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TESEKKUR
Bu calismada maddi olarak destek saglayan Erciyes Universitesi ‘Bilimsel Arastirma Projeleri

Birimi’'ne ve personeline tesekkir bir borg biliriz.
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OZET

Girigs ve amac: A. baumannii enfeksiyonlarini tedavi ederken, epidemiyoloji, klonal iligki ve
¢oklu ilag direncinden sorumlu birgok ekstrinsik faktéri anlamak énemlidir. Bu ¢alismada ilk
amacimiz A. baumannii molekuler epidemiyolojisi ve ekstrinsik karbapenem direng
mekanizmalarini  tanimlamaktir. Ayrica A.baumannii'nin molekuler tiplendiriimesinde
kullanilan RAPD-PZR, PFGE ve REP-PZR ybéntemlerinin kargilastiriimasi ve gelismekte olan
Ulkeler icin hangi yéntemin maliyet etkin oldugunun arastiriimasi hedeflenmektedir.

Yontem: OXA karbapenemazlari kodlayan genleri (blaoxa-23-like, blaoxa-24-like, blaOXA-
51-like and blaoxa-58-like) Multiplex PCR yodntemi uygulanarak tespit edildi. Calismada
ayrica A.baumannii’'nin molekuler tiplendirimesinde kullanilan RAPD-PZR, PFGE ve REP-
PZR yéntemlerinin etkinlikleri ve maliyetleri karsilastirildi.

Sonuclar: Bu ¢alismada klinik érneklerden izole edilen toplam 205 ¢oklu ilag direncine sahip
Acinetobacter spp. izolati dahil edildi. lzolatlarin hepsi karbapeneme direngli bulundu.
Toplam 205 izolatin 188’inde (%91.7) OXA-51-like tespit edildi. Blast analizinde DNA
sekans benzerligi >%98 bulundu. Bu 188 izolat igcinde multiplex PCR yontemi ile 36 (%19)
izolatta OXA-23-like, 62 (%33) izolatta OXA-24-like ve 30 (%16) izolatta OXA-58-like direng
genleri tespit edildi. Toplam 188 izolattan OXA-51 tasiyan 100 tanesine RAPD, REP ve
PFGE molekiler tiplendirme yapildi. RAPD ve REP tiplendirme sonuglari PFGE ile benzerdi.
Maliyet ve is yiki PFGE yonteminde RAPD ve REP ydntemine gore daha fazla idi, fakat
PFGE’nin ayirici glcu daha yuksek bulundu.

Sonug¢ olarak, bir kurumda vyillar icinde yeni direng genlerine sahip izolatlar ortaya
cikabilmektedir. Ayrica gelismekte olan ve kisith kaynaklari olan bir Glkede bu bulgular yillar

icinde kurumlarda yeni direng genleri ortaya ¢iktigini vurgulamak acgisindan énemlidir.



ABSTRACT
Introduction and aim: It is important to understand the clonal relatedness, epidemiology
and various extrinsic factors responsible for multidrug resistance to treat multidrug resistant
A. baumannii. Our aim is to characterize extrinsic carbapenem resistance mechanisms and
molecular epidemiology in A.baumannii. Also, we aimed characterize A.baumannii using
various molecular typing methods in resource limited setting and to investigate the cost
effectiveness.
Methods: Multiplex PCR was performed for detection of OXA carbapenemases encoding
genes (blaoxa-23-like, blaoxa-24-like, blaOXA-51-like and blaoxa-58-like). RAPD, REP, and
PFGE typing methods were used for molecular characterization and investigation of genetic
diversity between local isolates and cost effectiveness was compared.
Results: This study included total number of 205 clinical isolates of multidrug resistant
Acinetobacter spp. All strains were carbapenem resistant. OXA-51-like was present in 188
(91.7%) isolates out of 205 isolates. OXA-23, OXA-24 and OXA-58-like genes were studied
in 188 isolates. BLAST analysis found = 98% DNA sequence relatedness. In those isolates,
36 (19%) isolates carried OXA-23-like, 62 (33%) isolates carried OXA-24-like and 30 (16%)
isolates carried OXA-58-like resistant genes. And DNA sequencing was performed to all
OXA gene and similarity sequences was found to be accurate. A hundred out of 188
isolates with OXA-51 were studied for molecular characterization by RAPD, REP and PFGE
typing. RAPD and REP typing were comparable with PFGE. Cost and labor intensity of
PFGE is higher than RAPD and REP, however, discriminatory power in PFGE is better.
These results emphasize that new resistant genes can be introduced into the facilities during
years. So, in low- middle income countries RAPD is a good choice for typing in infection
control laboratories.



GiRiS

Acinetobacter baumanni dinyada hastane enfeksiyonlarinin en sik etkenlerinden
biridir. Birgok antibiyotik sinifina kargi direng gelistirebilme 6zelligi nedeniyle tedavi
alternatiflerinin azalmasi blylUk kaygl uyandirmaktadir. Karbapenemler A.baumannii
enfeksiyonlarina kargi basari olmasina ragmen Turkiye dahil tum dinyadan birgok
makalede karbapenem direnci rapor edilmistir ve bu enfeksiyonlarin tedavisi ile ilgili
problemler artmistir. A. baumannii enfeksiyonlarini tedavi ederken, epidemiyoloji, klonal iligki
ve ¢oklu ilag direncinden sorumlu birgok ekstrinsik faktérlii anlamak énemlidir. Bu ¢alismada
ilk amacimiz A. baumannii molekiler epidemiyolojisi ve ekstrinsik karbapenem direng
mekanizmalarini tanimlamaktir.

Bir klinik mikrobiyoloji laboratuarinin uygun molekiler tiplendirme yontemlerini
kullanarak aktif ve pasif laboratuar temelli stirveyans yapmasi gerekmektedir. Pulse field gel
electrophoresis (PFGE), randomly amplified polymorphism DNA (RAPD), repetitive
sequencebased PCR (REP-PCR), multilocus sequence typing (MLST) ve daha bircok
molekuler tiplendirme yontemi klinik mikrobiyoloji laboratuarinin énemli bir halkasidir. Fakat
Ozellikle kaynaklar kisith saglik kurumlarinda finansal ve teknik yetersizlik nedeniyle uygun
tiplendirme yonteminin segilmesi mimkin olmamaktadir. Calismamizda, her izolat igin
maliyet ve toplam laboratuvar maliyetinin ve cesitli tiplendirme ydntemlerinin etkinliginin
degerlendiriimesini amaclanmaktadir. Calismada ayrica A.baumannii’'nin  molekuler
tiplendirilmesinde kullanilan RAPD-PZR, PFGE ve REP-PZR ybéntemlerinin kargilastiriimasi
ve gelismekte olan dulkeler icin hangi yontemin maliyet etkin oldugunun arastiriimasi

hedeflenmektedir.



GENEL BILGILER

Hastanelerde ortaya ¢ikan antibiyotik direnci klinisyenlere ciddi sorunlar olusturmaktadir.
E.coli direncinin 70 yildan fazla slredir bilinmesine ragmen, fermantasyon yapmayan gram
negatif kokobasil olan A. baumannii son zamanlarda dikkati ¢cekmeye baglamigtir. A.
baumannii cilt, yara ve idrar yolu enfeksiyonlarini da igeren daha ¢ok hastanede yatan
duyarl hastalari hedef alan birgok firsat¢i hastane kaynakh enfeksiyondan sorumludur (1-3).
Son zamanlarda yapilan bir Avrupa calismasinda hastane kdkenli pnémoniye neden olan ilk
sekiz neden arasinda bildirilmistir (4) ve hastanede kazanilan kan dolagimi kaynakl
enfeksiyonlar arasinda ise ikinci en sik patojendir (5). Klinik 6nemi agisindan karbapenem
direncli A. baumanni hastane yatisinin uzamasi ve kan dolasimi enfeksiyonuna bagl yliksek
kaba mortalite hizi ile iligkilidir (2,5). Hastanemizde ventilatér iligkili pnémonide kaba
mortalite %65 olarak saptanmistir ve A. baumannii hastanemizde ventilatdr iligkili pnémoni
basta olmak Uzere hastane enfeksiyonlarindan sorumlu etkenlerin basinda gelmektedir (6).
ilk karbapenem direncli A. baumanni 1985 yilinda iskogya’da bulunmustur, daha sonra
1990’larda tim diinyada hastane kokenli salginlar bildirilmistir (7). Hastane kokenli salginlar
arasinda yayllimi genellikle hastane personeli araciligiyla ve solunum ekipmanin
kontaminasyonu yoluyla olmaktadir (8). A.baumannii suslari penisilin, sefalosporin,
aminoglikozid ve florokinolonlara karsi ¢oklu ilag direnci gosterir (1). Hastanemizde yapilan
bir calismada izolatlarin yaklasik %80’inin 3 genotipe ait oldugu belirlenmigtir. Tim
Acinetobacter suslarinin ¢oklu ilag direnci goésterdigi ve Acinetobacter ile enfekte hastalarin
kaba mortalitesinin ise %80.5 oldugu saptanmigtir (5). Karbapenemler A.baumannii
enfeksiyonlarina kargi basarih olmasina ragmen Turkiye dahil tim dunyadan birgok
makalede karbapenem direnci rapor edilmistir ve halk saghg ile ilgili problemler artmigtir
(9,10). Hastanemizde yodun bakimlardan izole edilen suslarda imipenem direnci %93.1
olarak saptanmistir. A.baumannii'de karbapenem direnci genetik seviyede ya direncin
horizontal kazanimi ya da endojen olarak efflux pompalarinin asiri ekspresyonu, porin kaybi
ve penisilin baglayan proteinlerin (PBP) ya da daha dogrusu bu mekanizmalarin cesitli
kombinasyonu ile olmaktadir (9). Enzimatik direng, antibiyotiklerin girisi icin gereken
porinlerin  ekspresyonunun azalmasina bagli olarak membran permeabilitesindeki
degisiklikler ile daha da guglenebilir. Porin kaybi 33- 36kDa protein (11), CarO denilen
29kDa ve 43kDa eksikligi ile direngle iligkilendirilerek imipenem direncine neden olmaktadir
(12). PBP’deki degisiklik de karbapenem direncinin kaynagidir. Bir calismada (12),
karbapenem direncli hipermutant yiksek duzeyde 24kDa protein tretimi ve dusuk seviyede
alti diger PBP dretimi gostermistir. Fakat bir diger calismada 12 PBP nin A.baumannii
izolatlari arasinda oldugunu tanimlamistir (13). Dahasi aktif eflux pompalarinin ilagla

kaldiriimasi antimikrobiyal dirence énemli dlglide katkida bulunmaktadir; direng¢-noduilasyon-
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hiicre boélinmesi ailesi c¢oklu ila¢ direncine atfedilmistir. Efluks pompalari, hicre digina
pompalama yoluyla antibiyotiklerin etkilerinden etkili bir koruma saglar (14). AdeABC ve
AdelJK A.baumannii de c¢oklu ila¢ direncinde bilinen iki efluks pompa sistemidir (15).
Horizontal direnc, molekiler Ambler sinif B'nin (metaloenzimler) karbapenem hidrolize eden
beta laktamazi ve Sinif D enzimler (oksasilinaz) ile olmaktadir. Bu antibiyotik direnci kime
seklinde plazmid, transpozon ve Ekleme Sekans(ES) gibi mobil genetik elemanlar tzerinde
tagsinmaktadir (1). Oksasilinazlar (OXA) ile yayillan karbapenem direnci dunyanin bircok
ulkesinde OXA-24 (ispanya), OXA-26 (Belcika), OXA-58 (Fransa ve Turkiye), OXA-23 (BK,
Hong Kong ve Turkiye) ve OXA-27 (Singapur) izole edilmistir (9,11,16). Birgok
metaloenzimin Acinetobacter tirleri ve gram negatif organizmalar arasinda yayildigi
bulunmustur (17,18). Fakat epidemiyolojik anlamda bdlgesel yapilmis galismalar édnemlidir
ve daha ileri calismalara ihtiya¢ vardir. Yiksek BlaOXA kopya plazmidlerde eksprese olan
blaOXA genleri karbapenemlere diren¢g kazandirir, ISAba1 tasiyan plazmidler farkl
klonlardan izole edilmistir (19). A.baumannii klonal yayillmasi benzer boyutta ayni plazmid
replikaz geni olan plazmidlerin yayllmasina katkida bulunur (19,20). Aslinda OXA geninin
yiksek ekspresyonunun anahtar belirleyicisi Ustlindeki IS elemanidir (19-21). 35'den fazla
farklh OXA varyanti iligkili oldugu IS’nin ¢esitli siniflari ile birlikte rapor edilmistir (9,21,22),
A.baumanniide OXA ile ilgili olan IS ile ilgili daha fazla calismalara ihtiya¢c vardir.
Oksasilinazlara ek olarak IMP ve VIM varyantlari gibi metaloenzimlerin iki baydk sinifininda
yuksek dizey karbapenem direnci gosterdigi bulunmustur (19). Fakat Turkiye'de cesitli
genetik elemanlar tzerinde bulunan karbapenem direncinden sorumlu OXA varyantlari ve
metaloenzimler icin daha ileri arastirmalar gerekmektedir. Sonu¢ olarak; daha iyi hasta
tedavisi saglamak igin klonal iligki, epidemiyoloji ve ¢oklu ila¢g direncinden sorumlu birgok

ekstrinsik faktord anlamak onemlidir



GEREC VE YONTEM
1.Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter baumannii (Acb) komplexini diger
Acinetobacter suslarindan ayirmak ig¢in A. baumannii’ nin fenotipik ve genotipik
yontemler kullanarak izolasyonu ve identifikasyonu:
Bakterilerin toplanmasi: Erciyes Universitesi Hastanelerinden izole edilen 200 karbapeneme
direncli A.baumannii susu kullanildi.
Fenotipik identifikasyon: Acinetobacter turlerinin izole edilmesinde igin kanli agar ve
biyokimyasal testler kullanildi.
Genotipik identifikasyon: Biyofilm sentez genlerini (bfs) ¢ogdaltmak igin polimeraz zincir
reaksiyonu uygulandi; DNA piyasadaki genomik DNA purifikasyon (aritma) kiti kullanilarak
izole edilecektir. Reaksiyon TE tampon, primerler, yiksek dogruluklu PCR kiti; ¢ogaltilan
arnler elektroforez sonrasi Etidyum bromid-prestained’de tespit edildi (22). PCR
ampliconlarinin purifikasyonu (aritimi) PCR temizleme kiti kullanilarak yapilip ve otomatik
DNA sekanslama yapildi. Sekans benzerlikleri icin BLAST (Basic local alignment sequence
tool) kullanilarak sonuglar analiz edildi.
2.Plazmid Uzerinde bulunan; klonlar ve tirler igcinde kolay transfer edilen oksasilinaz
ve metaloenzimler gibi karbapenem direngli B-laktamazlarin tanimlanmasi
Antimikrobiyal duyarlilik: A.baumannii Kklinik izolatlari agar difiizyon, broth dilisyon ydntemi
ve Muller Hinton Agar plaklarinda imipenem, tigesiklin, kolistin, ampisilin/sulbaktam, sefepim,
amikasin, aztreonam, ciprofloksasin ve gentamisin gibi antimikrobiyal ajanlarla test edildi.
Sonuglar CLSI'a (Clinical and Laboratory Standard Institute) gore yorumlandi.
B-laktamaz izolasyonu ve identifikasyonu: Kaba B-laktamaz ekstresi ultrasonikator ile
hazirlanacaktir ve izoelektrik fokuslama(lEF) kokeni izoelektrik noktadan ayirmak igin
kullanildi.  Elektroforezden sonra jel nitrosefin ile boyanacaktir. inhibisyon (énleme)
yénteminde jel nitrosefin boyamayi takiben ilk olarak kloksasilin veya klavulonik asit iceren
bir filtre k&gid1 kaplandi. Beta laktamazlarin pl ‘si referans dérneklere goére belirlendi.
B-laktamaz genlerinin Multiplex PZR ile tespiti: Plazmid ve genomik DNA piyasadaki plazmid
izolasyon ve genomik DNA izolasyon Kitleri kullanilarak izole edildi. Oksasilinaz genleri
(OXA-51, OXA-23, OXA-58, OXA-24, OXA-143, OXA-48) (23-24), metaloenzim genleri
(IMP, VIM varyantlari) icin primerler kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu uygulandi ve
Tris/HCI, Triton X-100 uygulayici olarak kullanildi. Cogaltilan Grunler elektroforezden sonra
Etidyum bromid- boyama oncesi agaroz jelde belirlendi (25). PCR ampliconlarinin
purifikasyonu (aritimi) PZR temizleme kiti kullanilarak yapilip ve otomatik DNA sekanslama
yapildi. Sekans benzerlikleri icin BLAST (Basic local alignment sequence tool) kullanilarak

sonuclar analiz edildi.
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3. Uzak yerlesimli enfeksiyon kaynaklari arasinda A. baumannii’'nin molekdiler
epidemiyoloji ve klonal iligkisinin arastiriimasi ve RAPD-PZR, REP-PZR ve PFGE
molekiiler tiplendirmelerinin karsilagtirnimasi ve maliyet etkinligi RAPD (Random
amplified polymorphic DNA) bazli PZR ile genotipleme:

DNA ticari olarak elde edilebilen purifikasyon kitleri kullanarak izole edilecektir. RAPD
yontemi icin amflikasyon ticari olarak elde edilebilen RAPD analiz kitleri kullanilarak yapildi.
Bu Urln primerler, termik polimerazl analiz eden boncuklar, liyofilize tampon, dNTP ve sigir
serum albumini icerir (26). Amflikonlar DNA molekuler referans gostergeleri ile birlikte jel
elektroforez lzerinde etidyum bromid boyali bandlari tespit etmek igin kullanild.
REP(Repetitive extragenic palindromic sequenced based) PZR: Amplifikasyon reaksiyonlari
KCL, Tris-HCI, %1 Triton X-100, AmpliTaq gold polimeaz, dNTP’ler, Mg2+ ve primerler
kullanilarak uygulandi (28). Amplifiye edilen drlnler boyama o6ncesi agaroz jelde
gorilebilecek ve antibiyotik direng dzellikleri karsilastiridi.

PFGE (Pulse Field Gel Electrophoresis): Uretici énerileri dogrultusunda genomik DNA Apal
ile kesildi. Disklerdeki endonlkleaz kesilmis genomik DNAIlar PFGE ile ayrildi. Diskler Tris-
borate-EDTA tamponda agaroz jel iceren kuyucuklara yerlestirilerek PFGE sistemi
kullanilarak DNA fragmani ayrildi. Calisilan kosullar 24 saat 14°C’de, bir saniyelik bir
baslangi¢ gecis slresi ve finalde 30 saniye, 6 V/cm seklinde olacaktir. Bakteriyofidan A’ dan
izole edilen DNA Concatemers DNA fragmanlarinin yaninda boyut karsilastiriimasi igin
kullanildi (29).

Bu calismada italya’da bir mekezde 3 Avrupa klonu istenerek izolatlarin bu klonlar ile
yakinhgi da arastirildi.
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BULGULAR

Calismaya 205 hastadan elde edilen goklu ilag direncine sahip 205 Acinetobacter spp. izolati
dahil edildi. Hastalarin 125’i (%61) erkekti, median yas 58 (0-94) olarak bulundu. Izolatlarin
160’1 (%78.0) etken, 45’i (%22.0) ise kolonizan olarak kabul edildi ve hepsi karbapeneme
direncli bulundu. izolatlarin elde edildigi klinik érnekler Tablo 1’de listelenmistir. Hastalarin alt
hastaliklari, komorbid durumlari ve hastalara uygulanan invasiv girisimler Tablo 2’'de
listelenmisgtir.

Tablo 1. Klinik izolatlarin elde edildigi vicut bolgeleri

izolasyon bélgesi N (%)
Kan 37 (18.0)
Solunum ornekleri 85 (41.5)
idrar 28 (13.7)
Deri ve yumusgak doku 38 (18.5)
Diger 17 (8.3)
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Tablo 2. Coklu ila¢ direncli A.baumannii iiremeleri olan hastalarin alt hastaliklari ve

komorbid durumlari ve hastalara uygulanan invasiv girigsimler ve tedaviler

Alt hastaliklar N (%)
Malignensi 33 (16.1)
Karaciger yetmezIigi 7 (3.4)

Kronik  obstruktif  akciger | 31 (15.1)
hastaligi (KOAH)

DM 42 (20.5)
Kalp yetmezligi 24 (11.7)
Bobrek yetmezligi 41 (20.0)
Hipertansiyon 41 (20.0)
Kortikosteroid kullanimi 51 (24.9)

invasiv islemler ve tedaviler
Total parenteral nitrisyon 62 (30.2)
Reentuibasyon 14 (6.8)
Enteral beslenme 72 (35.1)
Transflizyon 118 (57.6)
Operasyon 67 (32.7)
Uriner katater 152 (74.1)
Periton diyalizi 6 (2.9)
SVK 117 (57.1)
Entiibasyon 129 (62.9)
Mekanik ventilasyon 127 (62.0)
Trakeostomi 52 (25.4)
Arteryal katater 49 (23.9)
NG 10 (48.8)
PEG 14 (6.8)
Drenaj katateri 24 (11.7)
Gogus tipu 25 (12.2)
Ekstraventrikiler drenaj 1(0.5)
Bronkoskopi 7 (3.4)
Kolostomi 8 (3.9)
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OXA karbapenemazlari kodlayan genleri (blaoxa-23-like, blaoxa-24-like, blaOXA-51-like ve
blaoxa-58-like) Multiplex PCR ydntemi uygulanarak tespit edildi.

Toplam 205 izolatin 188’inde (%91.7) OXA-51-like tespit edildi. Bu 188 izolat icinde OXA-
23, OXA-24 ve OXA-58-like genleri calisildi ve 36 (%19) izolatta OXA-23-like, 62 (%33)
izolatta OXA-24-like ve 30 (%16) izolatta OXA-58-like diren¢ genleri tespit edildi (Tablo 3,
Sekil 1)

Tablo 3. OXA genlerinin varligi ve dagilimi

Toplam izolat | OXA-51-like OXA-23-like OXA-24-like OXA-58-like
sayIsl
205 188(91.7%) 36 (19%) 62 (33%) 30 (16%)

14



Sekil 1. OXA-51, OXA-23, OXA-24 ve OXA-58 genlerinin varligini gésteren bandlar
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Figure 1. Bands showing presence of OXA-23, OXA-24, OXA-51 and OXA-58-
like genes
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PFGE sonuglarina gore on Ug farkh klonal kimelenme tespit edildi. On bes tane de tek klon
vardi. Klon kiimelerinin iginde %26’s1 F klonuna ait, %17’si E klonuna aitti. 3 klon ise Avrupa
klonlarina benzer bulundu. Ozellikle yogun bakim Unitelerinde kiimelenmeler tespit edildi.
Tekli klonlar ise hastane icerisinde daginik sekilde goézlendi. PFGE gdre bulunan
kimelenmeler , Avrupa klonlari ile benzer kimelenmeler ve farkli yogun bakim ve

servislerde olan kiimelenmeler asagida gosterilmistir (Tablo 4, 5).

Tablo 4. PFGE sonuglari

Frequenc Valid Cumulative
clusters y Percent Percent Percent
Valid A (EU1) 11 11.0 11.0 11.0
B 9 9.0 9.0 20.0
C 2.0 2.0 22.0
D 2.0 2.0 24.0
E 17 17.0 17.0 41.0
F 26 26.0 26.0 67.0
G
(EU2) 5 5.0 5.0 72.0
H 2 2.0 2.0 74.0
I 2 2.0 2.0 76.0
L 2 2.0 2.0 78.0
M 2 2.0 2.0 80.0
N
(EU3) 3 3.0 3.0 83.0
0 2 2.0 2.0 85.0
UNIQU
c 15 15.0 15.0 100.0
Total 100 100.0 100.0
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Tablo 5. PFGE sonuglarina gore belirgin kiimelenmelerin hastanenin farkli yogun

bakim ve servislerinde dagilhimi

Dahiliye | Genel Gogus Anestezi Beyin Cerrahi | Koroner Enfeksiyon
YBU cerrahi YB | Hastaliklari YB YB YB Servisi
Kimeler | n (%) n (%) YB n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
A(EUL) |[11(40,7) |0 0 0 0 0 0
B 0 0 0 2 (25) 0 0 3 (50)
C 0 0 2 (25) 0 0 0 0
D 1 0 0 1(12,5) 0 0 0
E 5(18,5) | 1(10) 0 1(125) | 2(40) 3(60) 1 (16,6)
F 8(29,6) | 8(80) 6 (75) 0 1 (10) 1 (20) 0
G(EU2) |0 0 0 0 0 1 (20) 1 (16,6)
H 0 0 0 0 0 0 0
[ 0 0 0 2 (25) 0 0 0
L 0 0 0 0 2 (40) 0 0
M 0 0 0 0 0 0 0
N(EU3) |2(7.4) |1(10) 0 0 0 0 0
0 0 0 0 2 (25) 0 0 0
TEKLI 0 0 0 0 0 0 1 (16,6)
Toplam 27 10 8 8 5 5 6

Toplam 188 izolattan OXA-51 tasiyan 100 tanesine RAPD, REP ve PFGE molekiler
tiplendirme yapildi. RAPD ve REP tiplendirme sonuglari PFGE ile benzerdi.
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Sekil 2. RAPD bandlari

— T . — — . — — — — — —— — — — — — — — — — —

FIGURE 2 SHOWING BANDS OF RAPD
RAPD typing were comparable with PFGEisolates from 1-100 with EU1,

EU2 and EU3 as reference starins.
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Sekil 3. REP bandlari

FIGURE 3 SHOWING REP-PCR BANDS i
REP typing were show from 1-100 isolates

with EU1, EU2 and EU3 as reference
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Tekniklerin etkinlik ve maliyet karsilastirimasi yapildi. PFGE tekniginin daha uzun
surdigu (1 hafta) ve érnek basina maliyetinin daha yiksek bulunmasina ragmen RAPD
ve REP ydntemleri hem maliyet hem de galisma siresi agisindan daha dusuktd. Bun
akarsilik PFGE’de ayirici glict daha yuksek tespit edildi (Tablo 5).

Tablo 5. Farkli molekiiler tekniklerin toplam maliyet ve etkinlik karsilastiriimasi

Ozellik PFGE RAPD REP
Sire 1 hafta 8 saat 8 saat
Ornek basina | €2.7 €1 €1
maliyet

20 ornek icin | 9.5 saat 2.5 saat 2.5 saat

harcanan zaman

Malzeme maliyeti €28,000 €6,000 €6,000
Is ylku Cok fazla normal fazla
Ayirici gucl Yuksek Normal disuk
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TARTISMA VE SONUG

Calismamiz sonucunda blaoxa -23-like, blaoxa-24-like ve blaoxa-58-like direnc¢ genlerinin
varligi tespit edildi. Fakat daha 6nce Turkiye’den yapilan calismalarda OXA-23 ve OXA-58
genleri siklikla rapor edilmisti (30-32) . Bu ¢alismada ise 62 (%33) izolatta OXA-24 oldugu
g6rildi. Ayrica daha 6nce merkezimizden yapilan baska bir ¢calismada ise OXA-58 en sik
gorulen direng geni olarak rapor edilmisti (33).

Lokal izolatlarin Avrupa klonlari I, ILIII ile benzerligi tespit edildi. Avrupa klonu Il ‘Gn varligi
bu bolgede ilk defa tespit edildi.

Maliyet ve is yuki PFGE ybnteminde RAPD ve REP ybntemine gore daha fazladir, fakat
PFGE’nin ayirici glct daha yuksektir ve altin standart olarak kabul edilmektedir. RAPD ve
REP, PFGE ile karsilastirilabilir olmasina ragmen REP yontemi ile bazi tutarsizliklar
mevcuttur.

Sonu¢ olarak bu bulgular yillar icinde kurumlarda yeni direng genleri ortaya ciktigini
vurgulamak agisindan énemlidir. RAPD yontemi geliismekte olan ve kisith kaynaklari olan
Ulkelerde enfeksiyon kontrol uygulamalarinda genotipik analiz yontemi olarak iyi bir segcenek
olabilir.
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