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Ozet

Amac: Bu calismada, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi
Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi servislerinde
yatan hastalardan, Arahk 2008-Agustos 2010 tarihleri
arasinda Mikrobiyoloji laboratuvarina rutin tan amaci ile
gonderilen klinik orneklerden izole edilen, c¢oklu
antibiyotik direngli 121 Acinetobacter baumannii ve 43
Pseudomonas  aeruginosa susu  kolistin - duyarhhg
acisindan incelenmistir.

Gerec-Yontem: [zolatlarin tanimlanmasinda
konvansiyonel bakteriyolojik yontemler ve tam otomatik
tanimlama sistemi (Vitek 2, BioMerieux, Fransa)
kullanilmistir.  Suslarin ~ kolistin -~ duyarliligi  E-test
yontemiyle tespit edilmistir. Coklu antibiyotik direngli
164 koken ile ¢cevre drneklerinden izole edilen 5 kkenin
genotipik benzerliklerini saptamak icin “Arbitrarily
Primed Polymerase Chain Reaction” (AP-PZR) yontemi
uygulanmisgtir.

Bulgular: Calismaya dahil edilen 121 A. baumannii
kokeninin 121 (%100)’i kolistine duyarh, P. aeruginosa
kokenlerinin ise 2’si orta duyarli (%4.7), 41’i duyarh
(9%95.3) olarak tespit edilmistir. Yatan hastalardan izole
edilen ¢oklu antibiyotik direngli A. baumannii suglarinin
AP-PZR sonuglarinin, Gel Compar yazilimm kullamlarak
yapilan degerlendirme sonucunda, %80’inin iizerinde
genetik yakinlik bulunmus ve hastane infeksiyon etkeni
olabilecegi diisiinilmustiir.

Sonug: Izole edilen kokenlerde oldukga yiiksek oranda
antimikrobiyal direng, hastanemizde bu kékenlerin neden
oldugu infeksiyonlarin nemli bir sorun haline geldiginin
bir gostergesidir. Antimikrobiyallere direncin yiiksek
oldugu bu donemde calismaya dahil edilen kikenlerin in
vitro  kolistin  duyarhhigimin  yiikksek olmasi tedavi
secenegimiz acisindan umut verici olarak
degerlendirilmistir.

Anahtar kelimeler: Acinetobacter bawumannii; kolitsin;
Pseudomonas aeruginosa
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Abstract

Aim: In this study, the detection of colistin sensitivity in
multi antibiotic resistant strains of 121 Acinetobacter
baumannii and 43 Pseudomonas aeruginosa isolates
were investigated from clinical specimens, which was
taken from inpatients of Mersin University, Faculty of
Medicine, Health Research and Applications Services
and sent to microbiology laboratory for routine diagnosis
between December 2008 and August 2010.

Materials and Methods: Conventional bacteriological
methods and fully automated detection system (Vitek-2,
BioMerieux, Fransa) were used to identify the isolates.
The colistin sensitivity of the isolates was detected by
Kirby Bauer disc diffusion and E-test methods according
to the standards described by The Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI). Genotypic
similarities between multiple antibiotic-resistant 164
clinical isolates and 5 environmental isolates were
detected with “Arbitrarily Primed Polymerase Chain
Reaction” (AP-PCR).

Results: All of the A. baumannii isolates, [121 (100%)]
were sensitive to colistin by E-test, 113 (93.4 %) were
sensitive and, 8 (6.6 %) were intermediate sensitive to
colistin by disk diffusion method. Four (100%) of the 43
P. aeruginosa isolates were sensitive to colistin by disk
diffusion method, 2 (4.7%) were intermediate sensitive
and 41 (95.3%) were sensitive to colistin by E-test
method. According to the Gel Compar software
evaluation of AP-PCR results of multiple antibiotics
resistant A. baumannii strains those are isolated from
inpatients; genetic proximity is found to be about 80%
and it is anticipated that this can be cause of nosocomial
infections.

Conclusion: A very high rate of antimicrobial resistance
of the isolated original strains is an indication that
infections caused by those original strains became a
serious problem at our hospital. High in-vitro sensitivity
of original strains included in this study at the existence
of such antimicrobial resistant period is evaluated to be
promising for treatment options.
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Giris

Mikroorganizmalarin yeryliziniin en eski canhlar
olmasim saglayan, de@isen yasam kosullarina hizla uyum
saglayabilme vyetenekleridir, Bu yetenekleri sayesinde
kendilerine karsi geligtirilen her yeni antibiyotikten
kacacak bir yol bulmaktadirlar. Sonugta, infeksiyonlarla
savasta en Onemli engel olan antibiyotiklere direng
sorunu ortaya ¢ikmaktadir (1). Guniimiizde birden ¢ok
antibiyotige direncli Gram negatif bakteri infeksiyonu,
halk saghig, koruyucu ve tedavi edici hekimlik agisindan
gidereck ©nem kazanmaktadit. Bu bakterilerin neden
oldugu infeksiyonlarin tedavisi giictiir. Bu nedenle
mortalite ve morbidite oranlan yliksektir (2-5).

Gram negatif bakteri tiirleri, gerek diinyada gerekse
ilkemizde hastane kokenli infeksiyonlarin énde gelen
etkenleri  arasinda  ver almaktadir  (6). Hiicre
duvarlarindaki dis membran yapisina baglh olarak Gram
pozitiflere kiyasla bircok antibiyotige direngli olan bu
mikroorganizmalann hastane ortaminda genetik madde
aktarimu ve/veya antibiyotiklerin secici baskisi ile gogul
direnc Ozelligi kazanmast, infeksiyonlarin tedavisinde
sorun  olusturmaktadir.  Ozellikle  yogun  bakim
ortamlarinda direng sorunu daha da belirgindir (7). Gram
negatif bakteriler i¢inde en Gnemli hastane infeksiyonu
etkenleri: Pseundomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumannii ve Klebsiella tirleridir (8-10).

Acinetobacter cinsi bakteriler, diisiik viriilanshi ve
firsatg1 patojenler olarak bilinmekle birlikte son 30 wil
igerisinde klinik dnemleri giderek artmistur. Giiniimilzde
hastane patojenleri arasinda onde gelen ve sorunlu
mikroorganizmalar olarak ¢dnemli bir yere sahiptir,
Bakterinin ¢evre kosullanina uyum saglama yetenegi,
vaygin antibiyotik kullamumn, yoZun bakim ve invaziv
girisim olanaklannin artisi, giderck artan oranda izole
edilmelerine ve nozokomiyal salginlara yol agmalanina
neden olmaktadir (11}.

Pseudomonas tiril bakterilerin ¢ogu insanlar1 infekte
etmekle birlikte, bazilart dzellikle immiin sistemi
baskilanmis bireyler i¢in Snemli bir firsatgi patojendir.
Pseudomonas cinsi iginde en sik izole edilen insan
patojeni P. aeruginosa’dir (12). P. aeruginosa, tzellikle
savunma mekanizmalanmin zayifladif immiin yetmezlik
durumlaninda, malign  ve  metabolik  hastalifn
bulunanlarda, uzun sireli kemoterapi ve radyoterapi
alanlarda, yashlarda ve agir yamk durumlarinda hastahk
olusturan ve daha cok hastane infeksiyonlarina neden
olabilen énemli bir patojendir (13).

Kolistin Buacillus polymyxa tarafindan sentez edilen
polimiksin  grubu  antibiyotikdir.  Kolistinin  etkisi
konsantrasyona bagimh ve bakterisittir. En $nemli yan
etkisi nefrotoksisitedir. 1950-1980 arast kullamilomg ve
1980 lerde nefrotoksisitesi nedeniyle kullaninu oldukga
azalmistir. A. baumannii ve P. aeruginosa gibi ¢okiu
direngli Gram negatif basillerin ortaya ¢ikmasi ile rekrar
kullamlmaya baslanustir (14).

Bu cahsmanin amaci gesitli klinik drneklerden izole
edilen ¢oklu direngli A. baumannii ve P. aeruginosa
izolatlarinin kelistin duyarhh@mn aragturilmasidir.
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Gerec ve Yontemler

fzolatlar

Bu calismada, Aralik 2008-Agustos 2010 taribleri
arasinda  Mersin  Universitesi Tip Fakiiltesi Saghk
Arastirma ve Uygulama Merkezi'nde yatan hastalardan,
Mikrobiyoloji  laberatuvanna  gonderilen  Klinik
orneklerden (trakeal aspirat kiiltlirt, doku kiiltiiri, yara
kiiltiirli, abse kiiltiirli, kan kiiltiirii ve diger steril viicut
sivi kiiltiirleri) izole edilen, ¢oklu antibiyotik direngli 121
A, baumannii ve 43 P. aeruginosa kdkeni calismaya
alinda.

Ayrica toplanan kkenlerin hastane infeksiyon etkeni
olup olmadigim arastirmak igin, Mersin Universitesi Tip
Fakiltesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi' nde
yatan hastalarda kullanilan tubbi malzemelerden (yatak,
ventilatdr, aspirator, hasta bakim arabasi, acil yardim
arabast vb.) ve ortak kullamilan malzemelerden (masa,
bilgisayar klavyesi, bilgisayar faresi, vb.) alinan siirlintii
kiiltiirlerinin -~ Tibbi ~ Mikrobiyoloji ~ Anabilim  Dali
Laboratuvarinda incelenmesi sonucunda izole edilen,
coklu antibiyotik direngli 4 A, bawmannii ve 1 P,
aeruginosa kokeni cahsmaya alindi. Bu kokenlerle
hastalardan izole edilen kokenler arasindaki iliskiyi
arastirmak i¢in “Arbitrarily Primed Polymerase Chain
Reaction” {AP-PZR} metodu uygulandi.

Rutin kiiltiirde klinik Srneklerin ekimi igin %3 kanh
agar ve EMB (Eosin methylene blue) agar [Oxoid]
kullanildr. Kiiltiirler 37°C°de 1618 saat inkiibasyondan
sonra  deferlendirildi. Gram negatif  bakterilerin
tammlanmasinda koloni morfolojisi  (koloni  sekli,
kokusu, EMB agarda lakioz negatif koloni) dikkate
alindi.  Bakterilerin tammlanmasinda  konvansiyonel
yontemler ve otomatize tanimlama sistemi (Vitek 2,
bioMerieux, Fransa) kullamldi.

Antibivotik Duyartblig:

Gram negatif bakterilerin  antibivotiklere karsi
duyarhligt Kirby Bauer disk difiizyon teknigi ile CLSI
(Clinical and Laboratory Standarts Institute) dnerilerine
gbre MHA (Mueller Hinton Agar) kullanidarak yapild
(15). Caligmada; aztreonam (30 pg), ampisilin-sulbaktam
(10/10 pg), seftriakson (30 pg), seftazidim (30 pg),
piperasilin-tazobaktam (100/10 pg), piperasilin (100 pg),
sefepim (30 pg), amikasin (30 pg), gentamisin (10 pg),
siprofloksasin (5 pg), ofloksasin (3 pg), imipenem (10
pg), meropenem (10 pg) ve trimetoprim-sulfametoksazol
(25 pg) antibiyotik diskleri kullanildi.

“Coklu antibiyotik diren¢li Gram ncgatif bakteri”
terimini kullanabilmek icin belirlenen dort antibiyotik
grubundan en az ii¢iine direngli olan bakteriler ¢calismaya
dahil edildi. Bu antibiyotik gruplarn; aminoglikozidler
{amikasin, gentamisin), florokinolonlar (siprofloksasin,
ofloksasin), karbapenemler (imipenem, meropenem),
penisilin ve sefalosporinler (piperasilin,
amoksisilin/klavulanik asid, seftriakson, seftazidim) dir.

Izole edilen coklu antibiyotik direncli Gram negatif
bakterilerin, kolistin duyarhhginin belirlenmesi icin E-
test yontemi uygulandi. MHA besiyeri iizerine vaygin
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ekim yapild: ve kolistin seritleri yerlestirildi. Inkiibasyon
sonunda E-test striplerinin inhibisyon elipsleri ile
kesistigi noktalardaki MIK degerleri, CLSI standartlarina
gore degerlendirildi (Sekil 1). E-test yonteminde; P.
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aeruginosa igin MiK degeri <2 pg/ml duyarh, 4 pug/ml
orta duyarh, >8 pg/ml direncli, A. bawmanni i¢in <2
pg/ml duyarh ve >4 pg/ml direngli olarak degerlendirildi.
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Sekil 1. Kikenlerin E-test yontemi ile kolistin duyarlihg (MIK degerleri) A; P. aeruginosa (<2) B; A. baumannii (<2)

“Arbitrarily Primed"” Polimerize Zincir Reaksiyonu
[AP-PZR]

Yatan hastalardan izole edilen, 121’1 A. baumannii
ve 43’1 P. aeruginosa olan 164 ¢oklu antibiyotik direngli
koken ile ¢evre orneklerinden izole edilen, 4’01 A.
baumannii ve 1'i P. aeruginosa olan 5 kokenin genetik
yakinligim ortaya ¢ikarmak igin AP-PZR tiplendirme
yontemi kullanildi.

AP-PZR, epidemiyolojik olarak baglantili kokenler
arasindaki benzerligi ortaya koymak ic¢in kullanilan PZR
bazl tiplendirme yontemlerinden biridir.

DNA Izolasyonu

Steril ependorf tiip icerisine 1 ml steril distile su ve
kanli besiyerinde 24 saatte iiretilmis saf kiiltiir halindeki
bakteri kolonisinden, steril éze ile petrinin 1/4 kadan
alinarak kondu. Tiipler 80°C’ye getirilmis kuru 1s1
bloklarina konularak 30 dakika inkiibe edildi. Daha sonra
tipler 13.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Dip
kisimdaki ¢okelti kalacak sekilde iist kisim atilip {izerine
200 ul kloroform eklenip iyice vortekslendi. Uzerine 200
ul steril distile su eklenip tekrar vortekslendi. Daha sonra
tipler 13.000 rpm’'de 10 dakika santrifiij edildi.
Cokeltinin iizerinde kalan kisim amplifikasyonda kalip
DNA olarak kullamldi.

PZR Amplifikasyonu
Her bir ornegin PCR amplifikasyonu 50 pL’lik
reaksiyon hacimlerinde gerceklestirildi. Reaksiyon

karisimi, 5 pL. 10XPZR tampon, 1.5 umol/uL MgCl,, 0.2
pmol/pL. dNTP kangimi, 0.5 pmol/puL tniversal M13

17

primeri (5’-GAGGGTGGCGGTTCT-3"), 1.25 U Tag
DNA polimeraz ve 3 uL 6rnek DNA’s1 igermektedir (16).
Orneklerin “thermal cycler’da (Eppendorf, Mastercycler,
Germany) amplifikasyon kosulan ise, 94°C’de 5 dakika
baslangi¢ denatiirasyonu, arkasindan 40 siklus 94°C’de 1
dakika denatiirasyon, 40°C’de 1 dakika baglanma ve
72°C’de 1 dakika uzama basamaklari ve arkasindan
70°C’de 5 dakika son uzama basamaklarim icermektedir.
PCR iiriinleri, %1’lik agaroz jel elektroforezinden sonra
0.5 pg/mL etidyum bromiir ile boyandiktan sonra UV
transiluminatérde (Vilber Lourmat Marne La Vallée,
Fransa) goriintiilendi.

Bulgular

Calismaya dahil edilen 121 A. bawmannii kokeninin,
67’si trakeal aspirat (%55.4), 26’s1 yara (%21.5), 1'i abse
(%0.8), 4’1i (%3.3), 6's1 (%5), 6’s1 idrar (%4.9), 7’si kan
(%5.8), 2’si kateter (%1.7), 1’1 santral vendz kateterden
alinan kan kiltirii (%0.8) ve 1’i plevra sivist kiiltiirii
(%0.8) nden izole edilmistir.

43 P. aeruginosa kokeninin, 5’i trakeal aspirat
(%11.6), 10’u yara (%23.2), 1'i bronkoalveolar lavaj
(%2.3), 12’si doku (%28), 12’si idrar (%27.9), 1'i kateter
kiiltiirti (%2.3) ve 2’si plevra sivis1 kiiltiirii (%4.7) nden
izole edilmistir.

Calismaya dahil edilen 121 A. baumannii kdkeninin
timii E-test yontemiyle kolistine duyarli (%100)
bulunmustur. 43 P. aeruginosa kokeninin kolistin
duyarhiligi E-test yontemiyle incelendiginde ise 2 koken
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orta duyarli (%4.7), 41 koken duyarli (%95.3) olarak
tespit edilmigtir.

Yatan hastalardan ve c¢evre o&rneklerinden izole
edilen kdkenlerin AP-PZR tiplendirme sonuglarinin Gel
sonucu;

Compar yazihminda degerlendirilmesi A.

baumannii kokenlerinde %80'nin tzerindeki genetik
yakinlik anlamh kabul edilerek, hastane infeksiyon etkeni
olabilecegi  kamsina  vanlmistir.  P.  aeruginosa
kokenlerindeki genetik cesitliligin fazlaligindan dolay:
degerlendirme yapilamamistir (Sekil 2 ve 3).
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Sekil 2. A. baumannii k6kenlerinin AP-PZR sonrasi agaroz jel elektroforez goriintiisii

Sekil 3. P.aeruginosa kikenlerinin AP-PZR sonrasi agaroz jel elektroforez goriintiisii

Tartisma

Hastane infeksiyonlar: gerek tedavi zorlugu gerekse
yitksek mortalite ve morbiditiye sahip olmalar nedeniyle
giiniimiiz tibbinin en 6nemli sorunlarinin arasinda yer
almaktadir. Hastane infeksiyonlarina sebep olan
mikroorganizmalarin biiyiik bir kism1 yogun antibiyotik
kullammina bagli  olarak antibiyotiklerin  ¢oguna
direnclidir. Tedavideki giicliik yiiksek mortalitenin yam
sira, hastanede yatis siiresinin uzamasina, tedavi
giderlerinin artmasina ve isglicii kaybina neden
olmaktadir (14). A. baumannii ve P. aeruginosa sikhkla
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goriilen hastane infeksiyonu etkenleri arasindadir ve
antibiyotiklerin  ¢oguna diren¢c kazanmuslardir. Bu
nedenle ¢oklu direncli kdkenlerle olusan infeksiyonlarin
tedavisinde kolistin kullanimi giindeme gelmistir.
Ulkemizde Azap ve ark. (3) tarafindan 2005 yilinda
yapilan ¢alismada, 55 P. aeruginosa, 48 A. baumannii,
21 Stenotrophomonas maltophilia, 8 Burkholderia
cepacia kokeninde agar dilusyon yontemi kullanilarak
kolistin duyarliligina bakilmistir. Duyarhilik simin < 4
mg/L kabul edildiginde 55 P. aeruginosa kokeninin 52’
si (%94.1), 48 A.baumannii kokeninin 46" s1 (%95.8), 21

S. maltophilia kékeninin 15’1 (%71.4) ve 8 B. cepacia



Gram Negatif Bakterilerde Kolistin Duyarfiigr

susunun  kikeninin - 11 (%8.4)  kolistine
bulunmustur.

Ozdemir ve ark. (17) Konya'da 2008 wilinda, farkh
kliniklerden ve farkhi dmeklerden izole ettikleri 215 A.
baumannii ve 2 A. haemolyticus kokeninin cesitli
antibiyotiklere duyarhliklanni  klasik  ve otomatize
sistemle ¢alismislar ve kolistin duyarhilifim % 100 olarak
bildirmiglerdir. Akin ve ark. (18) tarafindan 2008 yilinda
Gaziantep'te yapuklan calismada; disk difiizyon, E—test
ve buyyon mikrodiliisyon ydntemleriyle 200 A,
bawmannii kikeninin kolistine duyarhhgim % 100 olarak
bulmuslardir. Zer ve ark. (19) 2007 yilinda Gaziantep’te
yapmus olduklan ¢ahsmada, 62 A. bawmannii kdkeninin
E-test yontemiyle hepsinin kolistine duyarli oldugunu
belilerken, bizim gahsmamzda da aym yontemle
A.baumannii kokenlerinin hepsi kolistine duyarl olarak
bulunmustur.

Ulkemizde yapilan ¢alismalarda A. bawmannii ve P.
aeruginosa kikenlerinde kolistin duyarhliginin yiiksek
oldugu gorilmektedir. Bizim cgalismanizda da g¢ogul
direncli bu kikenlerde kolistine direng saptanmarmigtir.

Wang ve ark. (20) tarafindan 2007 yilinda Cin’de
yapilan calismada, 1999-2005 willlan arasinda Cin’deki
11 hastaneden izole edilen karbapenem direngli 221
Acinetobacter spp. kdkeninin, beta-laktam
antibiyotiklerin hepsine direncli oldufu ve sadece
kolistine duyarh olarak bildirilmistir. Arroyo ve ark. (21)
2004 yilinda ispanya’da bir Gniversite hastanesinde
yapmig olduklan ¢ahsmada, 115 A. bgumannii klinik
izolatmin  kolistin - duyarlihfit  E-test  ve  buyyon
mikrodilisyon metodlan  kullanilarak — arastinlmistr.
Referans buyyon mikrodiliisyon metoduna gore, kolistine
direngli 22 (%19.1), kolistine duyarl: 93 (9%80.8) kdken
tespit edilmistir.

izole edilen kikenlerde oldukga yilksek oranda
antimikrobiyal direng gdzlenmektedir. Cogunlugu rutinde
kullanilan antimikrobiyallerin hepsine direnglidir. Direng
probleminin endise verici boyutta olmasi, hastanemizde
bu koékenlerin neden oldugu infeksiyonlarin tnemli bir
sorun haline geldiginin bir gOstergesidir.
Antimikrobivallere direncin viiksek oldugu bu dénemde
gahismaya dahil edilen bu kokenlerin in vitro kolistin
duyarhiligtnin yiiksek olmasi sevindiricidir.

Sonug olarak iilkemizde ve hastanemizde c¢oklu
antibiyotik direngli A, bawmammii ve P. aeruginosa
kokenleri ile olusan infeksiyonlann tedavisinde kolistin
kullanilmasinin uygun olacag gériilmektedir.

duyarli
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