34 42 46 28 42 46 50 49 16 39 40 71 87 85**
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Dendragram with Distance Coefficient %:0.0 [ UPGM& ]

0% 10% 20% 30% 40% 50% B0 0% 803 0% 100
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12
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43 }
i

Sekil 4.7 A. baumannii izolatlarinin RAPD-PZR Sonuglarina Gére Elde
Edilen Genetik Uzaklik Dendrogrami
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4.2. A. baumannii izolatlarinin OXA-23 ve OXA-51 p-Laktamaz

Enzimlerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu Sonuglari

B-laktam direncinin temel sebebi olan OXA tirl B-laktamaz enzimlerinden
OXA-23 ve OXA-51 enzimlerinin karbapenem direnci ¢alismada kullanilan
105 adet A. baumannii izolatinda spesifik primerleri kullanilarak PZR yontemi
ile belirlenmeye calisiimistir. OXA-23 enzimi ¢alisilan butln izolatlarda pozitif
sonug verirken, OXA-51 enzimi sadece 42, 87 ve 101 no’ lu izolatlarda varhigi
tespit edilememis olup, diger butin izolatlarda pozitif sonug vermistir.

OXA-23 enzimi PZR amplifikasyonu sonucu 650 bp’ lik bir fragment

blayukligu goésterirken, OXA-51 enzimi, 800 bp’ lik fragment buyUklGgu

gOstermistir (Sekil 4.8, Sekil 4.9).

Sekil 4.8. A. baumanni izolatlarinin OXA-23 Primeri ile Elde Edilen Agaroz
Jel Elektroforezi (M: Marker; En buyukten ki¢ige dogru molekiler
agirhik; 3000, 2000, 1500, 1200,1000, 900, 800, 700, 600, 500,
400, 300, 200, 100 bp). 1-83, 2-84, 3-85, 4-86, 5-90, 6-91, 7-93, 8-
94
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— 850Dbp

Sekil 4.9. A. baumanni Izolatlarinin OXA-51 Primeri ile Elde Edilen Agaroz
Jel Elektroforezi (M: Marker; En buyukten kicuge dogru molekuler
agirhk; 3000, 2000, 1500, 1200,1000, 900, 800, 700, 600, 500,
400, 300, 200, 100 bp). 1-43, 2-44, 3-45, 4-46, 5-47, 6-48, 7-50, 8-

51.
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5. TARTISMA

Hastane ortamindaki infeksiyonlarda gram negatif bakteriler arasinda yer
alan Acinetobacter spp. farkli Ozelliklere sahip bir mikroorganizmadir.
Acinetobacter spp. ile enfekte ya da kolonize olan hastalarin bulunduklari
ortamda, bu organizmalarin yayillmasi oldukc¢a kolay oldugu ve gunlerce de

canli kalabildigi icin salginlara yol agmaktadir [180].

Daha c¢ok saglik personelinde bulunurken, saglikh insanlarin cildinde de
rastlanabilmektedir. Bircok Acinetobacter turid bulunmaktadir, fakat
insanlarda %80 oraninda hastaliklara yol acgan tir A. baumannii olarak

belirlenmistir [11].

A. baumannii’ nin kolonizasyon ve infeksiyonlarinin yayihimi yogun bakim
unitelerinde yaygin bir sorun olugsturmaktadir ve buradaki hastalarin 6lumune
yol acgabilmektedir [181,182]. Birden fazla antibiyotie direng gelistirmesi,
cansiz nesneler uzerinde canhligint uzun sure yitirmemesi, hastane
ortaminda hayatta kalmasini ve yayilmasini saglayan temel faktorlerdir
[1,183]. Antibakteriyel ajanlara genis bir direncin kazanilmasi hastanede

kazanilmis infeksiyonlarin baslica nedeni olarak dikkati cekmektedir [6,184].

Acinetobacter’ ler toprak, icme suyu, kanalizasyon suyu ve c¢esitli gida
maddeleri gibi klinik olmayan kaynaklardan da kolayca izole edilebilmektedir.
Klinik orneklerdeki genomik turler ile diger gevrelerdeki turler arasinda onemli
farkhliklar ortaya ¢ikmaktadir. Bu yluzden Acinetobacter’ lerin tlr dizeyinde

tanimlanmasinda epidemiyolojik veriler buyuk éneme sahiptir.
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A. baumannii infeksiyonlarinin yayiimasindaki artigi, olasi bir yontemle
aciklamak  gerekmektedir  [185]. Mikroorganizmalarin  izolasyonu,
tanimlanmasi ve kokenler arasindaki iligkinin belirlenmesi infeksiyon
hastaliklarinin  epidemiyolojisi, c¢evre ve endustriyel mikrobiyoloji ve
dolayisiyla mikrobiyal ekolojik ¢alismalarda oldukg¢a énemlidir. “DNA parmak
izi”  olusturmayr  hedefleyen  molekiler tiplendirme  yontemleriyle
epidemiyolojik olarak iligkili, ayni tur i¢indeki izolatlarin genetik olarak da

iliskili olup olmadiklari arastiriimaktadir. izolatlar ayni mi, farkli mi sorusuna

yanit aranmaktadir [135].

Genel olarak epidemiyolojik yonden iligkili izolatlar klonal olarak da iligkili
olup, ortak bir kaynaktan koken alir [186]. Klonal iligkinin ortaya konulmasiyla
epidemik izolatlar, sporadik veya endemik olanlardan ayriimakta; salginla
iligkili izolatlar belirlenmekte; salginin kapsami, kaynak ve rezervuari
hakkinda bilgi edinilebilmekte; halk saglhgi kontrolinde kullanmak Uzere
ulusal ve uluslararasi salginlarin veri bankalari olusturulabilmekte, herhangi

bir yer ve zaman icindeki infeksiyonun 6zellikleri tanimlanabilmektedir [187].

Bu bilgiler, hastanelerde ve toplumda infeksiyonun yayilmasini anlamak ve
kontrol altina almada yararl olmakta, bunun sonucu olarak infeksiyon kontrol

stratejilerinin etkinligi artirilabilmektedir [136,188].

Molekuler tiplendirme yontemleriyle salginin ozellikleri belirlenerek, kimin
nerede, ne zaman, ne ile ve nasil etkilendigi, bulagsma yollari, potansiyel

kaynak ve vektorlerin tanimi yapilabilir [189,190].
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Endojen ve ekzojen kaynakli infeksiyonlar ayirt edilebilir. Molekuler tipleme
yontemleriyle patojen bakterilerin hastane ortaminda yayginlik dereceleri ve
kalig sureleri arastirilabilir. Molekuler tipleme yontemleriyle ayni klinikteki
farkh hastalarin izolatlari veya birgok klinigi ilgilendiren salgin izolatlari,
hastane cgevresi ve saglik personellerinin ellerinden Uretilen izolatlarin DNA

parmak izleriyle karsilastirilarak bulasmanin kaynagi saptanabilir [191].

Molekuler tiplendirme sonucunda etkili infeksiyon kontrol programinin
uygulanabilmesi icin laboratuvar, klinik ve hemsgirelik basta olmak Uzere

birgok disiplinin is birligi halinde galismasina gerek vardir.

PZR’' a dayali izolat tiplendirme teknikleri izolatlarda ki DNA’ nin sadece
klguk bir miktarina ihtiyag duymaktadir. Spesifik ya da rastgele primerler
kullanilarak DNA dizilerinin PZR amplifikasyonuna dayali DNA parmakizi
clkartma yontemi, mikroorganizmalarin tiplendiriimesinde kullanimi giderek

artan bir yontemdir [140,156].

RAPD-PZR yéntemi de genetik polimorfizmi belirleyen PZR temelli bir
tekniktir. Teknigin en buyuk avantajlari genom dizisi hakkinda on bilgiye,
yuksek saflikta ve ¢cok miktarda DNA’ ya, Southern blot veya radyoaktif
kimyasallara ihtiyagc duymamasidir. Ayrica hizli ve dustuk maliyetlidir. RAPD
teknigi pek ¢ok alanda oldugu gibi degisik mikroorganizma tarlerinin genetik
degiskenliginin belirlenmesinde yaygin bir sekilde basariyla uygulanmaktadir.
Bu tur analizler izolatlar arasinda iligki olup olmadiginin belirlenmesi igin,
epidemiyolojik odakli salginlari arastirmak icin degisik sekilde kullanim

alanlar olusturmaktadir [192].
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Bu amacla bu calismada, Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesinde 2009-
2010 yillari arasindaki cesitli kliniklerde yatan 105 adet farkli klinik
materyallerden elde edilen imipenem direngli A. baumannii izolatlari, RAPD-
PZR yontemi kullanilarak izolatlar arasindaki genomik farkhliklar ortaya
konulmaya calismistir. POPGEN ile elde edilen sonuglarla yapilan
degerlendirmelere goére rastgele secilmis dort primer (OPA11, OPA14,
OPBO05, M13) ile A. baumannii izolatlarinin RAPD-PZR islemleri sayilari 2 ila
8 arasinda degisen 100-2000 bp buyukliginde DNA fragmentleri iceren yedi
farkh ana gruba, bu gruplarda kendi aralarinda alt gruplara ayrilmistir (Sekil
4.7). Buna gore 1, 2, 6, 15, 28, 75, 82, 84, 3, 54. izolatlar 1. grupta, 30, 31,
32, 34, 35, 36, 59, 44, 45, 47, 52, 58, 37. izolatlar 2. grupta, 8, 10, 19, 11, 9,
27, 29, 33, 53, 54, 55, 56, 81, 40, 43, 23, 25, 13, 14, 16, 18, 17, 21, 48, 87.
izolatlar, 3. grupta, 20, 41, 39, 22, 46, 26, 24. izolatlar 4. grupta, 38, 88, 92,
93, 95, 96, 97, 98, 89, 90, 101, 51, 91, 94, 99, 100. izolatlar 5. grupta, 57, 68,
65, 66, 60, 61, 86, 80, 63, 69, 71, 73, 76, 78, 70, 77, 74, 72, 62, 64, 67, 102,
103, 104, 105. izolatlar 6. grupta, 12, 42, 49, 50, 83, 85. izolatlar 7. grupta
yer almistir. 7 ve 79. izolatlar ise bu gruplara uzak kalip sonradan ilave
olmustur. 1. ve 2.; 3. ve 5.; 13. ve 14.; 30, 31, 32.; 34, 35, 36. izolatlar
arasindaki genetik uzakliklar sifir (0) olup ayni DNA profilini sergilemiglerdir.
35 ve 36. izolatlarin noroloji YB. birimine ait oldugu tespit edilmistir. 103 ve
104. izolatlar arasindaki genetik uzaklik ise %7 olup, ikinci yakin izolatlar

olmustur.
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Sadeghifard ve arkadaslar [193], 2003-2009 vyillari arasinda ug¢ farkl
hastaneden kan, idrar, yara, solunum sistemi salgilarindan 66 A. baumannii
izolatl elde etmigler ve bu izolatlarla yaptiklari RAPD-PZR islemleri ile 6 farkl
PZR grubunu (1-6) ortaya cikarmiglardir. Calisilan 66 izolatin, 24’ Gnin grup
6, 16’ sinin grup 3, 11’ inin grup 2, 7’ sinin grup 1, 5’ inin grup 5 ve 3’ Undn
grup 4’ e ait oldugunu gostermiglerdir. Acinetobacter’ lerin epidemiyolojik
tiplendiriimesinde RAPD-PZR yodnteminin plazmid profil analizine nazaran

ayrim gucunin daha yuksek oldugunu belirtmislerdir.

Giordano ve arkadasglari [194] nin yapmis olduklari RAPD-PZR g¢alismasinda
ise, iki farkli hasataneden elde ettikleri 45 A. baumannii izolatini 4 farkl
grupta toplamislardir. 45 izolatin 35’ i grup 1’ de olup karbapenem direncli

izolatlari icermistir.

Akalin ve arkadaslari [195]" nin yaptiklari bagka bir RAPD-PZR ¢alismasinda
ise 120 adet A. baumannii izolatinin 12 farkli genotip (A-B) profili sergiledigi
belirtiimis olup suslarin ¢cogunun A, B, C ve D genotiplerine ait oldugu

bulunmustur.

Son vyillarda, hastalarda antibiyotik ve o6zellikle solunum yolu katateri gibi
yabanci madde kullaniminin artmasi Ozellikle yogun bakim uUniteleri bagta
olmak Uzere hastane infeksiyon etkeni olarak daha fazla Acinetobacter cinsi
bakterilerin izole edilmesine sebep olmaktadir [196]. Bunlar igerisinde en sik
izole edilen tur A. baumannii tart Glkemizde yogun bakim servislerinde en sik

rastlanan gram negatif infeksiyon etkenleri arasinda yer almaktadir [197].
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Bu patojenin tedavisinde en dnemli problem ¢odul direngli izolat sayisindaki
artis ve bunun sonucunda tedavide kullanilacak antibiyotik seg¢eneklerindeki

azalmadir [1,198].

Acinetobacter spp.” lerin penisilin ve sefalosporinlere olan antibiyotik
direncleri yuksek oldugu igin Acinetobacter infeksiyonlarinin tedavisinde
karbapenemler siklikla kullaniimaktadir ve bu ylizden B-laktam antibiyotiklere

direng gelismektedir.

Acinetobacter infeksiyonun tedavisinde [(-laktamazlari hidroliz eden
karbapenem turt bu ilaglarin segilmesinden ve antimikrobiyal direncin
gelismesinden dolay! da infeksiyon sikligi artmaktadir [132]. Acinetobacter
izolatlarinda B-laktam antibiyotiklere karsi direng B-laktamaz tretimi, -laktam
antibiyotigin dis membran porinlerinden girisinin azalmasi ve penisilin

baglayan proteinlerde degisiklik sonucu meydana gelmektedir [199,200].

Acinetobacter turlerinde B-laktam direncinin temel sebebi OXA-tipi beta-
laktamazlardir. 1985 de A. baumannii izolatlarinda OXA tipi
karbapenemazlarin ilk kez ortaya ¢cikmasindan sonra, sinif D B-laktamazlar
yayginlasmis ve A. baumannii izolatlarinda yuksek seviyede karbapenem

direnci gorulmustar.

Acinetobacter’ lerdeki sinif D karbapenemazlar 4 alt gruba ayrilir. 1. altgrup
OXA-23, OXA-27 ve OXA-49’ u, 2. alt grup OXA-24, OXA-25, OXA-26, OXA-
40’ 1, 3. alt grup OXA-51" i ve 4. alt grup OXA-58" i icermektedir [132].

Ozellikle OXA-23, OXA-51 ve OXA-58 sik bulunmaktadir [131,201,202].
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Carvalho ve ark. [203] nin Brezilya’ da yaptiklari ¢alismada 110 adet
imipenem direngli klinik A. baumannii 1zolatindan 96’ sinda (%87.3) OXA-23

varhgi tespit edilmigtir.

Zong ve arkadasglar [177] nin Cin de yaptiklar bir galismada 95 adet
karbapenem direngli A. baumannii izolatinin hepsinde OXA-23 pozitif

bulunmustur.

Wang ve arkadaslan [202], 1999-2005 yillari arasinda 11 farkh egitim
hastanesinden imipenem direngli 221 adet klinik Acinetobacter spp. izolatini,
karbapenamaz genleri OXA-23 ve OXA-51 icin taramigslar ve 221 adet
Acinetobacter spp.’ nin 216’ sinda (%97.7) OXA-23, 187’ sinde ise OXA-51
pozitif bulmuslardir. Bu ¢alismanin sonuglari klonal yayilimin ana sebebinin

farkli hastanelerdeki imipenem direncindeki artis oldugunu gostermistir.

Ayrica, hasta transferi ve hastane personeli ile baglantinin farkli servisler ve
farkh hastaneler arasinda imipenem direngli Acinetobacter spp.” nin
yayllmasini artirmis olabilecegini ve imipenem direngli Acinetobacter spp.
klonlarinin varhiginin erken tanisinin hastane ortaminda yayilmalarini

engellemek igin gerekli oldugu sonucuna varilmistir.

Vahaboglu ve arkadaslar [132], 72 adet Acinetobacter spp. izolatinda, sinif
D karbapenamazlarin alt gruplarindan olan OXA-51 ve OXA-58 enzimlerinin
yayginligini belirlemek icin spesifik primerler kullanarak PZR yontemi ile
calismislardir. Calistiklari 72 izolatin 56 (%77.8) sinda OXA-51 enzimi pozitif

sonug vermigtir.
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Son calismalarda cesitli Ulkelerdeki karbapenem direngli klinik kaynakl
Acinetobacter spp.’ lerde OXA-51 varligi ortaya cikariimigtir [204-206].
Vahaboglu ve arkadaslari, yaptiklari ¢calismada diger caligmalarda oldugu
gibi, OXA-51 genini bltln izolatlarda belirleyememislerdir. Bu ylzden bu
direng geninin Acinetobacter’ lerde dogal olarak mi olustugu yoksa sonradan

m1 kazanildigi tam olarak agik degildir [132].

OXA-51 turevi enzimler zayif enzimlerdir ve normalde az salgilandigi icin
direng fenotipi vermeyebilirler ancak iyi bir promotor tarafindan desteklenirse
yuksek oranda salgilanir ve direng olustururlar. Hem OXA-51-tlrevlerine hem
de kromozomal AmpC turt enzimlere Acinetobacter igin i¢sel olan ISAbal
promotor saglayabilir. ISAbal bu enzim genlerinin yanina atlar ve promotor
sagdlar ise yuksek dirence sebep olur [207,208]. Bu enzimlerin 6zellikle birden
fazlasinin bir arada olmasi ¢oklu antibiyotige direngli (CAD) fenotipe sebep

olur ve CAD Acinetobacter infeksiyonlarinin tedavisi problemlidir [201].

Bizim galismamizda da caligilan toplam 105 adet Acinetobacter izolatinda
yalnizca 3 izolatta (42, 87 ve 101 no’ Iu izolatlar) OXA-51 enzimi
belirlenememistir. OXA-23 enzimi ise c¢alisilan tUm izolatlarda pozitif sonug
vermistir. Bu bizim Ulkemizde de karbapenemaz Ureten A. baumannii

izolatlarinin oraninin yiksek oldugunu gostermektedir.

Sonug olarak, karbapenem direncli Acinetobacter izolatlarinin artmasi ve yeni
tedavi secenekleri sorunu, ayrica infeksiyonun ciddi mortalitesi nedenleri ile
salginlari kontrol etmek hayati dneme sahiptir. p-laktam antibiyotiklerin ve

bunlarin inhibitér kombinasyonlarinin ¢ok sik kullanimi, hem var olan direng
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mekanizmalarinin artmasi, hem de yeni direng mekanizmalarinin ortaya

cikmasi nedeniyle gittikge artan bir tedavi sorununu gundeme getirmektedir.

Bunun igin her merkezde, bakterilerin (-laktam antibiyotiklere kargi
duyarliliklari hizli, kolay, ucuz ve guvenilir yontemlerle arastirimali, direng

oranlari bolgesel ve Ulke capinda saptanmalidir.

Genig spektrumlu B-laktamaz olugsturan izolatlarin genellikle hastane
infeksiyonlari epidemileri yaptigi g6z oOnunde bulundurularak, genis
spektrumlu beta laktamaz (ESBL) Ureten izolatlarin saptanmasi halinde
gerekli epidemiyolojik ¢calismalar baslatilmalidir. B-laktam antibiyotiklere karsi
gelisen direng mekanizmalarinin Ustesinden gelebilmek igin ¢ok az sayida
yeni [B-laktam antibiyotikler gelistiriimektedir. Direncin kontrol altina
alinabilmesi igin, var olan bilesiklerin son derece tedbirli bir sekilde

kullanilmasi gereklidir.

Ulkemizde yaygin olarak gérilen ve basta Acinetobacter tirleri olmak tizere
diger enterik bakterilerde de giderek artig gosteren karbapenemaz
aktivitelerinin, fenotipik ve genotipik arastirmalarinin yapilmasinin énemli

oldugu gorulmasgtar.

Bu amacgla ayirt ediciliginin yiksek olmasi nedeniyle bakteriyel
populasyonlarin filogenetik yapilari ve taksonomik farkliliklarini belirlemede
ve patojen bakterilerin hastane ortaminda yayginlik dereceleri ve kalig
surelerini tespit etmek icin molekuler tipleme yontemlerinin kullaniimasinin
faydali olacagini ve bdylece diren¢ yayihimini kontrol altina almaya yonelik

onemli bir adim olabilecegine inaniyoruz.
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Ayrica hastane infeksiyonlari igin ¢ok yuksek riskli yerler olarak tanimlanan
yogun bakim Unitelerinin sik ve etkin temizliginin yapilmasi, hastalara zorunlu
olmadikga aletli girisimlerin (sonda, katater ve benzeri) uygulanmasi, eger
uygulanacaksa steril sartlarda yapilmasi, kullanim surelerinin kisa tutulmasi,
bakimlarinin iyi yapilmasi ve girisimlerin deneyimli Kigiler tarafindan

yapiimasi onemlidir.
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