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Bu calisma KBU BAP- 2014/2 KT 062 nolu proje olarak desteklenmistir.



A. baumanni 6zellikle yogun bakim iinitelerinde mortalitesi yiiksek

enfeksiyonlara neden olan nozokomiyal bir patojendir
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Karbepenemler dahil pek cok antibiyotige yuksek oranda direncli

olmasi tedavi seceneklerini kisitlamaktadir




Bu calismada hastanemiz servis ve yogun bakim {initelerinde tedavi goren
59 hastadan izole edilen 76 coklu ila¢ direncli(CID) A. baumanni susunun

karbapenemaz genlerinin tespiti ve suslar aras1 klonal iliskinin Pulsed Field

Jel Elektroforez ( PFGE) yoOntemi ile arastirilmasi amacglanmaistir.




Kirki yogun bakim olmak iizere toplam 440 yatakli Karabiik Universitesi
Egitim ve Arastirma Hastanesinde Mart 2013-Haziran 2015 tarihleri
arasinda, Servis veya yogun bakim iinitelerinde yatan 59 hastadan izole

edilen c¢oklu ila¢ direnc¢li 76 A. baumannii izolati1 calismaya dahil edildi.

Ayn1 hastadan izole edilen yaki tarihli (15 giin) izolatlar ¢alisma disinda
birakildi




Suslarin identifikasyonu ve antibiyotik duyarliliklar1 BD —Phoenix
kullanilarak tespit edilmistir. Ayrica Vitek MS MALDI-TOF (bioMérieux,
Fransa) ile dogrulandi. Izolatlardan niikleik asit izolasyon i¢in Qiasymphony

(Qiagen, Almanya) sistemi kullanildi. Elde edilen DNA 6rnekleri molekiiler

calismalar yapilincaya dek -20°C’de saklandi.




Izolatlarin karbapenemaz aktiviteleri, fenotipik bir test
olan CIM (Carbapenem Inactivation Method) ile
arastirild;

Bu amagla, besiyerinde iiretilen test edilecek saf bakteri kolonilerinden bir 6ze dolusu
alinarak 400 pl su igerisinde siispanse edildi.

Igerisine 10 ug meropenem diski birakilarak 35°C’de iki saat inkiibe edildi.

Sonra meropenem diski bakteri siispansiyonundan ¢ikarilip, 0.5 McFarland bulanikliginda
hazirlanmis meropeneme duyarli standart E. coli susunun (ATCC 29522) inokiile edildigi
Miiller-Hinton besiyerine birakildi ve 35°C’de 18-24 saat inkiibe edildi.

Test edilen A. baumanni susunda karbapenemaz iiretimi mevcutsa, E. coli susu,
meropenem diski ¢evresinde herhangi bir inhibisyon zonu

olusturmadan treyebilmektedir.



CIM
TESTI

1 ve 2 nolu suslarda

Karbapenemaz
aktivitesi mevcuttur.

(CIM pozitif)

3 nolu susda
karbapenemaz
aktivitesi negatiftir.

(CIM negatif)



Multiplex PCR

* OXA 23, OXA-51, OXA-58, VIM, GES, GIM, SPM karbapenemaz

genlerinin varlig1 polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile arastirilmistir.

Tablo. Direng genlerinin ¢ogaltilmasinda kullanilan primerlerin dizileri.




Amplifikasyon i¢cin GeneAmp PCR System 9700
(Applied Biosystems/ USA) cihazi kullanilda.

Amplifikasyon kosullari;

94°C’de 3 dakikalik ilk denatiirasyonun ardindan,

94°C'de 30 saniye denatiirasyon,

primer baglanmasi i¢in 60°C’de 30 saniye

ve 72°C'de 1 dakika uzama ile

toplam 35 siklus ve

final uzama olarak 72°C'de 10 dakika olacak sekilde uygulanmistir
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Izolatlar arasindaki klonal iliskinin tespiti icin; Durmaz ve
arkadaslarmin uyguladiklari, “Pulsed Field Gel
Electrophoresis” (PFGE) yontemi modifiye edilerek
kullamilmastir

Apa-| enzimi kullanilarak CHEF-DR 11 sisteminde (Bio-Rad Lab., Nazareth, Belgium); baslangi¢ vurus
siiresi 5 sn, bitis vurus siiresi 30 sn, vurus acis1 120°, akim 6 V/cm2, sicaklik 14°C, siire 24 saatlik
elektoforez uygulanmistir. Bant analizleri igin benzerlik hesaplarinin yapilmasinda Pearson korelasyon
katsayis1 ve kiimelesme analizi i¢cin de UPGMA ("Unweighthed Pairvise Grouping Matematical Avenaging)
yontemi kullanildi.

Izolatlar benzerlik katsayilar1 géz 6niine almarak birbirleriyle %90’1n {izerinde benzerlik gdsteren suslar ayni
klonda kabul edilmistir. Benzerlik oranlar1 %90°in altinda olan suslar ise digerlerinden farkli olarak
degerlendirilmistir.
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Hastalarin; 32 “si (%55) erkek, 27 si (%45) kadindhr.
Yas ortalamasi; 70.3 (39-93)
Hastalarin; 47s1 (%80) yogun bakim, 12’ si (%20) servis hastasidir.
En sik goriilen altta yatan hastaliklar; SVH (Serebrovaskuler Hastalik)
KOAH
Diabet
En sik goriilen risk faktorleri; Entiibasyon
PAK (Periferik Arteriyel Kateterizasyon)
SVK (Santral Venéz Kateterizasyon)
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CID A. baumanni suslarinin (n=76)
28ETA (% 37)
20 Kan (% 26)
12 Apse  (%016)
8 Idrar (%10)
5 Balgam (%7)
3 BAL (% 4)
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Antibivotik Direnc Oranlari;

Gentamisin, %2100

Seftriakson, %100

Sulbaktam- ampisilin %100

Sefepim %100

Siprofloksasin %100,

Imipenem %95,

Meropenem %95

Piperasilin-tazobaktam % 95

Amikasin %95 direncli iken,

Kolistin (%0) direnci saptanmamustir.
En etkili antibiyotik KOLISTIN
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CIM testi 76 izolatin 72’sinde pozitif 4’iinde negatif
bulunmus olup bunlar imipenem ve meropeneme duyarl
suslardi

Boylece karbapenemaz aktivitesi ile CIM testinin %100

uyumlu oldugu gozlenmistir
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Multipleks PCR sonug¢larina gore;

A. baumannii tiirleri i¢in spesifik Intrinsik blagya =, tim
1zolatlarda pozitif bulunmustur.

OXA-tipi karbapenemazlardan blagy . ,; IMipenem direncgli 72
1zolatin hepsinde pozitif bulunmustur.

Imipenem duyarli dort izolatta ise blagy, »; saptanmamustar.

PCR sonugclari ile CIM testi birbirleriyle %100 uyumliu
bulunmustur.

Higbir izolatta blagya =g tespit edilmemistir.
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PFGE ile 76 izolat arasinda klonal olarak iliskili suslar 7 kiime
icerisinde toplanmustir (tolerans 1.0, cutoff %90).

[zolatlarin 63’ii herhangi bir kiime icerisinde yer almakta olup,
kiimelesme oran1 %83’ diir.

Klonal olarak iliskili bulunan izolatlarin tamaminin,
karbapenem direncine yol acan OXA-23 genini tasidigi
gorulmustur.

OXA-23 negatif/OXA-51 pozitif suslarin sporadik izolatlar
igcerisinde yer aldigi goriilmektedir.

Farkli tarihlerde aymi hastalarin cesitli  Klinik 6rneklerinden
1zole edilen suslarin PFGE paternleri incelendiginde; hem
niikslere hem de re-infeksiyonlara rastlandigi goriilmektedir.
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ssekil. zolatlarin PFSE paterrlz i




A. baumannii Apa-I A. baumannii Apa-I
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Hastanemizde tek klondan koken alan bir A. baumanni
epidemisi s0z konusu degildir.

Multiklonal bir yayilim mevcuttur.
Ancak kiimelesme orami oldukc¢a yiiksektir. (%83)

Bu da hastalar arasi ¢apraz bulasin sik oldugunu
gostermektedir.

Bu nedenle enfeksiyon kontrol programinin daha sistemli ve
etkin bir sekilde uygulanmasi gerektigi sonucuna varilmistir
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