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OZET

Giris: Son yillarda sikca karsimiza cikan cok ilaca direncli Acinetobacter baumannii, ézellikle yogun bakim (initeleri (YBU) 'ndeki hasta-
larda cok kisa siirede kolonize olabilmekte ve sonrasinda pnémoni, cerrahi alan infeksiyonu, bakteremi gibi ytiksek mortalite ile seyreden
infeksiyonlara neden olabilmektedir. Bu ¢alismada “Arbitrarily Primed-Polymerase Chain Reaction (AP-PCR)” yéntemiyle hastanemizde
YBU'ler arasinda gegis gosteren A. baumannii salgininin analizine yardimci olmak amaglanmistir.

Materyal ve Metod: Hastanemizde YBU’ler aktif prospektif siirveyans ile takip edilmektedir. Hastane infeksiyonu tanilari “Centers for
Disease Control and Prevention (CDC), National Healthcare Safety Network (NHSN)” kriterlerine gore konulmaktadir. A. baumannii ile
gelisen infeksiyonlarda kiimelesme olmas iizerine Infeksiyon Kontrol Komitesi tarafindan salgin siiphesiyle inceleme baslatilmistir. Salgin
analizinin mikrobiyolojik inceleme kisminda AP-PCR yontemiyle molekiiler analiz yapilmis ve suslar arasindaki klonal iliski aragtirilmistir.
izole edilen suslar mikrobanklarda -80°C’de saklanmustir.

Bulgular: ilk olarak Genel Cerrahi Yogun Bakim Unitesi (GCYBU)'nde 17 Adustos 2013 tarihinde eksitus olan bir hastadan izole edilen
A. baumannii ile baslayarak GCYBU’de 8 hastayi kapsayan ve en son 18 Ekim 2013 tarihine kadar devam eden bir salgin tespit edilm-
istir. Bu dénemde GCYBU’de yatan iki hastanin Anestezi ve Reanimasyon Yogun Bakim Unitesi (ARYBU)'ne devri olmustur. Hastalarin
devrinden sonra (13 Eyliil 2013) ARYBU’de toplam 12 hastay: kapsayan ve A. baumannii ile gelisen bir salgin ortaya cikmistir. AP-PCR
yéntemiyle baslica iki klon (A ve B) saptanmustir ve GCYBU’den ARYBU’ye nakledilen hastalardan diger hastalara bulas gésterilmistir.

Sonug: Bu calismada, iki farkli YBU (GCYBU ve ARYBU)’de hasta verileri ve etkenlerinin molekiiler incelemesi sonucunda tiniteler arasin-
da A. baumannii’nin iki klonuna bagh gelisen salgin gésterilmistir. Uniteler arasinda hasta transferinin salginlara neden olabilmesi
nedeniyle liniteye hasta kabulii sirasinda infeksiyon kontrol énlemlerinin alinmasi 6nem kazanmaktadir. Farkl hasta ézellikleri olan
cerrahi ve anestezi YBU icin birim yéneticilerinin ve calisanlarinin isbirligiyle uygun énlemler alinarak salgin sonlandirlmistir. Molekiiler
analizler salginin gdsterilmesinde énemli bir yontem olarak gériinmektedir ve salginin kaynadinin izinin stiriilmesinde dederli veriler
saglamaktadir.
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Introduction: In recent years, multidrug-resistant Acinetobacter baumannii has become more prevalent. Patients, especially in the inten-
sive care units (ICU), may be colonized in a very short period, and then they develop a severe infection with a high mortality rate, such
as bacteremia, pneumonia, surgical site infections. The aim of our study was to analyze the A. baumannii outbreak using Arbitrarily
Primed-Polymerase Chain Reaction (AP-PCR) method which shows transmission between ICUs.

Materials and Methods: Health care associated infections (HAI) in our ICUs are followed by active prospective surveillance. The diag-
nosis of HAl was made according to Centers for Disease Control and Prevention (CDC) criteria. An outbreak investigation was started
upon clustering in A. baumannii infections by Infection Control Committee. In the microbiological part of the outbreak investigation, a
molecular analysis, AP-PCR method, was used to show a clonal relationship among the strains. The isolated strains was stored in -80°C
in microbanks until the study.

Results: At first, an outbreak that started from a patient who died due to A. baumannii infection and included 8 patients was detected
in the surgical ICU between 17" August 2013 to 18 October 2013. In this period, two patients in the surgical ICU were transferred to
the anesthesiology ICU. After the transfer of the patients (13 September 2013), an outbreak occurred which included 12 patients in the
anesthesiology ICU. Mainly two A. baumannii clones (A and B) were described by AP-PCR method, and transmission from the patients
who transferred from surgical ICU was demonstrated.

Conclusion: In this study, an outbreak due to two clones of A. baumannii was shown using clinical data and molecular investigation of
isolates in two different ICUs (surgical ICU and anesthesiology ICU). Patient transfer between the units can cause outbreaks, therefore,
implementation of infection control measures are important on admission. The outbreak ended with the collaboration of both surgical
and anesthesiology ICU directors and employees. Molecular analysis is seen as an important method to show presence of an epidemic
and provides a valuable data discovering of the source in hospital setting.
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GIRIS

Son yillarda cok ilaca direncli Acinetobacter ba-
umannii, ozellikle yogun bakim iiniteleri (YBU)'nde-
ki hastalarda cok kisa siirede kolonize olabilmekte
ve sonrasinda pnomoni, cerrahi alan infeksiyo-

nu, bakteremi gibi infeksiyonlara neden olabilmek-
tedir'll.  Giiniimiizde bircok YBU'de bu etkenle

izole edilmektedir. ~ Bu etkenle ilgili zaman za-
man YBU’lerde epidemiler goriilmektedir. Endemik
olarak hastanelerde bulunan bu etkenin epidemik
olmasi hastanelerde viiriitiillen siirveyans programla-
nyla daha kisa siirelerde tespit ve kontrol edilerek
onlenmektedir. Salginlarda elde edilen klinik susla-
rin aralarinda klonal iliskinin saptanmasi ve indeks
susun belirlenmesiyle salgimn yayihm sekli belirle-

gelisen salginlar yasanmaktadir ve A. baumannii
YBU'de vatan hastalarda onemli mortalite ve mor-
bidite nedeni olabilmektedir. Cok ilaca direncli Aci-
netobacter spp.’lerin hem yapisal hem de edinilmis
antibiyotik direnc mekanizmalarina sahip olmalari
nedeniyle tedavisi glictlir. Bu mikroorganizma ile
infekte olan hastalarin cevresindeki kontaminasyonu
artmasi ve cevrede uzun siire canhhigim stirdiirebil-
me yeteneginin katkisi ile ozellikle YBU’lerde sal-
gmnlar sik goriilmektedir. Hastanemizde Infeksiyon
Kontrol Komitesi (IKK) verilerine gore, cok ilaca
direncli Acinetobacter tiirleri, YBU'lerde ik sirada

nebilmektedir?. Bu amacla molekiiler yontemlerin
kullanimi son yillarda onem kazanmustir.

Bu cahsmada amac, hastanemizde endemik
olan A. baumanniinin neden oldugu bir salgin
analizinde, molekiiler yontemlerin yerini vurgula-
mak ve salginin taninmasindaki ve onlenmesindeki
roliinti  gostermektir.

MATERYAL ve METOD

Hastanemiz Genel Cerrahi Yogun Bakim Uni-
tesi (GCYBU) alti vatakh, daha cok kisa siireli
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postoperatif hasta takibi yapilan bir {inite niteli-
gindedir. Anestezi ve Reanimasyon Yogun Bakim
Unitesi (ARYBU) ise 12 vatakli, uzun stireli YBU
ihtivaci olan hastalarin vyattigi ve diger cerrahi
YBU’lerden de hastalarin  kabul edilebildigi bir
tinitedir. Hastanemizde YBU infeksiyonlar aktif
prospektif arac iliskili siirveyans ile takip edilmek-
tedir. Hastane infeksiyonu tanilari “Centers for
Disease Control and Prevention (CDC), National
Healtcare Safety Network (NHSN)” kriterlerine
gore konulmaktadirl3. A.  baumannii ile gelisen
infeksiyonlarda kiimelesme olmas: iizerine KK ta-
rafindan salgin siiphesiyle inceleme baslatilmistir.
Salgin sirasinda hastalarin cesitli klinik crneklerin-
den izole edilen A. baumannii suslarinin direnc
profilleri ve fenotipik tanimlamasi sonucunda ayni
suslar olabilecegi diistintilmiis, tibbi mikrobiyoloji
laboratuvari tarafindan salgin analizi calismalar
kapsaminda “Arbitrarily Primed-Polymerase Chain
Reaction (AP-PCR)” yontemi ile molekiiler analiz
vapilmis ve suslar arasindaki klonal iliski arastiril-
mustir. izole edilen suslar isleme kadar mikrobank-
larda -80°C’de saklanmustir. Klonal iliski saptanan
hastalar geriye doniik incelenerek olasi indeks
olgu saptanmustir.

AP-PCR yontemi icin DNA ekstraksiyonu kanh
agara ekimi yapilan suslardan kit prosediirleri uy-
gulanarak yapilmustir. Ekstraksiyon iiriinleri isleme
kadar -20°C’de saklanmistir. AP-PCR reaksiyon ka-
risimi son hacim 25 pL olacak sekilde; 10x reak-
siyon tampon cozeltisi, 25 mM MgCl,, 2.5 mM
dNTP, 100 uM primerler, 5 U/uL Taq polimeraz
ve ormek DNA’st icermektedir. M13F (GTA AAA
CGA CGG CCA GTG AA) ve M13R (AACAGC-
TATGACCATGA) primerleri kullanilarak hazirlanan
PCR reaksiyon karisimi 1st dongli cihazinda ©n
denatiirasyonu (94°C’de 4 dakika) takiben 8 don-
gii (94°C'de 30 saniye denatiirasyon, 37°C’de 1
dakika baglanma, 72°C'de 2 dakika uzama) ile 35
dongii (94°C’de 30 saniye denatiirasyon, 60°C’'de 1
dakika baglanma, 72°C’de 2 dakika uzama) ve son
uzama icin 72°C’de 5 dakika seklinde uygulanmistir.
Amplifikasyon {iriinlerinin %2’lik agaroz jelde elekt-
roforezi yapilmis ve etidyum bromiirde boyanmis-
tir. Elektroforez islemi sonucunda jel transilliiminator
lizerine alinarak UV 15131 altinda goriintiilendikten
sonra ortaya c¢ikan bant profilleri Kkarsilastirilarak
degerlendirmesi yapilmistir.

BULGULAR

flk olarak GCYBU'de 17 Agustos 2013 ta-
rihinde eksitus olan bir hastadan izole edilen A.
baumannii ile baslayarak GCYBU'de 8 hastayi
kapsayan ve en son 18 Ekim 2013 tarihine kadar
devam eden bir salgin tespit edilmistir. Bu donem-
de GCYBU'de vatan 2 hastanin ARYBU've devri
olmustur. Hastalarin devrinden sonra (13 Eyliil
2013) ARYBU'de toplam 12 hastayi kapsayan ve
A. baumannii ile gelisen bir salgin ortaya cikmustir.
Izole edilen A. baumannii suslarnnin antibiyotik du-
yarlilk paternleri benzerlik gostermekteydi ve kolis-
tin haric mevcut antibiyotiklere direncliydi. Toplam
20 hastanin 13’tinden elde edilen 24 (14 ventila-
torle iliskili pnomoni, 5 kan dolasim infeksiyonu,
3 cerrahi alan infeksiyonu, 1 iiriner ve 1 dekiibit
infeksiyonu) Kklinik izolat molekiiler inceleme icin tib-
bi mikrobiyoloji molekiiler analiz laboratuvarina gon-
derilmistir. Inceleme sonucunda AP-PCR yontemiyle
baslica 8 hastada A ve B Klonlari, diger hastalarda
ise farkh Klonlar saptanmistir. Analiz sonucunda
salgimin ik olarak A ve B Kklonu ile infekte olan
GCYBU'de vatan iki hastadan kaynaklandigi ve bu
hastalarin ARYBU've nakledilmesiyle bu iinitede va-
tan diger hastalara bulastiqi gosterilmistir. ki farkl
A. baumannii Klonunun {iiniteler arasi ve {inite ici
vayihrm Sekil 1’de, hastalarin Klinik izolatlarindaki
klonal iliskisinin gosterildigi dendrogram goriintiisii
ise Sekil 2’de gosterilmistir. Bu salginda toplamda
20 hastadan 15’1 eksitus olmustur. Salgin, KK ile
birim yoneticilerinin ve calisanlarinin isbirligi sonucu
uygun oOnlemler alinarak sonlandinlmustir.

TARTISMA

Son yillarda iilkemizde ve diinyada, YBU’lerde
gelisen salginlarda cok ilaca direncli A. baumannii
en sk etken olarak bildirilmektedir®4®l. Epidemi-
yolojik amacli yapilan calismalarda salginlara yol
acan, coklu ilac direnci gosteren A. baumannii
suslarinin hastadan hastaya vayihiminda YBU’lerde-
ki capraz kontaminasyon major gecis yolu olarak
gbsterilmektedir[2’7]. A. baumannii kuru yiizeylerde
uzun stire canh kalabilme ozelligi nedeniyle hasta-
ne ortamim Kkolayca kontamine ederek kalicihgini
stirdiirebilmektedir. Hastanedeki geciste kontami-
ne yiizeyler ve hastane personelinin el tasiyiciligi
onemlidir. Yayinlanan bircok salgin raporunda cev-
re kontaminasyonu ve kolonize/infekte hasta varhg
bashca kaynaklar olarak gosterilmistir® 7).
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Sekil 1. iki farkli Acinetobacter baumannii klonunun (initeler arasi ve {nite ici yayilimi (Kirmizi renkli hastalar: A klonu, Mavi
renkli hastalar: B Klonu, Siyah renkli hastalar: Molekler analize alinamayan veya diger A. baumannii klonlarina bagli infek-
siyon gelisen hastalar, GCYBU: Genel Cerrahi Yogun Bakim Unitesi, ARYBU: Anestezi Reanimasyon Yogun Bakim Unitesi).

Sekil 2. Hastalarin klinik izolatlarindaki klonal iligkisinin
gosterildigi dendrogram goriintisu.

Hastalarin uzun siire vatisi gereken ARYBU
veya ek invaziv islemlerin vapildigi GCYBU gibi
iinitelerde nozokomiyal infeksiyonlarin  goriilme
sikhgi da artmaktadir. Infeksiyon kontrol ©nlemle-
rine uyumun olmamasi nozokomiyal yayihmda cok
onemlidir. Bu {initelerde uzun siireli antibiyotik
kullanimi, uzamis yogun bakim vyatisi, APACHE
II skorunun yiiksek olusu, altta yatan hastaligin
siddeti, invaziv girisimler, ©nceden karbapenem
veya ficiincii kusak sefalosporin kullanimi onemli
risk faktorlerindendir!®?).

A. baumannii en sik ventilatorle iliskili pno-
moni (VIP), kan dolasimu infeksiyonu, daha az
oranda da cerrahi alan veya vara vyeri infeksiyon-
larina neden olmaktadir. Ozellikle Acinetobacter
ile infekte olan mekanik ventilatorlii hastalarda
cevre kontaminasyonu nedeniyle epidemiler olus-
maktadir®). Cok ilaca direncli Acinetobacter susla-
n ile GCYBU'de gelisen ve 9 ay siiren bir salgin
analizinde en sik VIP, daha sonra bakteremi, vara
yeri infeksivonu ve daha az siklikta da iiriner
sistem infeksiyonu saptanmlstlr[lo]. Bizim calisma-
mizda da benzer sekilde olgularin cogunu VIP ve
bakteremi olgular1 olusturmaktayd.

Cok ilaca direncli A. baumanniinin neden
oldugu infeksiyonlar ozellikle YBU'de yatan hasta-
larda gelisirse mortalitesi yiiksek olmaktadir. Cok
ilaca direncli bu etkenle gelisen infeksiyonlarin te-
davisindeki sorunlar nedeniyle kisa siirede YBU'de
salgin meydana gelerek, bircok hasta kaybedile-
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bilmektedir. Calismamizda iki aylik siirede c¢ok
ilaca direncli A. baumannii saptanan 20 hastanin
151 kaybedilmisti. Bu kaybedilen hastalarin cogu
VIP ve kan dolasimi infeksiyonu tarusi alan ol-
gulardi. Mortalitesi yiiksek olan A. baumannii'ye
baglh infeksiyonlarda kisa siirede salgin analizinin
vapilarak tim yonleriyle gosterilmesi salginin dur-
durulmasinda cok etkili bir yontem olarak kabul
edilmektedirl”). Hastalardan elde edilen suslarin
antibiyotik  duyarhhklarinin = benzerligi nedeniyle
hastanemizde saptanan A. baumannii'ye bagl ki-
melesmenin bir salgin olabilecedi ve tiniteler arasi
hasta transferinin bu salginda etkili olabilecegi
distintilmiistir. Bu nedenle salginin  kaynaginin
arastirilmasi, olasi bulas zincirinin gosterilmesi ve
her iki iinite cahsanlari arasinda kanita dayah
farkindahk vyaratmak amaciyla molekiiler analiz
vapillmasina karar verilmistir. Bircok calismada da
bu gegislerin gosterilebilmesi i¢cin molekiiler calis-
malar yap1lmaktad1r[11'14].

Molekiiler analizler ~salgimin  gosterilmesinde
onemli bir yontem olarak goriinmektedir ve salgin
kaynaginin tanimlanmasinda degerli veriler sagla-
maktadir. Epidemiyolojik iliskinin arastiriimasi ve
klonal diizeyde ayirim yapabilen molekiiler epide-
miyolojik izlem yontemlerinin kullanilmasiyla Klinik
ve cevresel izolatlar arasindaki iliskiler belirlenebilir.
Gercgek bir salginin ana kaynaginin zamaninda ve
dogru tanmimlanmasi, salginin sonlandirilmasinda
son derece onemlidir. Uniteler arasi hasta trans-
ferinde direncli mikroorganizmalarla gelisebilecek
salginlarin oniine gecilebilmesi ac¢isindan bu veriler
en azindan gerive doniik olarak bir farkindahk
varatmaktadir ve farkli iinitelerden hasta transferi
vapildiginda Kkiiltiir sonuclari cikincaya kadar izo-
lasyon ©nlemlerinin uygulanmasinin onemini gos-
termektedir. Molekiiler analizlerin maliyetinin fazla
olmasi nedeniyle rutin uygulamada olmasa bile bir
salgin durumunda yapilmalan faydali olabilir.

Salgimin  molekiiler analizinde farkh yontemler
kullanilabilmektedir. “Random Amplified Polymorp-
hic DNA (RAPD) PCR”, AP-PCR ve “pulsed-field
gel electrophoresis (PFGE)” gibi farkh yontemler
kullanilarak izolatlar arasindaki iliski gosterilebilmek-
tedir. PFGE ile total genom polimorfizminin ana-
liziyle genotiplendirme yapllmaktadlr[u‘l‘”. PFGE,
salgin inceleme amach bakteri tiplendirmesinde
yiiksek ayinm glicti ile altin standart olarak ka-
bul edilmektedir. Tiim kromozom analizi detayli

bir veri saglar. Ancak ©zel ve pahali elektroforez
cihazi gerektirmesi, kromozomal DNA’'nin tam
parcalanmamast sonucunda tiplendirmede yanhs
sonuclara yol acabilmesi kisitlayici ozellikler olarak
karsimiza cikmaktadir. AP-PCR yonteminde spesi-
fik bir bakteriyel DNA dizisini cogaltmaya yonelik
olmayan rastgele primerler ve diisiik baglanma
wisilarn kullanilarak, DNA'nin bircok bolgesine hib-
ridizasyon gerceklesir. Tiirler arasi farkliliklari veya
bulunan kokenler arasindaki klonal iliskiyi ortaya
koymaktadir, uygulanabilirligi kolay ve hizli bir
yontem olmasi bakimindan avantajhdir. Ancak de-
gerlendirmede bant sayilari ve deney kosullariyla
ilgili optimizasyon glicliikleri olusabilmektedir.

Bu calismada, iki farkli YBU (GCYBU ve AR-
YBU)de hasta verileri ve etkenlerinin molekiiler
incelemesi sonucunda iiniteler arasinda A. bau-
manniinin iki klonuna bagl gelisen salgin gosteril-
mistir. Uniteler arasinda hasta transferi infeksiyon
kontrol onlemlerine 6zen gosterilmesi gereken bir
durumdur ve salgin riski tasir. Farkh hasta ©zel-
likleri olan GCYBU ve ARYBU icin, birim yone-
ticilerinin ve calisanlarinin isbirligiyle, uygun o©n-
lemler alinarak salgin sonlandinlmistir. Molekiiler
analizler salginin gosterilmesinde ©nemli bir yon-
temdir ve salginin kaynaginin izinin siiriilmesinde
degerli veriler saglamaktadir. Molekiiler yontemin
degerlendirilmesinin dogru yapilabilmesi icin ¢ikan
sonuclarin  klasik epidemiyolojik bilgiler ve klinik
verilerle birlikte degerlendirilmesi gereklidir.
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