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Yogun bakim unitelerinden izole edilen ¢ok ilaca direncli
Acinetobacter ve Pseudomonas izolatlarinda
karbapenem direncinin arastirilmasi
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Ozet

Amag: Bu calismada hastanemiz yogun bakim {initelerinde (YBU)
yatan hastalarda Pseudomonas ve Acinetobacter izolatlarinda ¢oklu
ilac direnci (CID) gelismesine neden olan karbapenem direncinin
genotipik analizlerle ortaya konulmasini amaclanmistir.

Gereg ve Yontem: Calismada, Nisan 2014-Aralik 2014 tarihleri ara-
sinda Yiiziincii Y1l Universitesi Dursun Odabas Tip Merkezi YBU'deki
hastalardan izole edilen 51 Acinetobacter baumannii ve 51 Pseu-
domonas aeruginosa izolatlarinda karbapenem direncine neden
olan genler arastiriimistir. izolatlarin antimikrobiyal duyarhliklari,
Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi ve BD Phoenix (Becton Dickin-
son, ABD) otomatize sistemi ile belirlenmistir. Tim izolatlarda kar-
bapenem direncine yol acan IMP, VIM, GES, GIM, SPM, OXA-10, OXA-
23 ve OXA-51 gen bodlgeleri Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile
belirlenmistir. Ayrica tim izolatlarda pulse field gel electrophorezi
(PFGE) ile klonal iliski ortaya konmustur.

Bulgular: Toplam 102 izolatin hicbirinde IMP, VIM, GES, GIM gen
bélgeleri tespit edilmemistir. A. baumannii izolatinin tamaminda en
az bir gen bolgesi pozitif olmak lizere %98'inde OXA-51, %77'sinde
OXA-23 ve %4'linde SPM geni pozitif bulunmustur. Bu izolatlarda;
%77 oraninda OXA-23 ile OXA-51 ve %4 oraninda OXA-23, OXA-51
ile SPM birlikteligi saptanmistir. P. aeruginosa izolatinda ise OXA-51
%18 ve OXA-10 ise %14 oraninda tespit edilmistir. PFGE yontemi
ile klonal iliski analizi sonuclarina gore A. baumannii izolatlarinin
kiimelesme orani %80 olarak belirlenirken P. aeruginosa da bu oran
%53 olarak belirlenmistir.

Sonug: Calismamizda A. baumannii suslarinin karbapenem diren-
cinden SPM, OXA 23 ve OXA 51 ve P. aeroginosa suslarinin karba-
penem direncinden OXA 10 ve OXA 51 tipi karbapenemaz genleri
sorumlu bulunmustur.

Anahtar Sozciikler: A. baumannii; karbapenemase; P. aeruginosa.

Abstract

Introduction: The aim of this study was to determine the carbapenem
resistance in Pseudomonas and Acinetobacterisolates in the intensive
care units (ICU) of our hospital by genotypic analysis.

Methods: Study strains included imipenem or meropenem resistant
51 Acinetobacter baumannii and 51 Pseudomonas aeruginosa iso-
lates between April 2014-December 2014 at intensive care units in
YYU, Dursun Odabas Medical Center, Turkey. Antimicrobial suscepti-
bility testing of the isolates were performed by Kirby-Bauer disk dif-
fusion method and BD Phoenix automated system in our hospital. All
strains that cause carbapenemase encoding genes by IMP, VIM, GES,
GIM, SPM, OXA10, OXA-23 and OX-51 gene regions were investigated
with Polymerase Chain Reaction. Pulsed Field Gel Electrophoresis
(PFGE) was performed to detect moleculer epidemiologic relation-
ships among the isolates.

Results: A total of 102 isolates evaluated for carbapenemase gene re-
gions of IMP, VIM, GES, GIM were not observed in any of the isolates.
The presence of the carbapenem resistant of OXA-51 (98%), OXA-51
(77%), OXA-23 (77%) and SPM (4%) genes positive were found A.
baumannii isolates. In these strains, both OXA-23 and OXA-51 %77
and OXA-23&0XA-51&SPM %4 genes were observed. Detection of
OXA genes in P aeruginosa strains of OXA51 strains (18%) and OXA-
10 strains (14%) showed multidrug-resistant. According to the clonal
relationship between the isolates were identified by pulsed-field gel
electroforesis, cluster rate was found to be 80% A. baumannii strains
and 53% R aeruginosa strains.

Discussion and Conclusion: In our study, carbapenemase genes cod-
ing for SPM, OXA 23 and OXA 51 were responsible for carbapenem
resistance of A. baumanniiisolates, while genes coding for OXA 10 and
OXA 51 were identified in carbapenem-resistant P aeruginosaisolates.

Keywords: A. baumannii carbapenemase; £ aeruginosa.
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Antibiyotik direnci yaygin ve kontrolsliz antibiyotik kulla-
nimina bagh olarak glinimuzde buyik bir sorun haline
gelmistir. Ozellikle yogun bakim (nitelerinde sikca gériilen
hastane enfeksiyonlarinda coklu ilag¢ direnci (CiD) belirlenen
mikroorganizmalar daha ¢ok 6nem kazanmistir. Bu initeler-
de hastalik etkeni olarak en sik izole ettigimiz nonfermenta-
tifler Pseudomonas ve Acinetobacter izolatlaridir. Bu bakteri-
lerin etken oldugu enfeksiyonlarda kullanilan antibiyotiklere
karsi direncin artmasi tedavide gicliiklere sebep olmaktadir.
Direncli nonfermentatif mikroorganizmalarin sebep oldugu
enfeksiyonlar mortalitenin artmasina, hastane yatis siiresinin
uzamasina ve tedavi maliyetinde artislar gibi sorunlara sebep
olmaktadir."

Karbapenemler, penisilin ve sefalosporin gibi beta laktamlara
direncli bakteri turlerinin coguna karsi etkilidir. Ama son yil-
larda 6zellikle nonfermantatif gram negatif bakteriler arasinda
karbapenemlere karsi artan bir direng problemi gézlenmek-
tedir.24

Bu calismada hastanemiz Yogun Bakim Unitelerinde (YBU)
yatan hastalarda en sik rastlanan nonfermentatiflerden Pseu-
domonas ve Acinetobacter izolatlarinda CID gelisimine sebep
olan Metallo beta laktamaz (MBL) direnci fenotipik ve genoti-
pik analizlerle ortaya konulmasini amaclanmistir.

Gerec¢ ve Yontem

Nisan 2014-Aralik 2014 tarihleri arasinda Yiiziinci Yil Universi-
tesi Dursun Odabas Tip Merkezi Mikrobiyoloji Laboratuvarin-
da imipenem veya meropenem direncli 51 Acinetobacter bau-
mannii ve 51 Pseudomonas aeruginosa izolati ¢alismaya dahil
edilmistir. izolatlarinin antimikrobiyal duyarliliklari, Kirby-Ba-
uer disk diflizyon yontemi ve BD Phoenix (Becton Dickinson,
ABD) otomatize sistemi ile belirlenmistir. MBL varhd, ¢ift disk
sinerji testi (CDST), kombine disk testi (KDT), Modifiye Hodge
testi (MHT) ile tespit edilmistir. Tim izolatlarda karbapenem
direncine yol acan IMP, VIM, GES, GIM, SPM, OXA-10, OXA-23
ve OXA-51 gen bolgeleri Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
ile belirlenmistir. Ayrica tiim izolatlarda Pulsed-field jel elect-
rophorezi (PFGE) ile klonal iliski ortaya konmustur. Molekdiler
bant analizleri icin benzerlik hesaplarinin yapilmasinda Pear-
son korelasyon katsayisi ve kiimelesme analizi icin de UPG-
MA (Unweighthed Pairvise Grouping Matematical Avenaging
matematiksel ortalamayla agirliksiz ciftlerin gruplandiriimasi)
yontemi kullanildi.

Sonuglar

Calismaya karbapenem direncli 51 P. aeruginosa ve 51 A. ba-
umannii olmak lzere toplam 102 adet izolat dahil edilmistir.
Galismaya alinan 102 izolatin 18'i (%18) ¢cocuk yogun bakim,
84'U (%82) yetiskin yogun bakim Unitelerinden izole edilmis-
tir. Hastalarin yasi 11 guinliik ve 87 yas arasinda degismektey-
di (ortalama yas: 35.6, SS: 23.6). Her biri farkli hastadan izole
edien bu izolatlar izolasyon tarihlerine gore kronolojik ola-
rak numaralanmistir. Hastalarin YBU'de kalis siiresi ortalama
3.3 ay oldugu belirlenmistir. Hastalar agirlikli olarak solunum

Tablo 1. Elde edildikleri birimlere gore izolatlarin ve 6rnek

tirlerinin dagilimi

Klinik Ornek A. baumannii  P. aeruginosa

Cocuk YBU Kan 7

(n=18) idrar 0 5
Kulak 0 2

Trekeal aspirat 1 1

Yara 0 1

BOS 0 1
Trekeal aspirat 32 20
Yara 5 6

idrar 1 9

Kan 3 2
0 3

2 1

Yetiskin YBU
(n=84)

Kulak
Plevra sivisi
Toplam 51 51

YBU: Yogun bakim initesi.

yolu enfeksiyonlari nedeniyle (%53) takip edilmekteydi. Cocuk
YBU'de 10 adet P. aeruginosa ve 8 adet A. baumannii izole edi-
lirken, yetiskin YBU'de 43 adet A. baumannii ve 41 adet P. ae-
ruginosa izole edilmistir. izolatlarin elde edildigi yer ve érnek
tlrlerine gore dagilimi Tablo 1'de gdsterilmistir.

Calismada disk diffiizyon ve otomatize sistemle imipenem ve
meropeneme direncli bulunan 51'i A. baumannii, 51'i P. aerugi-
nosa izolatlarinin diger antibiyotiklere duyarlilik test sonuglari
Tablo 2'de verilmistir.

Calisilan kdkenlerde IMP, VIM, GES, GIM, SPM, OXA-51, OXA-
23, OXA-10 grup genlerinin varligini arastirmak amaciyla
PZR yapildi. Toplam 102 izolatin hig¢ birinde IMP, VIM, GES,
GIM gen bolgeleri tespit edilemedi. A. baumannii izolatlari-
nin tamaminda SPM, OXA-51 ve OXA-23 gen bodlgelerinden
en az bir tanesi pozitif bulundu. P. aerugonosa'da izolatlarin
16'sinda (%31); OXA-51 (%18) ve OXA-10 (14) gen bdlgele-
rinden en az bir tanesi pozitif bulundu. PFGE ile pozitiflik
saptanan gen bdlgelerinin izolatlara gore dagilimi Tablo 3,
Sekil 1, 2'de verilmistir.

Tiplendirilen 51 A. baumannii izolatinda 38 farkli PFGE profili
gostermistir. Klonal yonden iliskili izolatlar, 13 farkli kime ice-
risinde yer almaktadirlar. Toplam 51 A. baumannii izolatunun
41'i herhangi bir kiime icerisinde yer almaktadir. izolatlarin k-
melesme orani %80'dir.

En biylk kiime; 7 izolatin yer aldigi VI ile kodlanan kiimedir.
Bunu sirasiyla; | (6 izolat), VIII (6 izolat), IV (4 izolat), Il (2 izolat),
Il (2 izolat), X (2 izolat), XI (2 izolat), XII (2 izolat), Xl (2 izolat),
XIV (2 izolat), XV (2 izolat), XVII (2 izolat) kiimeleri takip etmek-
tedir (Sekil 1).

Tiplendirilen 51 P. aeruginosa izolatinin 43 farkli PFGE profili
gostermistir. Klonal yonden iliskili izolatlar, 11 farkli kime ice-
risinde yer almaktadirlar. Toplam 51 P. aeruginosa izolatinin
27'si herhangi bir kiime icerisinde yer almaktadir. izolatlarin
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Tablo 2. A. baumannii ve P. aeruginosa izolatlarinin antibiyotik duyarlilik test sonuclar

Antibiyotik A. baumannii P. aeruginosa

n S | R (%) n S | R (%)
Aztreonam 51 0 0 51 (100) 51 13 8 30 (59)
Gentamisin 51 0 0 51 (100) 51 20 2 29 (57)
Seftazidim 51 0 0 51 (100) 49 20 6 23 (45)
Ciprofloksasin 51 0 0 51 (100) 51 28 3 20 (39)
Sefoperazon 51 0 0 51 (100) 51 17 15 19 (37)
TPZ 51 0 0 51 (100) 51 33 0 18 (35)
Levofloksasin 51 0 0 51 (100) 37 20 1 16 (31)
Sefepim 51 0 0 51 (100) 51 17 21 13 (26)
SAM 51 0 0 51 (100) - - - -
Seftriakson 51 0 0 51 (100) - - - -
TIC 51 0 0 51 (100) - - - -
Amikasin 51 2 0 49 (96) 51 37 4 10 (20)
TMP-SXT 51 20 0 31(61) = = = =
Kolistin 51 51 0 0(0) 5 5 0 0 (0)
Norfloksasin - - - - 14 10 0 4(8)

n: Test edilen izolat sayisi; TPZ: Piperasilin-tazobaktam; SAM: Ampisilin-sulbaktam; TIC: Tikarsilin-klavulonat; TMP-SXT: Trimetoprim-sulfametoksazol.

Tablo 3. Bakterilerde tespit edilen gen bélgeleri

Genler A. baumannii P. aeruginosa
n=51 (%50) n=51(%50)
n % n %
SPM 2 4 - _
OXA-51 50 98 9 18
OXA-23 39 77 - -
OXA-10 — — 7 14
OXA-23 ve OXA-51 39 77 = =
SPM, OXA-23 ve OXA-51 2 4 = =

kiimelesme orani %53'tir.

En buyuk kiime; 4 izolatin yer aldigi XlI ile kodlanan kiimedir.
Bunu sirasiyla; 1 (3 izolat), V (3 izolat), XXI (3 izolat), IV (2 izolat),
XIV (2 izolat), XIX (2 izolat), XXIII (2 izolat), XXVIII (2 izolat), XXIX
(2 izolat), XXXIII (2 izolat) kiimeleri takip etmektedir (Sekil 2).

Tartisma

Yogun Bakim Uniteleri, invaziv girisimlerin siklikla yapildigi
birimler olup, uzun sireli yatis tedavi olma, yanik tedavileri,
immiin yetmezlik, malignensi gibi altta yatan risk faktorlerleri,
blyik cerrahi girisimler ve uzun siireli genis spektrumlu anti-
biyotik kullanimi hastane enfeksiyonlari acisindan risk olustur-
maktadir.”! A. baumannii ve P. aeruginosa gibi nonfermentatif
bakteriler YBU'lerde siklikla karsimiza cikan hastane enfeksi-
yonu etkenidirler. Bu mikroorganizmalar CID olarak karsimiza
¢tkmakta ve bu izolatlarla olusan enfeksiyonlar tedavi gticlik-
lerine neden olmaktadir. Ampirik tedavi de dahil olmak tzere
bu etkenlerin neden oldugu enfeksiyonlarda karbapanemler

siklikla kullanilmakta ve bu durum karbapenem direncinde
artis olarak kendini géstermektedir.® Ozellikle nonfermenta-
tif gram negatif basillerde karbapenem direnci daha yiiksek
oranlarda gorilmekte ve hizla artarak dinya ¢apinda yayil-
ma gostermektedir.” Tirkiye'de yapilan cesitli arastirmalar-
da nonfermentatiflerde imipenem ve meropenem direnci
%40'lardan %92'lere ulasmistir.®

Karbapenem direncini belirlemek amaciyla Hacettepe Uni-
versitesinde gerceklestirilen bir calismada 110 P. aeruginosa
izolatinin 11'inde blaVIM pozitif bulunmustur.® Ozgiimis ve
ark. Karadeniz Teknik Universitesinden elde ettikleri izolatlar-
da gerceklestirdikleri calismada VIM ve SPM genlerini Pseudo-
monas'larda saptamislardir.’® Trakya Universitesi Tip Fakiilte-
si'nde gerceklestirilen bir calismada P. aeruginosa kdkenlerinin
timinde yapilan PZR ve multipleks PZR yéntemleri sonucun-
da karbapenem direncinden sorumlu NDM-1, IMP, VIM, SPM-1,
SIM-1, GIM-1 enzimleri negatif bulunmustur.'" Bizim calisma-
mizda IMP, GIM, GES ve VIM genleri calisilan tiim izolatlarda
negatif bulunmustur.

Cin'de 2010 yilinda OXA-23 iireten A. baumannii salgini rapor-
lanirken Nijerya'da ise 2013 yilinda %60 OXA-23 varlidi belirtil-
mistir.'>'¥ iran'da 2015 yilinda gerceklestirilen calismada bla-
oxags VE bla,, gen varligi sirasiyla %83 ve %12.5 olarak ortaya
konmustur."Turton ve ark. 2006 yilinda Ingiltere'de yaptiklari
calismada, multipleks PZR yontemiile A. baumanniiizolatlarin-
da OXA-51, OXA-23 ve Class 1-integraz kodlayan genler aras-
tirmis ve izolatlarin tamaminda OXA-51 kodlayan gen belirle-
mislerdir. Bizim ¢alismamizda da 51 A. baumannii izolatinin 50
sinde OXA-51 geni pozitif olarak bulunmustur.!'

Gordebil ylksek lisans tez calismasinda inceledigi 55 izolatin
tamaminda (%100) OXA 51 ve ISAba1 geni tespit etmislerdir.
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Sekil 1. Acinetobacter baumannii PFGE sonuclar.

izolatlarin 4'Unde (%7.27) OXA 58, OXA 51 ve ISAba1, 3'inde
(%5.45) OXA-24 ve OXA-51 geni belirlenmigsken OXA 23 geni
hic bir izolatta bulunamamistir."® Ulkemizde 2008 yilinda 7 yil-
lik periyod dahilinde yapilan calismada Ankara ve istanbul'dan
toplanan 321 A. baumannii izolatinda OXA-23 ve OXA-58 var-
hgr arastinlmis toplam 44 izolatin 26'sinda OXA-23 (%59.1)
ve 18'inde (%40.9) OXA-58 tespit edilmistir."”? Cesitli illerdeki
(Afyonkarahisar, Ankara, Bolu, Elazig, Erzurum, Isparta, istan-
bul, Kahramanmaras, Konya, Sakarya, Van) 13 Universite ve
devlet hastanesinin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda, 2008-
2011 tarihleri arasinda izole edilen toplam 834 A. baumannii
klinik izolatinin dahil edildigi calismada karbapeneme direncli
izolatlarin bla_, ... ve bla_, . . gen pozitiflikleri ise sira-
siyla %74.4 ve %17.3 olarak tespit edilmistir. Yirmi bes izolat
hem bla,,, ... hemdebla_, . . gen pozitifligi gostermistir.
BIBizim ¢alismamiza dahil edilen izolatlardan A. baumannii'de
OXA-51 (%98), OXA-23 (%77), OXA-23 ve OXA-51 birlikteligi
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Sekil 2. Pseudomonas aerugenosa PFGE sonuclari.

(%77), SPM, OXA-23 ve OXA-51 birlikteligi (%4) ve SPM (%4)
olarak bulunmustur. P. aeruginosa izolatlarinda OXA-51 (%18)
ve OXA-10 (%14) tespit edilmistir.

Gordebil ve ark. karbapenem direncli Acinetobacter izolat-
larinin PFGE ile klonal iliskilerinin incelemesi sonucunda, 55
izolatin 29 (%52.7)'unun yakin iliskili oldugu ve ayni klondan
koken aldigini bildirmilerdir.'® Bu calismada tiplendirilen 51
A. baumannii izolati 38 farkh PFGE profili gostermistir. Klonal
yonden iliskili izolatlar, 13 farkli kiime icerisinde yer almak-
tadirlar. Toplam 51 A. baumannii izolatinin 41'i herhangi bir
kiime icerisinde yer almaktadir. izolatlarin kiimelesme orani
%80 olarak bulunmustur. PFGE tiplendirmesinin sonucunda
hastanemizdeki Acinetobacter spp. izolatlarinin oldukca yiik-
sek bir kisminin klonal yonden iliskili olduklari saptanmistir.
Tum izolatlar MDR olarak bulunmustur. Cekin ve ark. 2012 yi-
lin ilk dort ayinda izole edilen salgin iliskili endemik dénem
Pseudomonas izolatlarinda antibiyotipleri benzer (0-1 izolat/
ay) saptanmasi cevresel kaynaklara yénlendirmistir. ilk haf-
tada gorilen A pulsotipine ait izolatin 16. haftanin sonuna
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kadar varhgini strdiirdiiga belirlenmistir. B, C, D pulsotiplere
ait izolatlara da hastanede de salgin boyunca hastanede rast-
lananmistir."” Yetkin ve ark. 105 P. aeroginusa izolatinda 1 yillik
periyota 80 hasta 6rneginde gerceklestirdikleri calismada 28
izolatin klonal iliski gostedigi bu 26 izolatinda 9'u tekrarlayan
enfeksiyon olarak belirlenmistir."® Nozokomiyal patojenlerin
hastanede kolayca yayilabildigini ve uygun korunma ve kont-
rol dnemlerinin alinmamasi halinde yillarca hastane ortamin-
da kalabilecegini vurgulanmalidir. Genel olarak ortak direng ve
PFGE profili gésteren izolatlarda direng yayilliminin klonal ya-
yihima paralel oldugu kabul edilmektedir.™ Calismamizda tip-
lendirilen 51 P. aeruginosa izolati 43 farkl PFGE profili goster-
mistir. Klonal yénden iliskili izolatlar, 11 farkli kiime icerisinde
yer almaktadirlar. Toplam 51 P. geruginosa izolatinin 27'si her-
hangi bir kiime icerisinde yer almaktadir. Suslarin kiimelesme
orani %53'tur. PFGE analizi icin kronolojik olarak siralanmasi
yapilmis ve ayni klona ait izolatlarin hastanemizde uzun sirre
varhigini stirdlrebildigi belirlenmistir.

Sonug olarak, tim izolatlarda lilkemizde daha 6nce bildirilen
gen bolgeleri calismamizda da benzer olarak bulundu. Klonal
iliski oranlarina gore hastanemizdeki hastalar arasinda izolat-
larin bulas derecesinin oldukc¢a yliksek oldugunu, hastane-
deki klonun uzun periyotlarda ortamda kalabildigini ortaya
koymustur. Bu durumda molekiiler tiplendirme calismalarinin
destegdini alarak hastanemizde daha etkili korunma ve kontrol
onlemlerinin alinmasi gerekliligini ortaya koymustur.
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katkilarindan dolayi tesekkir ederim.
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