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OZET

Amacg: Sphingomonas paucimobilis, hastane infeksiyon-
larinin en sik goruldigu yerler olan yogun bakim
tnitelerinde salginlara neden olabilen, non-fermen-
tatif, gram-negatif basildir. Calismamizda, hastane-
miz Dahiliye Yogun Bakim Unitesi (DYBU)'nde go-
riilen kisa siireli salgin esnasinda izole edilen klinik
ve cevresel S. paucimobilis izolatlar1 arasinda klonal
iliskinin var olup olmadiginin arastirilmasi; boylece
bulas kaynaginin ve potansiyel risk faktorlerinin or-
taya konulmasi amaclanmistir.

Materyal ve Metot: Bir aylik donemde, egitim has-
tanemizin DYBU'de tedavi goren ii¢ hastanin kan
kaltiirlerinde S. paucimobilis bakterisi tiremistir. Bulas
kaynagimin belirlenmesi icin cevresel drneklerin mik-
robiyolojik incelemesi yapilmistir. S. paucimobilis'in
identifikasyonu, konvansiyonel yéntemler ve VI-
TEK2 (bioMerieux, Fransa) otomatize identifikasyon
sistemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Elde edilen
klinik ve cevresel S. paucimobilis izolatlarinin antibi-
yotiklere duyarhliklar1 VITEK2 (bioMerieux, Fransa)
otomatize identifikasyon sistemiyle ve aralarmdaki
klonal iliski ise “Arbitrarily Primed” Polimeraz Zincir
Reaksiyon (AP-PZR) teknigiyle arastirilmistir.

Bulgular: Cevresel ornekleme isleminde bes fark-
i oksijen haznesinden S. paucimobilis izole edilmistir.
Hastalardan (n=3) ve oksijen haznelerinden (n=5)
elde edilen toplam sekiz izolatin antibiyotik duyarli-
ik durumlarinin fenotipik olarak ayni olduklar tespit
edilmistir. Oksijen haznelerinden izole edilen bes izo-
latin kendi aralarinda ve {i¢ hastanin ikisinden izole
edilen izolatlarin da kendi aralarinda bant dizilimleri
bakimindan benzerlik gosterdikleri saptanmuistir.

Sonug: Calismamiz sonucunda AP-PZR teknigi ile
cevresel ve klinik izolatlar arasinda genotipik acidan
benzerlik bulunmamasi, hastalardan elde edilen S. pa-
ucimobilis izolatlarmin bulas kaynaginim oksijen hazne-
leri olmadigini gostermistir. Klonal iliskinin molekiiler
epidemiyolojik yontemlerle ortaya konulmasiyla, sal-
ginla iliskili suslar belirlenmekte ve bu bilgiler 1s1ginda
hastanelerde uygulanan infeksiyon kontrol programla-
rinin etkinligi artirilabilmektedir. AP-PZR teknigi 6zel-
likle kisa stireli salgilarda ilk basvurulan molekiiler
genotiplendirme yontemlerinden birisidir.

Anahtar kelimeler: Sphingomonas paucimobilis, yogun
bakim tinitesi, hastane infeksiyonu, arbitrarily pri-
med polimeraz zincir reaksiyonu. Nobel Med 2016;
12(1): 62-66
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SPHINGOMONAS PAUCIMOBILIS OUTBREAK
IN A TRAINING HOSPITAL INTENSIVE CARE
UNIT AND INVESTIGATION OF CLONAL
RELATION OF ISOLATES VIA ARBITRARILY
PRIMED POLIMERASE CHAIN REACTION

ABSTRACT

Objective: Sphingomonas paucimobilis is a non-fermentative,
gram negative bacillus which may cause epidemics
especially at intensive care units (ICU), where infections are
most commonly seen. We aimed to evaluate clonal relation
of S. paucimobilis isolates, obtained from both patients and
Internal Medicine ICU environment.

Material and Method: Three S. paucimobilis isolates were
detected, within one month from patients residing in Internal
Medicine ICU. In order to identify the infection source,
microbiological examination of environmental samples was
performed. Identification of S. paucimobilis was done with
conventional methods and VITEK2 (bioMerieux, France)
automated identification system. Antibiotic susceptibilities
of clinical and environmental S. paucimobilis isolates were
evaluated with VITEK2 system and clonal relationship

of the isolates were evaluated with “Arbitrarily Primed”
Polymerase Chain Reaction (AP-PCR).

Results: S. paucimobilis samples were isolated from
three patients and five different oxygen humidifiers
during environmental sampling. Phenotypic antimicrobial
susceptibility patterns of total eight isolates from both groups
were found identical. Howevet, five isolates from oxygen
humidifiers showed similar band patterns on AP-PCR while
two patient isolates were different from environmental
samples and one of them were different from all others.

Conclusion: Absence of genotypic relation between
environmental and patient isolates showed us that the
oxygen humidifiers were not the source of the S. paucimobilis
contamination. Revealing the clonal relations via molecular
epidemiologic methods, helps to detection of isolates related
with outbreaks and increases the effectiveness of the
infection control programs of hospitals. AP-PCR is among
the primarily used molecular genotyping methods during
short-term outbreaks.

Keywords: Sphingomonas paucimobilis, intensive care
unit, nosocomial infection, arbitrarily primed polymerase
chain reaction. Nobel Med 2016; 12(1): 62-66

GiRisS

Eskiden Pseudomonas cinsi icerisinde simiflandirilan
Sphingomonas paucimobilis, sar1 pigment olusturan, ae-
robik, non-fermentatif, spor olusturmayan, hareket-
li, oksidaz ve katalaz pozitif, gram-negatif basildir.'*
S. paucimobilis ozellikle toprak ve suda olmak tizere
dogada yaygin halde bulunur. Hastane ortaminda ise
distile sulardan, hemodiyaliz sivilarindan ve steril ilag
soltisyonlarindan izole edilmis ve zellikle hastane su
sisteminin kolonizasyonuyla iliskilendirilmistir.!? Sag-
likl1 bireylerde ender olarak hayati tehdit eden infeksi-
yonlara yol acan bu bakteri, 6zellikle yogun bakim tini-
telerinde yatan ve beraberinde kronik hastaliklar1 olan
hastalarda, bakteriyemi, pnomoni ve kateter ile iliskili
infeksiyonlar gibi bircok ciddi firsat¢i infeksiyona se-
bep olabilmektedir. S. paucimobilis'in nemli ve organik
artiklarin ¢cok bulundugu yogun bakim tinitelerindeki
cansiz ytizeylerde kolonize olabildigi ve buralarda sal-
ginlara yol acabildigi bildirilmistir.!*°

Hastane infeksiyonlariin en sik goriilldugi yerler olan
yogun bakim tnitelerinde tespit edilen salginlarin kay-
naklarmin ve yayilma yollarimin molekiiler yontemlerle
saptanmasl, epidemiyolojik stirveyans calismalart icin
olduk¢a onemlidir.”® “Pulsed Field Jel Elektroforez”
(PFGE) yontemi genotiplendirme testleri icinde, ayris-
tirma gtctintin ve tekrarlanabilirliginin ytiksek olma-
st nedeniyle giintimtizde altin standart olarak kabul

edilmektedir. Ancak, islem basamaklarmn uzun ve
zahmetli olmasi, bu yoéntemin dezavantajlaridir. “Ar-
bitrarily Primed” Polimeraz Zincir Reaksiyon (AP-PZR)
teknigi, ozellikle kisa stireli salginlarda izole edilen
klinik ve cevresel izolatlar arasindaki klonal iliskinin
belirlenmesi amaciyla uygulamasi kolay, maliyeti ucuz,
kisa stirede sonuc alinabilen ve bu nedenlerle ilk olarak
basvurulan molekiiler yontemlerden birisidir.”*1°

Calismamizda hastanemiz Dahiliye Yogun Bakim Unitesi
(DYBU)nde gortilen kisa stireli salgin esnasinda izole
edilen klinik ve cevresel S. paucimobilis izolatlar1 arasin-
da klonal iliskinin var olup olmadiginin arastirilmast;
boylece, bulas kaynaginin ortaya konulmast amaclan-
mistir.

MATERYAL VE METOT

GATA Haydarpasa Egitim Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji
Servisi DYBU'nden 20 Mart-20 Nisan 2013 tarihleri
arasindaki bir aylik dénem icerisinde laboratuvarimi-
za gonderilen t¢ farkh hastaya ait kan kilttrlerinde
S.paucimobilis tiremesi oldu.

S. Paucimobilis’in Identifikasyonu
Her hastadan venoz girisimle iki set kan kiilttirti alina-

rak BACTEC-9120 (Becton Dickinson, ABD) otomatize
kan kultiir sistemine ytiklendi. Hemokdiltiir cihazinin
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Sekil: Sekiz S. paucimabilis izolatiin AP PZR sonucunda belirlenen DNA bant dizilimler
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pozitif sinyal vermesi tizerine hazirlanan yayma prepa-
ratlarin gram boyamast yani sira kanly, ¢ikolatamsi
ve eozin metilen mavisi (EMB) agara ekimleri yapildi.
Kanlh ve cikolatamsi agar plaklart 37°C'de %5 CO,li
ortamda, ancak EMB agar plaklan aerobik ortamda
inkiibe edildi. Bakterilerin tammmlanmasinda, konvan-
siyonel yontemler (oksidaz ve katalaz reaksiyonu, es-
kilin, glukoz ve laktoz kullanimu, tireaz aktivitesi, sit-
rat testi, hareket testi) ve VITEK2 (bioMerieux, Fransa)
otomatize identifikasyon sistemi kullanildi.

[zolatlarin cesitli antibiyotiklere (piperasilin-tazobak-
tam, amoksisilin-klavulanat, seftazidim, sefepim, azt-
reonam, imipenem, meropenem, kolistin, gentamisin,
amikasin, siprofloksasin, trimetoprim-sulfametaksazol)
duyarlilik durumlari, Clinical and Laboratory Standar-
ds Institute (CLSI) M100-S24 doktimanindaki Tablo
2B-5 kriterleri goz ontinde tutularak VITEK2 (bioMe-
rieux, Fransa) otomatize identifikasyon sistemi ile be-
lirlendi.

Cevresel Orneklemeler

S. paucimobilis izolatlarin bulas kaynagmi ve potansi-
yel risk faktorlerini belirlemek tizere alt1 yatak kapasi-
teli DYBUde cevresel orneklemeler (yatak kollari, hasta
etejerleri, monitorler, inftizyon pompalart, hasta dosya-
lar1, oksijen hazneleri, distile su kaynagi, buzdolaplari,
pansuman arabast, telefon, defibrilator, hemsire masasi
ve bilgisayar klavyeleri) yapildi. Cevre kulttirleri, steril
serum fizyolojik ile 1slatilmus steril ektivyonlarin ytizey-
lere birkac kez stirtilmesi ile gerceklestirildi. Cevresel
orneklerin ekildikleri besiyerleri, besiyeri plaklarmin
inktibasyon sartlari, elde edilen izolatlarin identifikas-

yonlar ve antibiyotik duyarhlik testleri, klinik izolatlar-
da uygulanan yontemlere benzer sekilde yapildi.

AP-PZR Protokolii

DNA izolasyonu, PurelLink Genomic DNA Mini Kit
(Invitrogen™, ABD) ile tiretici firmanin énerileri dog-
rultusunda yapildi. AP-PZR amplifikasyonunda, Dur-
maz ve ark. tarafindan standardize edilmis olan ve
M13 primerinin kullanildigi protokol uygulandi.”!
Sonuglarin gozlenmesi; %1,5 agaroz jel icinde 1XTAE
tamponu ile 1,5 saat 70 V'ta elektroforez islemi sonrast
etidyum bromdir ile boyanan jelin Gel Doc™ (Bio-Rad,
ABD) UV transliiminator ile gortintiilenmesi sonucu
gerceklestirildi.

BULGULAR

Bir aylik dénemde, hastanemizin DYBU'de yatan ve
beraberinde kronik hastaliklar olan ti¢c farkh hastanin
kan kulttirlerinden S. paucimobilis bakterisi izole edildi.
Bulas kaynagimin ve potansiyel risk faktorlerinin ortaya
konmasi icin yapilan cevresel drneklemeler sonrasinda
bes farkh oksijen haznesinden alinan stirtintit kulttrle-
rinde sari-yesil renkli pigment olusturan koloniler tire-
di. Kolonilerden yapilan gram boyamada gram-negatif
basiller gortldi. Ure, sitrat, glukoz ve laktoz kullani-
mu testleri negatif; eskiilin hidrolizi, oksidaz ve katalaz
reaksiyonlar pozitif olarak tespit edildi. Yar kati be-
siyerinde hareketi saptamak gti¢ oldugundan hareket
testi i¢in asili damla yontemi kullanild: ve bakterinin
hareketli oldugu anlagildi. izolat, VITEK2 (bioMerieux,
Fransa) otomatize identifikasyon sistemi ile S. paucimo-
bilis olarak belirlendi. Diger cevresel drneklemelerde ise
S. paucimobilis izole edilmedi.

izole edilen sekiz susun piperasilin-tazobaktama,
amoksisilin-klavulanata, seftazidime, sefepime, imipe-
neme, meropeneme, gentamisine, amikasine, siprof-
loksasine ve trimetoprim-sulfametaksazole duyarl;
kolistine ve aztreonama direncli oldugu belirlendi.
Klinik ve ¢evresel toplam sekiz izolatin antibiyotik du-
yarliliklar, fenotipik olarak benzerlik gostermekteydi.
Daha sonra yapilan AP-PZR sonucunda bes oksijen
haznesinden izole edilen izolatlarin kendi aralarinda ve
iki hastadan izole edilen izolatlarin da kendi aralarinda
bant dizilimlerinin benzer olduklan gozlendi (Sekil).
Uctincti hastadan izole edilen izolaun ise hem oksijen
haznelerinden izole edilen suglardan hem de diger iki
hastadan izole edilen suslardan daha farkli bir bant di-
zisine sahip oldugu tespit edildi.

TARTISMA

Toplum ve hastane kaynakh nadir bir infeksiyon etkeni
olan S. paucimobilis, son yillarda ozellikle yogun bakim
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unitelerinde yatan ve beraberinde kronik hastaliklari
olan hasta gruplannda olusturdugu ciddi firsat¢i in-
feksiyonlar nedeniyle énem kazanan bir bakteridir.>!?
Basta bakteriyemi/sepsis olmak tizere hastane kokenli
infeksiyonlarda etken oldugu bildirilmistir."> DYBU’de
tedavi edilen ve S. paucimobilis bakteriyemisi tespit edi-
len ti¢ hastamizin 65 yas Ustli oldugu ve tctintin de
altta yatan kronik hastaliklan (diabetes mellitus ve hi-

pertansiyon) bulundugu saptanmustir (Tablo).

S. paucimobilis, cogunlukla hastane ortammdaki res-
piratorler, hemodiyaliz aletleri, nemlendirici cihazlar,
degisik su kaplari, distile su depolari, lavabolar ve ter-
mometre problar gibi nemli ve organik artiklarin ¢ok
bulundugu cansiz ytizeylerden izole edilmektedir.!*'*
Maragakis ve ark. tarafindan 2007 yilinda yapilmis
bir calismada, alu farkhh hastanin kan kiilttirlerinde
ve hastalar icin hazirlanan fentanil soltisyonunda S.
paucimobilis tiremesi olmus ve bu alt1 hastanin besine
intravendz fentanil infiizyonu uygulandigy belirtilmis-
tir.”” Cahsmamizda DYBU'den yapilan cevresel drnek-
lemeler sirasinda bes oksijen haznesinde S. paucimobilis
uremesi gozlenmistir. Fakat oksijen haznelerindeki su-
larin temin edildigi ana kaynakta herhangi bir tireme
tespit edilmemistir. Oksijen hazneleri, normalde hasta
yatmadigi sirada bos ve kuru sekilde muhafaza edilme-
li iken 6rneklemeler sirasmnda bunlarn acil kullamm
gerekliligine dayandinlarak su dolu sekilde birakildig
gorilmistiir. Ureme sebebinin, bu nemli ortam oldugu
kanaatindeyiz.

S. paucimobilisin hastane ortaminda 6zellikle yogun
bakim tnitelerinde bulunmast, salgin gelisme riski aci-
sindan énemlidir.’*'° Salginlarin epidemiyolojik anali-
zinde etken mikroorganizmalar arasindaki klonal ilis-
kiyi belirleyebilmek icin eskiden fenotipik yontemler
kullanilirken artik DNA esasli molekiiler tiplendirme
yontemleri kullanilmaktadir. PFGE, tekrarlanabilirligi-
nin ve aynm giictintin yitksek olmasi nedeniyle yaygin
kullanilan altin standart yontemdir.”'° Fakat yontemin,
kullamm zorlugu, islem basamaklarinin uzun stire-
li olmasi, kurulum maliyeti ytiksekligi ve yorumlama
problemleri gibi baz1 dezavantajlar bulunmaktadir. Bu
nedenle, daha kolay uygulanabilen ve test basamaklar
daha kisa siireli olan, sonuglaria giivenilir, test mali-
yeti dtstik epidemiyolojik molekiiler yéntem arayisla-
11 devam etmektedir. AP-PZR yontemi, bu bakimdan
ozellikle kisa siireli salginlarda, her bir susa ait DNA
bant profillerinin belirlenebildigi, tercih edilen bir yon-
temdir. [zolatlar, ayn1 DNA bant profilleri gosteriyorlar-
sa bu suslarn ayni klondan kaynaklandiklar, hastadan
hastaya veya ortak bir kaynak veya mekanizma ile bu-
lastiklar1 kuvvetle muhtemeldir.”10!

Calismamizda AP-PZR sonucunda bes oksijen haz-
nesinden izole edilen suslarin kendi aralarinda ve iki

Tablo: Hastalann demografik tzellikleri

Hasta | Vas | Cinsiyet | Altta Yatan Hastaliklar |  Ates Tedavi

THasta | 78 | Erkek | DM, HT KKY,KOAH | 39.2°C | IMP+TPZ
2Hasta | 82 | Kadin DM, HT, KKY 40.1°C | IMP+SXT
3Hasta | 67 | Kadn DM, HT 395°C | IMP+SXT

DM: Diabetes mellitus, HT: hipertansiyon, KKY: konjestif kalp yetmezligi, KOAH: kronik obstriiktif akeiger
hastaligr, ETP: ertapenem, TPZ: piperasilin/tazobaktam, SXT: trimetoprim/siilfametoksazol

hastadan izole edilen suslarin da kendi aralarinda DNA
bant profilleri benzerlik ggstermistir. Oksijen haznele-
rinden izole edilen suslar ile hastalardan izole edilen
suglar arasinda bant dizilimleri acisindan benzerlik go-
rilmemistir. Benzer bant dizilimi goriilen iki hastanin
ortak dzelligi, ayni yatakta birer hafta arayla yatmalari-
dir. Uctincti hastadan izole edilen izolatin ise hem oksi-
jen haznelerinden izole edilen suslardan hem de diger
iki hastadan izole edilen suslardan daha farkh bir DNA
bant profiline sahip oldugu gézlenmistir. Sonucta, ali-
nan stirveyans kulttrlerine ragmen salginin kaynaginin
ne oldugu tespit edilememistir.

Kili¢ ve ark. tarafindan hematoloji ve onkoloji birimle-
rinde S. paucimobilis kaynakh bir salginin arastinildig:
calismada, dort hastaya ait kan kulttrlerinden ve cesme
suyu ve banyo kiivetinden olusan iki ¢evresel 6rnekten
S. paucimobilis izole edilmistir.° Fenotipik yontemler ve
PFGE yontemi ile ttim klinik izolatlarin ayn1 genotipik
paterni gosterdigi, cevresel izolatlarin ise farkli bant pa-
terni gosterdigi tespit edilmistir. Bu calismada, calisma-
mizda oldugu gibi klinik izolatlar ile cevresel izolatlar
arasinda genetik iliski, molekiiler tiplendirme yéntemi
ile gosterilememistir.

Mutlu ve ark. tarafindan yenidogan yogun bakim tini-
tesinde S. paucimobilis kaynakl bir salginin arastinldig:
calismada, 13 yenidogana ait kan kilttirlerinden ve iki
distile su 6rneginden S. paucimobilis izole edilmistir.”
PFGE yontemi ile 11 klinik izolatin ayn1 genotipik bant
paterni tasidigi, fakat bunlarin cevresel izolatlara ait
bant dizilimlerinden farkli oldugu tespit edilmistir.

Meri¢ ve ark. tarafindan yapilan calismada, kalp-da-
mar cerrahisi yogun bakim tnitesinde ti¢ glin icinde
iki hastadan S. paucimobilis izole edilmistir.'® Yapilan
cevresel drneklemeler sonucunda, calismamizdaki cev-
resel 6rneklemelere benzer sekilde, oksijen haznelerin-
deki sularda ve bu sulann tasindig) kapta S. paucimo-
bilis tiremesi olmustur. PFGE ile iki klinik izolatin ve
ti¢ cevresel izolatin aymi bant dizilimine sahip oldugu
gosterilmistir.

S. paucimobilis'in antibiyotik duyarhliklariin saptanma-
sinda, CLSI M100-S24 doékiimanindaki Tablo 2B-5'de
yer alan “Enterobacteriaceae dist diger izolatlar i¢in be-
lirlenen minimal inhibitér konsantrasyon (MIC) simir
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degerleri” uygulanmaktadir. Calismamizda izolatlarin
CLST kriterlerine gore piperasilin-tazobaktama, amok-
sisilin-klavulanata, seftazidime, sefepime, imipeneme,
meropeneme, gentamisine, amikasine, siprofloksasine
ve trimetoprim-sulfametaksazole duyarli; kolistine ve
aztreonama direncli oldugu ve klinik ve cevresel top-
lam sekiz izolatin antibiyotik duyarhilik durumlarinin
fenotipik olarak benzerlik gosterdigi VITEK2 (bioMe-
rieux, Fransa) otomatize identifikasyon sistemi ile be-
lirlenmistir. Kili¢ ve ark. tarafindan yapilan calismada,
toplam alt1 S. paucimobilis izolatinin ¢calismamiza benzer
olarak imipeneme, gentamisine, amikasine, siproflok-
sasine ve piperasilin-tazobaktama duyarli oldugu ve
antibiyotik duyarhilik durumlarmin fenotipik olarak
benzerlik gosterdikleri tespit edilmistir.® Yapilan calis-
malara bakildiginda, S. paucimobilis'in karbapenemlere
genellikle duyarli, kolistine direncli, aminoglikozid ve
kinolonlara ise duyarliliklarmin degisken oldugu anla-

silmaktadir.®>>1219

SONUC

Sonug olarak, S. paucimobilis'in hastane ortami ve ci-
haz ytzeyleri gibi nemli ortamlarda kolonize olmasi
nedeniyle yogun bakim birimlerinde tedavi géren ve
beraberinde kronik hastaligi bulunan hasta gruplarmda
ciddi firsatct infeksiyonlara sebep olabilecegi gz dniin-
de tutulmalidir. Yogun bakim tinitesinde infeksiyonlara
sebep olan klinik ve cevresel S. paucimobilis izolatlari
arasinda DNA bant profilleri acisindan benzerlik gore-
mesek de AP-PZR, S. paucimobilis’e ait epidemiyolojik
molektiler cahsmalarda kullamlabilecek test maliyeti
nispeten dustik, kisa stirede sonuclanan ve kolay uy-
gulanabilen bir genotiplendirme yontemidir. Klonal
iliskinin molekiiler epidemiyolojik yontemlerle ortaya
konulmasiyla salginla iliskili suslar belirlenmekte ve
hastanelerde uygulanan infeksiyon kontrol programla-
rinin etkinligi arttinlabilmektedir.

* Yazarlar herhangi bir ¢ikar iliskisi icinde bulunma-
diklarini bildirmistir.
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