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1. GIRIS VE AMAC

Hastane infeksiyonlar1 morbidite ve mortalite oranlarmin yiiksekligi yaninda
ekonomik maliyeti nedeni ile tiim diinyada 6nemli bir sorun olmaya devam etmektedir
[1]. Ulkemizde gerceklestirilen NosoLINE projesi hastane infeksiyonlarinm Tiirkiye’de
yaygin oldugunu(insidanst % 1 ile 8.6 arasnda degismekte) ve infeksiyonlarin
cogunlugunun yogun bakim tinitelerinde gelistigini gostermistir [2]. Ayrica, lilkemizde
yapilan ¢alismalarda hastane infeksiyonlarinin hasta basma ortalama 442 $ ek maliyet
getirdigi ve hastanede kalig stiresini 4-10.6 giin kadar arttirdig1 gosterilmistir [3;4].

Viriisler, mantarlar ve parazitler hastane infeksiyonuna neden olabilirlerse de,
bakteriyel etkenler hastane infeksiyonlarmin en yaygin nedeni olarak kabul edilmektedir
[S5]. Enterobacteriaeceae ailesinden bakteriler, Staphyloccus aureus ve Pseudomonas
aeruginosa sirastyla hastane infeksiyonlarimdan en sik izole edilen etkenlerdir [6]. P.
aeruginosa’nin hastane infeksiyonlarinin % 10’unda etken oldugu bildirilmektedir [7].
P. aeruginosa 6zellikle kistik fibrozisli, notropenik, iyatrojenik immiinsupresyonu olan
ya da koruyucu anatomik bariyerleri bozulmus olan yatan hastalar1 etkileyen ciddi
infeksiyonlara neden olmaktadir. Saglikli insanlarda nadir olarak normal florada
bulunabilir ve uygun kosullar olustugunda hastalik etkeni olabilmektedir [8]. Ozellikle
uzun siire hastanede yatan ve genis spektrumlu antimikrobiyal tedavi veya kanser
kemoterapisi alan hastalarda P. aeruginosa ile kolonizasyon oranlar1 artmaktadir [9].

P. aeruginosa birgok antimikrobiyal ilaca dogal olarak direnc¢li olup, mevcut
kullanilabilen antimikrobiyallere direnci de hastanelere gore degisebilmektedir.
Infeksiyonlarm tedavisi sirasinda antibiyotiklere direng gelistirebilmesi, tedavi

giicliigiine neden olmakta ve direng profilinin siirekli izlenmesini gerektirmektedir [10].



P. aeruginosa’nmn antimikrobiyallere direncinde kromozomal ve plazmid
kaynakli beta-laktamazlarin tretimi, antimikrobiyal hedeflerinde degisiklik, porin
proteinlerindeki degisiklik sonucu dis membran gecirgenliginin azalmasi, efluks pompa
sistemi ile antimikrobiyal ilacin disar1 atilmasi baslica direng mekanizmalaridir.
Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar(GSBL) ve AmpC tipi beta-laktamazlarin yani
sira imipenem ve/veya meropenemi hidrolize edebilen karbapenemazlar nedeniyle
tedavi secenekleri azalmaktadir. Karbapenemaz enzimleri Ambler’in molekiiler
smiflandirmasina gére A, B ve D grubu olarak adlandirilir. B grubu karbapenemaz
enzimleri aktif bolgelerinde tasidiklar1 metal iyonlar1 nedeniyle metallo-beta-
laktamazlar(MBL) olarak adlandirilir [11].

Ambler smiflandirmasindaki karbapenemaz enzimleri icerisinde klinik yonden
en 6nemli olanlar1 B grubu MBL enzimleridir. Ciinkii aztreonam hari¢ tiim beta laktam
antibiyotikleri hidrolize edebilen MBL enzimlerini kodlayan genler plazmid ve
integronlarda lokalize olabilmekte, bu durum direncin diger bakterilere aktarilmasini
miimkiin kilmaktadir [12]. Bu sekilde MBL enzimlerinin nonfermenter Gram negatif
patojenler arasinda yayilmasi kiiresel bir sorun haline gelmistir [13].

Bush siniflamasmna goére Grup [ beta-laktamazlar(AmpC tipi enzimler),
indiiklenebilir ozelliktedir, Gram negatif bakterilerde genis spektrumlu penisilin ve
sefalosporinlere direng gelisiminden sorumlu tutulmaktadir [14]. Normalde bakteri
tarafindan az miktarda sentezlenen bu enzim ortamda bulunan bir indiikleyicinin etkisi
ile yiiksek miktarlarda sentezlenmeye baslamakta, indiikleyicinin etkisi ortadan kalkinca
enzim {iretimi tekrar bazal seviyeye diismektedir. Indiiklenebilir beta-laktamaz(IBL)
ireten bakterilerde beta laktam antibiyotiklerle tedavi sirasinda, yiiksek diizeyde enzim
iiretebilen dereprese mutantlarin seleksiyonu ise ayri1 bir 6neme sahiptir [15]. P.
aeruginosa’nin antibiyotiklere direncinde beta-laktamaz ve karbapenemaz iiretimine ek
olarak multi drug efluks pompa sistemlerinin upregiilasyonu ve porin kanallarinda
daralmaya neden olan hiicre duvar1 degisiklikleri ile DNA giraz enzim mutasyonlar1 da
etkilidir [16].

Hastanelerde P. aeruginosa ’nin neden oldugu hastane infeksiyonlarinda rutin
antibiyotik duyarlilik testleri ile direng¢ profili ve suslarin beta-laktamaz {iretimleri de
izlenmelidir. BoOylece uygun antibiyotik secimi ile tedavi basarisi artirilabilir ve
infeksiyon kontrol Onlemlerinin zamaninda, hizli ve etkin olarak uygulanmasi

saglanarak, direngli suslarin seleksiyonu onlenebilir [10;17;18].



Bu c¢aligmada Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Turgut Ozal Tip Merkezi
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda nozokomiyal infeksiyon etkeni olarak izole edilen P.
aeruginosa suslarinda ¢esitli antimikrobiyallere diren¢ oranlarmm, IBL ve MBL
iiretiminin arastirilmasi amacglanmistir. Klinik 6rneklerden izole edilen P. aeruginosa
izolatlarinda antimikrobiyallere diren¢ oranlarinin  belirlenmesi ampirik tedavi
yaklasimlarina katki saglayacaktir. Izolatlardaki IBL iiretiminin saptanmasi P.
aeruginosa infeksiyonlarinin etkin kombinasyonlar ile tedavilerini saglayacak, boylece
dereprese mutantlarin olusumunu ve yayilimmi engellemek miimkiin olacaktir.
Karbapeneme diren¢li izolatlarda MBL {retiminin farkli fenotipik yontemlerle
arastirilmasi duyarl, kolay uygulanabilen ve maliyet yoniinden etkin bulunan testlerin
rutin kullanima sunulmasint saglayacaktir. Boylece MBL iireten suslarin hizla
saptanmast ve gerekli infeksiyon kontrol onlemlerinin alinmasi sayesinde, direncin

diger Gram negatif bakteriler arasinda yayilmasi dnlenebilecektir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Pseudomonaslar

Pseudomonaslar Gram negatif, hareketli, aerop basiller olup suda eriyen
pigmentler tiretirler. Toprak, su, bitki ve hayvanlarda bulunurlar. Grubun major patojeni
olan P. aeruginosa insanlarin normal barsak florasinda ve cilt florasinda az miktarda
bulunur. Diger Pseudomonaslar ise seyrek olarak hastalik nedenidir [19].

Ik kez 1850 yilinda yarali askerlerin pansuman materyallerinde mavi pily
goriilmesi iizerine bir Fransiz cerrah tarafindan fark edilen mikroorganizma, 1882’de
Bacillus pyocyaneus olarak isimlendirilmis; 1900 yilinda ise Pseudomonas adinm
almigtir.

1984’e kadar 100’den fazla tiirli tanimlanmis olup, bunlarm cogunun bitki
patojeni oldugu gézlemlenmistir. Ayni yillarda rRNA homolojisine gore genotip olarak
5 subgruba ayrilmis, bugiin icin sadece TRNA grup 1 Pseudomonas genusu olarak
kalmistir [20].

Gilardi, Pseudomonaslar:1 fenotipik 6zelliklerine gére 7 major gruba aymrmustir.
Bugiin i¢in genotipik ve fenotipik 6zelliklerinin karmasi seklinde revize edilmis

siniflandirma Tablo 1°de gosterilmistir [19;21].
2.2. Pseudomonas aeruginosa
P. aeruginosa dogada yaygim olup, cogunlukla hastanelerdeki nemli ortamlarda

bulunmakta, normal insan florasinda saprofit olarak kolonize olabilen bu bakteri konak

savunmasinin bozuldugu durumlarda hastaliklara neden olabilmektedir [19].



Tablo 1. Tibbi yonden énemli Pseudomonaslarin genotipik ve fenotipik ézelliklerine gére
suiflandirilmasi[19;21]

Floresan grup Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas putida

Nonfloresan grup Stutzeri grup
Pseudomonas stutzeri

Pseudomonas mendocina
RNA 1
rRNA Grup CDC grup Vb-3

Alcaligenes grup

Pseudomonas alcaligenes
Pseudomonas pseudoalcaligenes
Pseudomonas sp. Grup 1

rRNA Grup II (Pseudomallei grup: Kolistin Burkholderia pseudomallei
direncli grup) Burkholderia mallei
Burkholderia cepacia complex
Burkholderia gladioli
Ralstonia species
Pandorea species
Cupriavidus species

Comamonas species
Acidovorax species

rRNA Grup III (Zayif oksidaz pozitif grup) Lautropia mirabilis

CDC WO-1
rRNA Grup IV (Diminuta grup) Brevundimonas species
rRNA Grup V Stenotrophomonas maltophilia

Pseudomonas luteola
Pseudomonas oryzihabitans

Sar1 pigmentli gru
Pig srup Sphingomonas paucimobilis
H,S pozitif grup Shewanella species
Alishewanella fetalis
Halofilik grup Halomonas venusta

CDC Halofilik nonfermenter grup 1

2.2.1. Mikrobiyoloji

P. aeruginosa tek polar flajeli sayesinde hareketli, diiz veya hafif kivrimli comak
seklinde, 0,5-1,0 x 1,5-5,0 um boyutlarinda, Gram negatif 6zellikte olup; boyamada

siklikla ciftler, bazen de kisa zincirler halinde goriiliir. Zorunlu aerop olup, ortamda



arginin ya da nitrat gibi alternatif bir son elektron alicis1 mevcut oldugunda anaerop
olarak da iireyebilir.

P. aeruginosa pek c¢ok Kkiiltiir ortammda kolayca ve hizla iirer. Uredigi
besiyerlerinde trimetilamin {iretimine bagli olarak iiziim benzeri koku olusturabilir. Bazi
suslar kanli agarda hemoliz yapar. Genellikle floresan veren yesilimsi renkte, yuvarlak-
yassi, kenarlar1 diizensiz koloniler olusturur. Besiyerine diflize olan, floresan vermeyen
mavimsi renkte piyosiyanin ve floresan veren sari-yesil renkli pyoverdin pigmenti
iretirler. Diger Pseudomonas tiirleri piyosiyanin pigmenti iiretemezler. Piyoverdin
pigmenti floresan grubun diger tiyeleri olan Pseudomonas fluorescens ve Pseudomonas
putida tarafindan da {retilebilir. Bazi suslar koyu kirmizi piyorubin pigmenti ve
kahverengi-siyah renkli piyomelanin pigmenti tiretirler. Bu iki nadir pigmentin iiretimi
Tirozin Agar besiyerinde daha 1y1 gozlenebilir [19-22].

P. aeruginosa sahip oldugu farkli antibiyotik duyarhilik paternlerine, farkl
biyokimyasal ve enzimatik aktivitelerine gore degisebilen pek c¢ok koloni tipi
olusturabilir. Bunun tipik 6rnegi kistik fibrozisli hastalardan izole edilen P. aeruginosa
suslarinin asir1 miktarda aljinat ve ekzopolisakkarit olusturmasina baglh olarak mukoid
koloniler meydana getirmesidir [19].

P. aeruginosa 10-44 °C 1s1 araliginda iireyebilmesine karsin en 1yi 35 °C’de tirer,
4°C’de iireyememesi ve 42 °C’de lreyebilmesi ile floresan gruptaki diger psikrofil
Pseudomonaslardan olan P. putida ve P. fluorescens’den ayrilir [20]. Sahip oldugu
sitokrom oksidaz enzimi nedeniyle oksidaz testi (Kovaks ayiraci ile) pozitiftir.
Nonfloresan sar1 pigmentli grupta yer alan Pseudomonas luteola ve Pseudomonas
oryzihabitans digindaki Pseudomonaslarda da oksidaz testi pozitiftir [21].

P. aeruginosa karbonhidratlar1 fermente etmez, ancak pek cok tiir basta glikoz
olmak tizere diger sekerleri oksidatif yolla metabolize edebilirler. Maltoza etkileri
degiskendir, laktozu kullanmazlar. Aminoasitlerden arginini kullanir, lizini
kullanmazlar. Ureye etkileri degiskendir, DNAse testi negatiftir; esculini hidrolize
etmez ve H>S olusturmazlar. Sekerlerin kullanimi, en i1yt Amonyum tuz bazl
besiyerinde gosterilebilir [19-21].

P. aeruginosa nn identifikasyonu genellikle koloni morfolojisi, Gram boyama,
oksidaz testi, karakteristik pigment olusumu, 42 °C’de iireyebilme Ozellikleri ve

besiyerinde olusturdugu iiziim benzeri kokuya dayanarak yapilir [19;21].



2.2.2. Epidemiyoloji

Pseudomonas farkli cevresel yerlesim gosteren firsatg1 bir patojendir. Cok az
besine gereksinim duyan bu bakteriler 2-42° C arasi 1s1y1 tolere edebilirler. Birgok
antibiyotige ve dezenfektana direnglidirler [22].

Hastanede yatan hastalardan Pseudomonas izole edilmesi kaygi vericidir ancak,
klinigi desteklemiyorsa tedavi uygulanmasmi gerektirmez. Klinik 6rneklerden P.
aeruginosa disinda bir Pseudomonas saptanmasi, hastanin gecici kolonizasyonuna,
ornek alinmasi veya laboratuvar uygulamalar1 sirasindaki bulasmaya bagh
olabilmektedir [22].

Antiseptikler, dezenfektanlar, inravendz sivilar ve lens yikama soliisyonlar1 dahil
hemen tiim hastane ekipmanlar1 P. aeruginosa i¢in kaynak olabilir. Kolonize oldugu bu
kaynaklarin yetersiz sterilizasyonu sonucunda salginlar olusturabilir. Pek ¢ok ¢alismada
hastane kaynakli infeksiyonlardaki P. aeruginosa prevalanst % 10 olarak
bildirilmektedir ancak bu prevalans; ¢esitli viicut bdlgelerine, liniteden tliniteye ve farkl
hastanelere gore degismektedir. P. aeruginosa’ nin nozokomiyal infeksiyonlar arasinda
en sik pnomoniye neden oldugu bildirilmektedir [20].

P. aeruginosa suslarindan elde edilen asilar Pseudomonas sepsisine karsi
koruma amaciyla yiiksek risk grubundaki hastalara (immiin yetmezlik, yanik, 16semi,
kistik fibrozis) uygulanabilmektedir [19].

Hastane ortaminin aksine, P. aeruginosa ¢gamasir makineleri haricinde normal ev
ortamin1 nadiren kontamine eder. Saglikli insanlarda fekal tastyicilik seyrek olup(% 2-
10), vejeteryan beslenmenin fekal tasiyicilikta muhtemelen etkili oldugu tahmin

edilmektedir [20].

2.2.3. Patogenez

P. aeruginosa 0Ozellikle miikoz membranlar, cilt ve doku hasar1 gibi dogal
savunma sistemlerinin bozuldugu durumlarda; intravendz veya liriner kateter varliginda;
notropenik hastalar ve kanser kemoterapisi alan hastalarda patojendir. Bakteri miikoz
membranlar ve ciltte kolonize olarak lokal invazyon yapar ve sistemik hastalik
olusturur. Bu siire¢ bakterinin pilusu, enzimleri ve toksinlerince desteklenir. Ates, sok,
oligiiri, 16kositoz, lokopeni, dissemine intravaskiiler koagiilasyon ve adult respiratuar

distres sendromu olusumunda lipopolisakkaritlerinin  dogrudan etkisi vardir.
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P.aeruginosa ve diger Pseudomonaslar pek cok antibiyotige direngli olduklarindan,
normal floranin baskilandig1 durumlarda floraya hakim hale gelirler [19].

P. aeruginosa yapisal bilesenler, toksin ve enzimler gibi bir¢ok viriilans
faktoriine sahiptir. Virlilans faktorlerindeki cesitlilige karsm, bilimsel caligmalar P.
aeruginosa’nin hastalik olusturmasi i¢in birgok faktoriin bir arada olmasi gerektigini

gostermektedir [22].

2.2.3.1. Adhezinler

Infeksiyon olusumunda konak hiicreye yapisma onemlidir. P. aeruginosa
yilizeyindeki en az 4 yapisal bilesen yapismada gorev almaktadir:

1- Flajella

2- Pilus

3- Lipopolisakkarit

4- Aljinat( kapstiler polisakkrit)

Flajella P. aeruginosa’nin hareketini, pilus mukoza hiicrelerine yapigmayi
saglar. Lipopolisakkaridin lipid-A kismui toksik etkiden sorumludur. Bakteri ylizeyinde
kapsiilde yer alan, mukoid ekzopolisakkarid yapidaki aljinat mikroorganizmayi
fagositozdan ve antibiyotik etkisinden korur. Aljinat iiretimi mukoid P. aeruginosa
kokenleri ile uzun donem kolonize olan kistik fibrozisli hastalarda veya diger kronik

solunum yolu hastalarinda etkili olmaktadir [22].

2.2.3.2. Noraminidaz

Sialik asit rezidiilerini GM1 gangliozid reseptdrlerinin yapisindan ¢ikararak,
pililerin konak epitel hiicresi yilizeyindeki GM1 gangliozid reseptorlerine yapigmasini

kolaylastirir [21].

2.2.3.3. Ekzotoksin A

P. aeruginosa tarafindan iretilen en Oonemli viriilans faktorlerinden birinin
ekzotoksin A(ETA) olduguna inanilmaktadir. ETA, C .diphtheriae’nin iirettigi difteri
toksinine benzer bir etki ile Okaryotik hiicrede elongasyon faktor 2’yi inhibe ederek

protein sentezini bozmaktadir. Ancak, difteri toksini ile ETA arasinda yapisal ve
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immiinolojik farklar vardir. ETA difteri toksininden daha zayif etkilidir. ETA yanik
yaralarindaki dermatonekroz, okiiler infeksiyonlardaki korneal hasar ve kronik
pulmoner infeksiyonlardaki doku hasarinda rol oynamaktadir. Ayrica bu toksin

bagisiklik sistemini de baskilamaktadir [22].

2.2.3.4. Piyosiyanin

P. aeruginosa’nm {irettigi mavi bir pigment olan piyosiyanin serbest oksijen
radikallerinin(hidrojen peroksit ve siiperoksit anyonu) liretimini katalize eder. Basta
akciger olmak {iizere, ozellikle iyi oksijenlenen organlarda oksidatif hasar olusturur.
Piyosiyaninin respiratuar silier aktivite ve diger bakteriler {izerinde baskilayici etkisi
vardir. Bu pigment, ndétrofil aktivasyonunun artmasmna oOnciiliik eden interlokin-8

salinimin1 da uyarir [21;22].

2.2.3.5. Piyoverdin

Sar1-yesil bir pigment olan piyoverdin, demiri baglayan bir siderofordur.
Bakterinin liremesi ve viriilans1 i¢in anahtar rol oynar. Yaklasik olarak 1500 dalton
molekiil agirhigindadir. Suda erir bir demir selatorii olan piyoverdinin P. aeruginosa’da
yapisal olarak tli¢ farkli tipi tanimlanmistir. Bu pigment ETA ve diger viriilans

faktorlerinin salinimini da diizenlemektedir [20;22].

2.2.3.6. Elastaz

Elastini sinerjistik olarak indirgeyen iki enzim olan LasA(serin proteaz) ve
LasB(¢cinko metalloproteaz), akciger parankim dokusu ve diger elastin iceren
dokulardaki hasarla ve yaygm P. aeruginosa infeksiyonu sonucu olusan hemorajik
lezyonlarla(ektima gangrenozum) iligkilidir. Bu iki enzim kompleman bilesenlerini
indirgeyerek, notrofil kemotaksis ve fonksiyonlarini inhibe ederek akut infeksiyonlarda
doku hasarina neden olur. Kronik Pseudomonas infeksiyonlar: infekte dokuda immiin
kompleks birikimi ile birlikte, LasA ve LasB’ye kars1 antikor olusumu ile karakterizedir

[22].



2.2.3.7. Alkalin proteaz

Elastaza benzer sekilde doku hasarma ve infeksiyonun yayilmasina neden olur.

Konak bagisik yanitina da etkilidir [22].

2.2.3.8. Fosfolipaz C

Istya duyarli bir hemolizin olan fosfolipaz C, lipid ve lesitin baglarini kirarak
doku hasarint kolaylastirir. Sitoplazmik membrant ve pulmoner surfaktan: hasara
ugratir, opsoninleri inaktive eder. Hemolizin tiretimi ile solunum yolu infeksiyonlar1 ve

idrar yolu infeksiyonlar1 arasinda bir iligki gosterilmistir ancak, fosfolipaz C’nin bu

infeksiyonlardaki rolii kesinlik kazanmamistir [21;22].

2.2.3.9. Ekzoenzim S ve T

P. aeruginosa’nin irettigi hiicre dis1 enzimleridir. ADP-ribozil transferaz
aktivitesine sahiptir. Protein sentezi inhibisyonu ile epitel hiicrelerinde hasar, doku
invazyonu ve nekrozu kolaylastirici etkisi vardir [21;22].

2.2.3.10. Lokosidin

Notrofil ve lenfosit fonksiyonlarini inhibe eder [21].

2.2.3.11. Enterotoksin

Normal gastrointestinal aktiviteyi bozarak diyareye yol agar [21].

2.2.3.12. Quorum sensing

P. aeruginosa iiredigi ortamda acil homoserin lakton molekiilleriltAHLSs) iiretir.
Intraselliiler ortamdaki bakteri sayisiyla orantili olarak artan AHLs yeterli

konsantrasyona ulastiginda, transkripsiyonel regiilatorleri indiikler. Boylece bakteri

topluluguna gen ekspresyon regiilasyonunu topluluk olarak koordine edebilme firsati
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saglar. Quorum sensing olarak bilinen bu siirecte iki farkli sistem(las sistemi ve rhl
sistemi) tanimlanmistir.

Hiicreden hiicreye sinyal iletisim sistemi bakterilerin biyofilm olusturabilmesi
icin de gereklidir. AHLs P. aeruginosa infeksiyonu olan kistik fibrozisli hastalarin
akcigerlerinde saptanmistir. Bu sistemi hedefleyen terapdtik bilesikler, bakterinin
virlilansin1 zayiflatmak suretiyle infeksiyonun iistesinden gelebilmek adina gelecek i¢in

iimit vermektedir [20].

2.2.4. Klinik

2.2.4.1. Solunum yolu infeksiyonlar

Alt solunum yollarmin P. aeruginosa infeksiyonlar1 asemptomatik
kolonizasyondan, iyi huylu trakeobronsitten, ciddi nekrotizan pndmoniye kadar
degisebilmektedir. Kistik fibrozisli hastalar, kronik akciger hastalar1 ve ndtropenili
hastalarda kolonizasyon goriilebilir. Kistik fibrozisli hastalarin 6rneklerinden izole
edilen mukoid kokenler bir¢cok antibiyotige direngli olduklarindan eradikasyonlari
zordur. Bagisiklik sistemi bozulmus hastalar1 Pseudomonas infeksiyonlarma yatkin hale
getiren kosullar; genis spektrumlu antibiyotik tedavisi sonucu normal floranin ortadan
kalkmas1 ve organizmay1 alt solunum yollarina sunan mekanik solunum cihazlarmin
kullanilmasidir. Bu tip hastalardaki invaziv hastalik bilateral akcigerlerde yaygin
mikroapse olusumu ve doku nekrozu olusturan bronkopndmoni ile karakterizedir ve %

70’e varan mortaliteye sahiptir [22].

2.2.4.2. Deri ve yaumusak doku infeksiyonlar

P. aeruginosa c¢ok sayidaki bakterinin dokulara yerlestigi durumlar disinda
saglikli insanlarda nadiren hastalik olusturur. Kontamine sulara(>10° cfu/ml bakteri
iceren) uzun siire maruz kalan kisilerde follikiilit, parmak aralarmi tutan sulu dermatit
veya otitis eksterna gibi deri infeksiyonlar1 goriilebilir. P. aeruginosa’ya bagh follikiilit
makiilopapiiler veya vezikiilopistiiler dokiintii ile karakterize olup, genellikle
kontamine yiizme havuzlar1 ya da kaplicalardan kaynaklanir. Kendi kendini sinirlayan
infeksiyonlar seklinde olup, bazen topikal antibiyotik tedavisi, nadiren sistemik

antibiyotik tedavisi gerektirebilir [20].
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P. aeruginosa yiizeyel otitis eksternanin yaygin nedenleri arasindadir. Ayrica
kronik otitis media etkeni de olabilir ve diabetik hastalarda invaziv otitis eksternaya
neden olabilmektedir. Invaziv otitis eksternada topikal antibiyotik tedavisi basarisiz
olup, dis kulak yolundaki erozyon ve kraniyal sinirlerin tutulumuna bagli olarak
infeksiyonun mortalitesi % 20 civarindadir [20;22].

P. aeruginosa kornea icin muhtemelen en tahrip edici bakteridir. Korneada
iilserasyon, keratit, konjunktivit, endoftalmit ve orbital selliilit nedenidir. En yaygin
infeksiyon kaynagi kontakt lens soliisyonlari, okiiler girisimler ve kozmetik amagli
kullanilan rimellerdir [20].

P. aeruginosa i¢in en iyi tanimlanan deri infeksiyonu yanik yaralaridir. Ciddi
yanig1 olan hastalarda yaralarm kolonizasyonu genellikle lokalize damar hasari, doku
nekrozu ve son olarak da bakteriyemi ile sonuglanir. Yanik yiizeyinin nemli olmasi,
yaraya notrofilerin girisinin yetersiz olmasi, hastalar1 bu infeksiyonlara yatkin hale
getirir. En ¢ok kullanilan topikal antipseudomonal ajan olan glmiis siilfadiazin,
profilaktik olarak kullanildiginda ¢ok etkilidir [20;22].

P. aeruginosa cerrahi yaralardan da en sik izole edilen etkenler arasindadir. Bu
durum siklikla uygulanan cerrahinin biiyiikligi ve yeri ile ve altta yatan hastalik
durumuyla iliskilidir [20].

P. aeruginosa ayaga penetre olan bir hasar sonucu( 6rnegin; tirnak iizerine basi)
gelisen osteokondritin de sik rastlanan etkenlerindendir. Diabetik hastalarda ve
intravendz ila¢ kullanimi durumlarinda hematojen yayilim sonucu kronik osteomyelite

neden olabilir, ancak nadiren septik artrite neden olur [20;22].

2.2.4.3. Uriner sistem infeksiyonlar

Anatomik bozukluklar ve spinal kord yaralanmalar1 diginda toplum kaynakli P.
aeruginosa nm etken oldugu idrar yolu infeksiyonlar: nadir goriiliir. Infeksiyonlarin
biiyiik ¢ogunlugu nozokomiyal olup, hemen her zaman uzun siireli kateterizasyonun
sonucunda olusur. Primer odaktan hematojen yayilim nadirdir. Infeksiyon genellikle
kateterin cekilmesi ile veya diger predispozan faktorlerin giderilmesi ile ¢éziimlenir

[20].
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2.2.4.4. Bakteriyemi ve Endokardit

P.  aeruginosa’nin  neden oldugu bakteriyemi, diger Gram negatif
bakteriyemilerden klinik olarak ayirt edilemez. P. aeruginosa bakteriyemisinin
mortalitesi daha yiiksektir. Cilinkii bu mikroorganizma genellikle immiin yetmezlikli,
notropenik, hematolojik malignensili, genis yanikli ve diabetli hastalarda daha sik
bakteriyemi olusturur. Virtilanst da diger Gram negatif bakterilere oranla daha fazladir.
P. aeruginosa bakteriyemisinin tiim bakteriyemiler arasindaki sikligi ¢esitli
calismalarda % 5-20 arasinda, mortalite oranlar1 % 17-78 arasinda degismektedir.
Bakteriyemili hastalarin az bir kisminda karakteristik deri lezyonlari(ektima
gangrenozum) gelisebilir. Ektima gangrenozum hemorajik, nekrotik ve iilsere olabilen
eritematdz vezikiiller seklinde kendini gosterir [20;22].

Primer olarak intravendz ilag bagimlilarinda gézlenen Pseudomonas endokarditi
nadirdir. Tlag bagimlilarmm kullandiklar1 dzel esyalar ile bulasma gergeklesir. Siklikla

trikuspit kapagin kronik tutulumuna neden olur [22].

2.2.4.5. Beyin omurilik s1vis1 infeksiyonlar:

Santral sinir sisteminin P. aeruginosa 1ile infeksiyonu nadir goriiliir.
Yenidoganlarda, sinir cerrahisinde, transplantasyon hastalarinda ve altta yatan kronik
hastalik durumlarinda risk fazladir. P. aeruginosa intrakraniyal apselerin ¢ok az bir
kismindan izole edilebilir. Insidans1 kronik otitis mediali ve mastoiditli hastalarda daha

fazladir [20].

2.2.5. Antibiyotik Duyarhhg:

Enterobacteriaceae 1ile kiyaslandiginda, P. aeruginosa nispeten pek c¢ok
antibiyotige direnclidir. Bununla birlikte semisentetik penisilinler, tireidopenisilinler,
karboksipenisilinler, 3.kusak sefalosporinler, karbapenemler, —monobaktamlar,
aminoglikozidler, kinolonlar ve polimiksinler P. aeruginosa suslarina karst cok iyi
aktivite gosteren antibiyotiklerdir [20].

P. aeruginosa infeksiyonlar1 siklikla hayati tehdit edecek derecede siddetlidir ve
siirl antibiyotik duyarliliginin yani sira tedavi sirasinda kullanilan antibiyotiklere de

direng gelistirebilmesi tedaviyi zorlastirmakta, bdylece giderek artmakta olan

13



antibiyotik direnci problem olusturmaktadir [1;23;24]. Antibiyotik direncinin yiiksek
diizeyde olmasinin nedenlerinden birisi, diren¢li mikroorganizmanin hastadan hastaya
yayilmasidir. Diger bir neden, spesifik mikroorganizmanin antibiyotiklere maruz
kaldiktan sonra direng gelistirmesidir. Irrasyonel antibiyotik kullanimmna baglh ortaya
cikan direng, toplum kokenli ve hastane kokenli infeksiyonlarm tedavisinde sorun
yaratmaktadir [24].

Antibiyotik direnci bir bakterinin antimikrobiyal ajanin liremesini engelleyici
veya Oldiiriicti etkisinden korunabilme kapasitesidir. Bakterilerin antibiyotiklere direng
gelistirmesinde dogal veya kazanilmis diren¢ mekanizmalarinin yani sira, ortam ve
kosullara bagli direng de etkilidir:

A. Dogal diren¢: Bakterinin genetik 6zellikleri nedeniyle bazi antibiyotiklere
direngli olmasidir. Dogal diren¢ mikroorganizmalarin tiir 6zelligi olarak antibiyotigin
hedefledigi yapiya sahip olmayislar1 veya ilacin yapisal bir 6zellikten dolay1 hedefe
ulagamamasindan kaynaklanir [25].

B. Kazamilmis direng¢: Bakterinin genetik 6zelliklerindeki de§isimlere bagh
olarak kromozom, transpozon veya plazmid DNA’sindaki mutasyonlar sonucunda veya
diren¢g genlerinin tranformasyon, transdiiksiyon veya konjugasyon yoluyla baska
bakterilerden alinmasi ile ortaya ¢ikan direnctir [25;26].

-Kromozoma Bagh Diren¢: Spontan mutasyonlar sonucunda bakteri hiicresinde
meydana gelen yapisal degisiklikler ile hiicrelerin ilaca gecirgenliginde degisme ve
hiicre i¢inde ilacin hedefledigi yapilarda degisiklikler olusabilir [25].

-Plazmidlere Bagh Diren¢: Kromozomdan bagimsiz olarak replike olabilen
plazmidler, klinikte gdzlenen direncin ¢ogundan sorumludur. Diren¢ plazmidleri (R
plazmid) farkli antibiyotiklere kars1 direng genleri tagirlar. R plazmidi iceren bakteriler
direng Ozelliklerini diger duyarli bakterilere aktarabilirler. Bu durumda duyarl
bakteriler de direncli hale gelir. Bu tip direngte daha cok antibiyotikleri inaktive eden
veya hiicre zar1 permeabilitesini degistiren enzimler rol oynamaktadir [25].

-Transpozonlara Bagh Diren¢: Sicrayict DNA dizileri olan transpozonlar,
plazmidlerden farkli olarak, kromozomdan bagimsiz replike olamazlar. Bu nedenle
kromozom veya plazmidin yapisinda yer alarak, bunlar arasimda yer
degistirebilmektedirler [25].

C. Ortam ve Kosullara Bagh Diren¢: Antibiyotiklerin in vitro ve in vivo
etkinliklerinin farklilik gostermesine neden olan direngtir. Antibiyotiklerin infeksiyon

bolgesine ulasamamasi, dokularin oksijenlenme farklar1 ve dokulardaki pH

14



degisiklikleri gibi nedenlerle in vitro olarak etkili bulunan antibiyotik in vivo kosullarda
etkili olmayabilir [26].

P.  aeruginosa  antistafilokokal  penisilinler, ampisilin, amoksisilin,
amoksisilin/klavulanat, ampisilin/sulbaktam, trimetoprim/sulfametoksazol, 1. ve 2.
kusak sefalosporinler, 3. kusak sefalosporinlerden sefotaksim ve seftriaksona dogal
olarak direnglidir [10].

P. aeruginosa genetik olarak bir¢ok antibiyotige dogal direngli olmasinin yani
sira klinikte hastalara uygulanan antibiyotik tedavisi swrasinda da cesitli direng
mekanizmalariyla antibiyotiklere direng gelistirebilmektedir. Kromozomal ve plazmid
kaynakli beta-laktamazlarin tretimi,  antibiyotik hedeflerinde degisiklik, porin
proteinlerindeki degisiklik sonucu dig membran gecirgenliginin azalmasi, efluks pompa

sistemi ile antibiyotigin disar1 atilmasi baslica diren¢ mekanizmalaridir [11].

2.3. Efluks Pompa Sistemi

Coklu ilaca direngliMDR) P. aeruginosa izolatlar1 i¢in efluks pompa sistemi
bakteri hiicresinde antimikrobiyal ilaglarin birikmesini ve aktivitesi i¢in yeterli
konsantrasyona ulagsmasini onleyen, yaygin bir diren¢ bigimidir. Efluks pompa sistemi
siklikla dis membran gecirgenliginde azalma ile birlikte calisarak beta laktam
antibiyotikler, florokinolonlar, tetrasiklinler, kloramfenikol, makrolidler,
trimetoprim/sulfametoksazol ve aminoglikozidlere direng olusumunu saglar [27;28].

P. aeruginosa dahil tiim Gram negatif bakterilerin hiicre duvar1 yapisinda dis
membran, periplazmik aralik ve sitoplazmik membran bulunur. P. aeruginosa’nin
efluks pompa sistemi yapisal ve fonksiyonel olarak birbirine bagimli 3 proteinden
olusmaktadir. Enerji bagimli pompa sitoplazmik membranda(drnegin; MexB), porin
proteini dig membranda(6rnegin; OprM) ve bu ikisi arasindaki periplazmik aralikta
ticlincii bir protein(6rnegin MexA) yer almaktadir[27].

Dort major efluks pompa sistemi(MexAB-OprM, MexXY-OprM, MexCD-OptJ,
MexEF-OprN) P. aeruginosa’nmn antibiyotik direncine Onemli oranda katkida
bulunmaktadir. MexAB-OprM sisteminde, MexA periplazmik baglayici proteini, MexB
sitoplazmik proteini ve OprM ise dis membran kanalini tanimlar. Bu tanimlar diger
efluks pompa sistemlerinde de ayni1 siralama ile gecerlidir. Bunlardan MexAB-OprM ve
MexXY-OprM pompalar1 intrinsik ¢oklu dirence katkida bulunmaktadir. MexXY-
OprM veya MexCD-OprJ pompalari ise kazanilmis direncle iliskili bulunmustur[27-30].
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Efluks pompa sistemi ¢ogul direng genine sahip fenotipler olusturur. MexAB-
OprM efluks pompa sistemi imipenem hari¢ tiim betalaktamlara ve kinolonlara direng
olusturmasi ile 6nemlidir. MexCD-OprJ efluks pompa sistemi 4. kusak sefalosporinlere
direng olusturur. MexEF-OprN aktif pompalama sistemi karbapenemlere dirence neden
olabilir [9;16;28-32]. P. aeruginosa’ da bulunan efluks pompa sistemleri Tablo 2’de

gosterilmistir.

2.4. D1s Membran Porin Defektleri

Dis membranin Gram negatif bakterilerde intrinsik(dogal) dirence katkisi
biiyliktiir. Dar porin proteinleri nedeniyle etkili bir bariyer olusturarak, hidrofilik
maddelerin ve dusiik akiskanliktaki lipopolisakkaridlerin permeabilitesini ve lipofilik
maddelerin hiicre i¢ine difiizyonunu kisitlar. Bununla birlikte P. aeruginosa gibi son
derece diisiik permeabilite gosteren bakterilerde dahi pek ¢ok antibiyotigin periplazmik
konsantrasyonu, dis konsantrasyonun % 50’sine kadar ulasabilmektedir. Bu nedenle dis
membran bariyeri genis intrinsik direnci tek basma agiklayamaz, beta-laktamazlarin
iiretimi ve efluks pompa sistemi ile kombine bir intrinsik direng¢ s6z konusudur [16;30-

34]

Tablo 2. P. aeruginosa’ da bulunan efluks pompa sistemleri[33]

Sistem Diizenleyici gen = Mutasyon geni Substratlar

MexAB-OprM mexR nalB ve nalC Imipenem haric beta laktam antibiyotikler ,
kloramfenikol, eritromisin, florokinolonlar, tetrasiklin,
trimethoprim, sulfonamid, novobiosin, akriflavin,
etidyum bromid, sodyum dodesil siilfat, aromatik
hidrokarbonlar, triklosan, irgasan, homoserin lakton.

MexCD-Opr]J nfxB nfxB Imipenem harig beta laktam antibiyotikler ,
kloramfenikol, eritromisin, florokinolonlar, tetrasiklin,

trimethoprim, sulfonamid, novobiosin, akriflavin,
sodyum dodesil siilfat, aromatik hidrokarbonlar,
triklosan.

MexEF-OprN mexT nfxC

Kloramfenikol, florokinolonlar, trimethoprim, aromatik
hidrokarbonlar, triklosan.

MexXY-OprM mexZ

Aminoglikozidler, karbenisilin, seftazidim ve
imipenem harig beta laktamlar, kloramfenikol,
eritromisin, florokinolonlar, tetrasiklin, novobiosin
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P. aeruginosa dis membranindaki asil porin proteini OprF’dir. Diger yardime1
porin proteinleri OprB, OprC, OprD, OprE seklindedir. P. aeruginosa infeksiyonlarmnin
antimikrobiyal ilaclarla tedavisinde OprD porin proteini(eski literatiirlerde OprD?2)
kayb1 sonucu karbapenem direnci gelismekte olup, imipeneme direng gelisirken
meropeneme ise duyarlilikta azalma goriilmektedir. Bu durum meropenemin farkli
kanallardan dis membranm1 gegebildigini gostermektedir. Ayrica OprD porin proteini
kaybina bagli olarak karbapenem direnci gelisimi sadece kromozomal AmpC tipi beta-
laktamaz iireten suslarda goriilmekte olup, bu iki direng mekanizmasi arasinda yakin

iligki oldugunu diisiindiirmektedir [16;30-34].

2.5. Aminoglikozid Direnci

Pseudomonaslarda aminoglikozid direnci ile ilgili ¢esitli direng mekanizmalari
saptanmistir. En Onemli mekanizma bakteriyel aminoglikozid fosforiltransferaz,
aminoglikozid asetiltransferaz, aminoglikozid adeniltransferaz  enzimleri ile
aminoglikozidlerin modifikasyonudur. D1 membran permeabilitesindeki degisiklikler
ve aktif efluks pompa sistemi diger onemli aminoglikozid direng¢ mekanizmalaridir.
Daha nadir olarak ribozomal hedeflerdeki degisiklikler(16S rRNA’nin metilasyonu) ve
kromozomal kaynakli aphA gen mutasyonlar1 da aminoglikozid direncine neden

olmaktadir [9;29;33].

2.6. Florokinolon Direnci

P. aeruginosa’da florokinolon direncine iki major mekanizma yol acar: Ilk
mekanizma enzimler iizerindeki yapisal degisikliklerdir. DNA giraz(Topoizomeraz I1)
enzimindeki aktif bolgeyi kodlayan gyrA/gyrB genlerinde olusan nokta mutasyonlar
sonucunda enzimin A ve B subiinitlerinin aminoasit dizilimleri degiserek, enzimin
kinolonlara olan affinitesi azalir. Florokinolonlarin diger hedefi olan topoizomeraz IV
enzimini kodlayan parE ve parC genlerindeki nokta mutasyonlar da dirence yol
agmaktadir. Ikinci 6nemli mekanizma aktif efluks pompa sistemi ile gelisen direnctir.
Bu mekanizma ile bakteri florokinolonlarin yani sira tetrasiklinler, kloramfenikol ve

eritromisine de direng gosterir [35-37].
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2.7. Beta-Laktamaz Enzimlerine Bagh Diren¢

Gram negatif bakterilerde Penisiloil-serin transferaz(genellikle beta-laktamaz
olarak adlandirilir) enzimleri periplazmik aralikta bulunur. Sentezlenmeleri kromozom
veya plazmid kontroliindedir. Beta-laktamaz enzimleri beta laktam halkasindaki amid
bagin1 pargalar, sonugta ortaya cikan Uriin antibakteriyel aktivitesini kaybeder. P.
aeruginosa’da beta laktam antibiyotiklere diren¢ i¢in en Onemli kazanilmig direng
mekanizmasi beta-laktamaz tiretimidir [14;38;39].

Beta-laktamazlari smiflandirilmas1 1970 yilinda Jack ve Richmond tarafindan
ilk kez glindeme getirilmis olup, 1973’te Richmond ve Sykes tarafindan ilk smiflama
yapilmistir. Bush tarafindan 1989 yilinda, smiflandirmadaki eksiklikler giderilmis ve
1995°te giincellenmistir. Revize edilmis Bush siiflamasi substrat 6zgiilliiglinii ve beta-
laktamaz inhibitorlerine duyarlilig1 esas alan fenotipik bir smiflandirmadir. Bu fenotipik
siniflandirmanin en biliyilkk dezavantaji substrat 0Ozgilliigiinlin ve beta-laktamaz
inhibitorlerine duyarliligin nokta mutasyonlar nedeniyle biiyiik oranda degisebilmesidir
[40-44].

Ambler tarafindan 1980 yilinda yapilan beta-laktamaz enzimlerinin molekiiler
smiflandirmasi ise mutasyonlardan etkilenmemektedir. Sekans esasli bu smiflandirma
A’dan D’ye dort smifi iceren kolay anlasilir bir smiflandirmadir. Molekiiler
smiflandirmada A, C ve D sinift enzimlerin aktif bdlgelerinde serin bulunurken, B smif1
enzimler aktiviteleri i¢in ¢inko iyonlarmma gereksinim duyarlar. P. aeruginosa’ da bu
dort smif beta-laktamazlarin ¢ogu bulunmaktadir [14;33;43-45]. Beta-laktamazlarin

simiflandirilmasi Tablo 3’te gosterilmistir.

2.7.1. Kromozomal Kokenli Beta-Laktamazlar

2.7.1.1. AmpC Tipi Indiiklenebilir Beta-Laktamaz Enzimleri(iBL)

Dogal olarak kromozomda ampC geninde kodlanmis olan bu grup enzimler
Enterobacter, Citrobacter, Serratia, Morganella, Yersinia ve Hafnia gibi
Enterobacteriaceae liyelerinin yani sira; Pseudomonaslarda da bulunmaktadir. Bu grup

enzimler  beta-laktamaz  inhibitorleri  ile inhibe  olmazlar,  genellikle

oksiminosefalosporinlere(sefotaksim ve seftriakson) ve sefamisinlere direnglidirler.
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Ambler smiflandirmasinda sinif C’de ve fonksiyonel siniflandirmada grup 1°de yer

alirlar.

Tablo 3. Beta- laktamazlarin sumiflandiriimasif46]

Fonksiyonel ..
mekanizma Ambler (simnif) Bush (grup) Ornekler Substratlar
Genis spektrumlu beta- Benzilpenisilin,
Serin beta- Sinif A (2a,2b,2¢) laktamazlar: TEM-1, aminopenisilinler,
laktamazlar penisilinazlar TEM-2,SHV-1 karboksipenisilinler, dar
spektrumlu sefalosporinler
(sefazolin, sefuroksim)

(2be) Genislemis spektrumlu beta-  Genis spektrumlu beta-
laktamazlar(GSBL): TEM laktamazlarin substratlarma
ailesi ve SHV ailesi ilaveten kloksasilin, metisilin ve

oksasilin
Digerleri: BES-1,GES/IBC TEM ve SHV ailesi ile ayni
ailesi, PER-1, PER-2, SFO-1,
TLA-1, VEB-1/2

(2br) TEM ailesi TEM ve SHV ailesi ile ayn1 ve
(TEM-30, TEM-31) inhibitorlere direngli

(2e) CTX ailesi Genis spektrumlu beta-

laktamazlar ile ayni, bazi
enzimler igin sefepim

(29) Karbapenemazlar(KPC-1, Genis spektrumlu beta-
KPC-2, KPC-3 ve GES-1, laktamazlarmn substratlarina
GES-2) ilaveten karbapenemler,

sefamisinler
Metallo-beta- Sinif B metallo- Karbapenemazlar: IMP
laktamazlar beta- (3a, 3b, 3¢) ailesi, VIM ailesi, SPM-1, Karbapenemaz sinif A ile aym
laktamaz(Cinko) SPM-2, GIM-1 ve L-1, CcrA
AmpC tip: AAC-1, ACT-1,
. CFE-1, CMY ailesi, DHA-1 Genis spektrumlu beta-
- f ’ ] ’
lsa ?(rtl:r:ae;?ar SI:I IC . 1) DHA-2, FOX ailesi, LAT laktamazlarmn substratlarina
setalosporinaz ailesi, MIR-1, MOX-1 ve ilaveten sefamisinler
MOX-2
Genis spektrumlu beta-
(2d) o - laktamazlarmn substratlarina
. Sinif D kloksasilin OXA ailesinin gogu ilaveten kloksasilin, metisilin,
Serin beta- S L .
hidrolize edici oksasilin.
laktamazlar imler(OXA
enzimler(OXA) Diger OXA: OXA-23, IMP ailesi, VIM ailesi, SPM-1,
OXA-27, 0XA-40, OXA-48 SPM-2 ve GIM-1 ile ayn1
Herhangi bir molekiiler veya
Bilinmiyor ) AVS-1 fonksiyonel gruba uymayan,

sekanslanamamis ya da ozellikleri
tanimlanamamis enzimler

Kromozomal AmpC tipi beta-laktamazlarin iiretiminden sorumlu birka¢ gen

vardir. Bunlardan ampR pozitif transkripsiyonel diizenleyici gen (aktivator-baskilayici)

olup esas indiiksiyondan sorumludur. AmpG geni ise indiiksiyonla ilgili sinyal

iiretiminde gdrev alan bir transmembran proteinini kodlar. Ugiincii gen ampD,

indiiksiyonu baskilayict 6zellikte bir proteini kodlar. Dordiincii gen ampE, indiiksiyon
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icin gerekli bir sitoplazmik membran proteinini kodlar. AmpC tipi beta-laktamazlar
normalde diisiik miktarda ekspresse edilirken, bazi beta laktam antibiyotikler
ile(6zellikle imipenem) karsilastiklarinda tiretimleri 100 ile 1000 kat artar. Bu sayede
yiiksek diizeyde beta-laktamaz {liretebilen dereprese mutantlar seleksiyona ugrar. P.
aeruginosa dogal olarak seftazidime, aztreonama, karboksipenisilinlere duyarl iken en
stk bu mekanizma ile 3. kusak sefalosporinlerin tiimiine direng¢ kazanabilir. Genis
spektrumlu sefalosporinlerin veya aztreonamim IBL sentezledigi bilinen bakteriler ile
gelisen infeksiyonlarda monoterapide kullanilmas1 dereprese mutantlarin seleksiyonuna
yol agmaktadir. IBL iiretimi laboratuvar tarafindan belirtilmemis olsa bile, P.
aeruginosa 1izolatlarinin bu Ozellikte oldugu dikkate alinmalidir. P. aeruginosa
infeksiyonlarmin  tedavisi  swrasinda, kullanilan antimikrobiyal 1ilaca direng
gelisebileceginden bu suglarin  antibiyogramlarmin  3-4 giinlilk tedaviden sonra
tekrarlanmasi onerilmektedir [33;47-50].

Karbapenemler IBL sentezleyebilen P. aeruginosa suslarinda indiikleyici etki
yaparlar, fakat dereprese mutantlara bakterisidal etkili olduklar1 i¢in seleksiyona yol
agmazlar [47-50].

Kromozomal AmpC beta-laktamaz genlerinin plazmidlere aktarilmast ile
plazmid kékenli AmpC tipi enzimler de ortaya ¢ikmistir. Bu tip enzimler indiiklenebilir
ozelliklerinin olmayist ile kromozomal kokenli olanlardan ayrilirlar. Plazmid kdkenli
AmpC tipi enzimlerin bir kismi kromozomal olanlarla ¢akismakta ise de ¢ogunlugu
farklidir. Baslica plazmid kokenli AmpC tipi enzimler; BIL-1, CMY-1, CMY-2, CMY-
3, FOX-1, LAT-1, MIR-1 ve MOX-1 olup, bu enzimler Enterobacteriaceae iiyeleri
arasinda yaygindir. Enterobacteriaceae’dan farkli olarak P. aeruginosa izolatlarinda
plazmidle iliskili sefalosporinazlar bulunamamistir. Ancak plazmidlerce kodlanmis bazi
sefalosporinaz enzimlerinin Pseudomonal AmpC tipi beta-laktamazlarla yapisal
benzerligi dikkat ¢ekicidir[14;33]. Kromozomal beta-laktamaz enzimlerinin ¢ogunlugu
molekiiler sinif C’de yer alir fakat sinif A ve smif B i¢inde de bulunabilirler. Farkli
substratlara olan etkilerine gére Bush siniflandirmasinda grup 2b, 2be, 2e ve grup 3

icerisinde yer alirlar [44;50].

2.7.2. Plazmid Kokenli Beta-Laktamazlar

Plazmid kokenli beta-laktamazlar Ambler molekiiler smiflandirmasinin dort

sinifinda da yer almaktadir. En yaygin olanlar1 TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 enzimleridir.
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Molekiiler smif A ve fonksiyonel grup 2b icinde yer alirlar. Klavulanik asit ile inhibe
olan bu enzimlerden baska, nokta mutasyonlar sonucu olusan ve TEM ile SHV
enzimlerinden kdken alan genislemis spektrumlu beta-laktamazlar(GSBL)’lar da vardir

[44:50;51].

2.7.3. Smif A Karbenisilin Hidrolize Eden Beta-Laktamazlar

P. aeruginosa’da karbenisilini hidrolize eden dort ¢esit Pseudomonas spesifik
enzim tipi tanimlanmistir. Bunlar: PSE-1 (CARB-2), PSE-4 (CARB-1), CARB-3 ve
CARB-4. Karboksipenisilinler, iireidopenisilinler ve sefsulodin bu enzimlerin
etkiledikleri substratlardir. Molekiiler sinif A ve fonksiyonel grup 2c’de yer alirlar.
PSE-1, PSE-4 ve CARB-3 birbirleriyle yakin iligkili(sadece 1 ya da 2 aminoasit fakli)
enzimlerdir. Ancak bu ii¢ enzim CARB-4 ile sadece % 86,3 oraninda DNA homolojisi
gosterirler. Karbenisilinaz {ireten suslarin  sefepim, sefpirom ve aztreonama

duyarlhliklar1 degisken olup; seftazidim ve karbapenemlere % 100 duyarhdirlar [33;44].

2.7.4. Smif A Genislemis Spektrumlu Beta-Laktamazlar(GSBL)

Molekiiler simif A ve fonksiyonel grup 2b’de yer alan GSBL enzimleri PSE
enzimlerinden farkli olarak, sadece karboksipenisilinlere ve lireidopenisilinlere degil;
ayni zamanda genis spektrumlu sefalosporinlere(seftazidim, sefepim, sefpirom) ve
aztreonama da direng gelisimine yol acarlar. Karbapenemlere affiniteleri diisiiktiir.
Klavulanik asit ve tazobaktam ile aktiviteleri inhibe edilebilir [43;47;52].

Klinik P. aeruginosa izolatlarinda GSBL’lar, 1990 yilindan sonra saptanmaya
baslamustir. Enterobacteriaceae ailesinde iyi tanimlanmis olan TEM ve SHV tipi
enzimlerin disinda, P. aeruginosa’da baska enzimler de tanimlanmistir:
PER(cogunlukla Tiirkiye’den), VEB(Giineydogu Asya, Fransa ve Bulgaristan),
GES/IBC(Fransa, Yunanistan ve Gliney Asya) ve BEL enzimleri(bkz. Tablo 3). Bu
enzimlerin hidrolize edici etkileri birbirlerine benzer olsa da, genetik diizeydeki
benzerlikleri diisiiktiir [33]. P. aeruginosa’nin iirettigi GSBL enzimleri Tablo 4’te
gosterilmistir.

TEM ve SHV tipi GSBL enzimlerine ait genler muhtemelen gen transferi
yoluyla Enterobacteriaceae ailesine iiye bakterilerden, P. aeruginosa’ya aktarilmistir.

P. aeruginosa igin tam olarak tanimlanmis ilk GSBL enzimi olan PER-1 Fransa’da
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1991 wyilinda bir Tirk hastanin idrar izolatinda kromozoma kodlanmis olarak
bulunmustur. Daha sonra plazmide kodlanmis PER-1 enzimleri bildirilmis olup, bugiin
icin Tiirkiye’deki nozokomiyal P. aeruginosa suslari arasinda ¢ok yaygindir. Ayrica
Belgika, Polonya ve talya’da da bu enzimi iireten suslar bulunmustur. PER-1 klasik
GSBL’ler ile ayn1 substrat profilini sergilemekle birlikte, beta-laktamaz inhibitorleri ve

imipenem ile bir dereceye kadar inhibe edilebilmektedir [33;47;52;53].

Tablo 4. P. aeruginosa’nin iirettigi GSBL enzimleri[33]

Enzim Gen lokalizasyonu ilk izolasyon Diger izolasyonlar1
SHV-2a C,P 1995 Fransa Tayland, Polonya
SHV-5 P 1994-1996 Tayland Yunanistan
SHV-12 C 1994-1996 Tayland Yunanistan
TEM-4 P,C 1996 Fransa
TEM-21 C 1997 Fransa
TEM-24 P 1998 Fransa
TEM-42 P 1992 Fransa
TEM-116 Bilinmiyor 2004-2006 Fransa
VEB-1 C,P 1 1998 Fransa Tgyland, Hipdistan,
Cin, Bulgaristan

VEB-1a C, 1 1999 Kiiveyt Hindistan
VEB-1b C 1 1999 Kiiveyt
VEB-2 C 1 1999 Tayland .

C 1991 Fransa Tirkiye, Italya,
PER-1 Belgika, Polonya
GES-1 P, 1 1999 Fransa Brezilya
GES-2 P, 1 2000 Giiney Afrika
GES-5 P, 1 2004 Fransa Giiney Afrika
GES-9 P, 1 2004 Fransa
GES-8(IBC-2) C, 1 1999 Yunanistan
BEL-1 C, 1 2004 Belgika

C:Kromozomal, I:integron Kaynakli, P:Plazmid kaynakli

Diger bir molekiiler sinif A GSBL enzimi ise VEB enzimi olup, bu gruptan
VEB-1 ilk olarak 1998’de Fransa’da izole edilmistir. VEB enzimlerinin substrat
profilleri de tipki PER enzimleri gibidir [52].

20. yy biterken yeni bir enzim olan GES(Guiana extended spectrum) Fransiz
Guiana’sinda tanimlanmis ve izole edildigi bolgeye gore adlandirilmistir. GES-1 ve
GES-2 enzimleri sirasiyla Fransa, Brezilya ve Giiney Afrika’da bulunmustur. GES-1
enzimi olagandis1 olarak diisiik katalitik aktiviteye sahiptir ve pek ¢ok substrata
affinitesi diisiiktiir. Yine olagandis1 olarak inhibisyon profiline klavulanik asit ve
imipenem dahildir. Cogu smif A GSBL’den farkli olarak GES-1 ikinci kusak
sefalosporin olan sefoksitine gii¢lii affinite gosterir. 2000 yilinda kesfedilen GES-2 ise
GES-1°den 100 kat daha fazla karbapenemaz aktivitesine sahiptir, fakat bu aktivite bile
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molekiiler sinif B’de yer alan metallo enzimlerin karbapenemaz aktivitesine gore ¢ok
daha distiktiir. GES enzimlerinin yeni varyantlari1 olan GES-5, GES-8 ve GES-9’un
aktiviteleri klavulanik asit, tazobaktam ve imipenemle baskilanabilmektedir [33;52].

BEL-1 enzimi yakin zamanlarda Bel¢ika’da bulunmus yeni bir Ambler simif A
GSBL enzimidir. Genis spektrumlu sefalosporinleri ve aztreonami hidrolize edebilen bu
enzimin aktivitesi tazobaktam, klavulanik asit, sefoksitin, moksolaktam ve imipenemle
baskilanabilmektedir [33].

Smif A GSBL’leri kodlayan genlerin yayilmasi, antibiyotik direncinin
yayllmasinda Onemli rol oynayarak; hayat1 tehdit edebilen P. aeruginosa
infeksiyonlarinin tedavisindeki antibiyotik seceneklerini kisitlamaktadir. Bu yayilmada
plazmidler ve integronlar 6nemli rol oynamaktadir. P. aeruginosa’daki TEM ve SHV
enzimlerini kodlayan genlerin ¢ogunun plazmid lokalizasyonlar1 gdsterilmistir. GSBL
enzimlerini kodlayan genlerin es zamanh olarak hem kromozomda hem de plazmidlerde
saptanmis olmasi, transpozonlarin bu gen mobilizasyonundaki 6nemini gostermektedir

[33;52] .

2.7.5. Smif D Beta-Laktamazlar(Oksasilinazlar)

OXA tip enzimler molekiiler simif D ve fonksiyonel smif 2b’de yer alirlar.
Klasik OXA enzimleri (OXA-1, OXA-2, OXA-10) karboksipenisilinlere ve
iireidopenisilinlere dirence neden olurken, seftazidime direng olusturmazlar. Seftazidimi
hidrolize eden genislemis spektrumlu oksasilinazlar klinik yonden biiylik Oneme
sahiptir. Etki spektrumlar1 sefotaksim, sefepim, sefpirom, aztreonam ve moksolaktami
da kapsar. OXA-18 hari¢ digerlerinin aktiviteleri beta-laktamaz inhibitorleri ile
baskilanmaz. Bu durum rutin laboratuar uygulamalarinda identifikasyonlarmi zorlastirir.
Smif D genislemis spektrumlu oksasilinazlarin ¢ogu Tiirkiye’deki klinik izolatlarda
bulunmustur. Bunlardan OXA-11, 14, 15, 16 enzimleri seftazidime dirence yol acar.
OXA-31 ise sefepim direncine neden olur, fakat seftazidime etkisizdir [43;50;54;55].

2003 yilinda ABD’de, MDR bir P. aeruginosa klinik izolatinda yeni bir D sinifi
GSBL olarak OXA-45 enzimi bulunmustur. Bu enzimin substrat profili OXA-18 ile
benzer olup, aktivitesi klavulanik asitle baskilanabilmektedir [56].

Geniglemis spektrumlu oksasilinazlarin ¢ogu plazmid veya integronlardaki
genlerde kodlanmistir. Bu durum direncin kolayca yayilmasina ve bu enzimleri

iiretebilen izolatlarinin prevalansinin artmasina neden olmaktadir [33;47].
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2.7.6. Karbapenemazlar

Kromozomal kaynakli veya kazanilmis enzimler olan karbapenemazlar; Ambler
molekiiler smiflandirmasinda A, B ve D smiflarinda yer alirlar. Molekiiler smif A
karbapenemaz(KPC-1, KPC-2, KPC-3 ve GES-1, GES-2) enzimleri aktif bolgelerinde
serin igerirler ve aktiviteleri klavulanik asit ile baskilanir. Molekiiler smif B
karbapenemazlarin(IMP ailesi, VIM ailesi, SPM-1, SPM-2, GIM-1 ve L-1, CcrA) aktif
bolgesi iki degerlikli ¢inko iyonu igerir ve metallo-beta-laktamaz(MBL) olarak
adlandirilir. MBL’lar klasik beta-laktamaz inhibitorlerine direncli olup iki degerlikli
metal selatorlere duyarhidirlar. Molekiiler smif D karbapenemazlar(OXA-23, OXA-27,
OXA-40, OXA-48) aktif bolgelerinde smif A’da oldugu gibi serin igerirler, ancak beta-
laktamaz inhibitorlerine duyarlhiliklar1 daha diistiktiir. Karbapenemlerin tedavide yogun
olarak kullanilmasina paralel olarak son yillarda karbapenemaz enzimi bildirimleri

artmaktadir [43;47;57-59].

2.7.6.1. Simif B Metallo-Beta-Laktamazlar

Klinik yonden en Onemli karbapenemazlardir. Karbapenemaz iiretimi
karbapenemlerin yani sira tiim beta laktam antibiyotiklere direnci de icermektedir.
Sadece monobaktamlar MBL’larin hidrolitik 6zelliklerinden etkilenmezler. Molekiiler
sinif B MBL enzimleri fonksiyonel sinif 3a, 3b, 3¢’de yer alir. IMP, VIM, SPM ve GIM
tipi MBL’lar P. aeruginosa’da tanimlanmustir. Ilk MBL enzimi 1960 yilinda Bacillus
cereus’ta bulunmus, daha sonra enzim Stenotrophomonas maltophilia’da da
gosterilmistir. IMP-1(Imipenemase) enzimi Japonya’da 1992-1994 yillar1 arasinda,
karbapenem direngli klinik P. aeruginosa izolatlarinda gosterilmistir. Onceleri sadece
kromozomal olarak kodlandigi diisiiniilen bu enzimin blalMP-1 geninin plazmid ve
integrona yerlesik oldugu saptanmis ve direncin aktarilabilir olmasi nedeniyle kaygilara
yol agmistir. 2000-2001 yillar1 arasinda diger IMP varyantlar1 diinya genelinde ¢esitli
Gram negatif bakterilerde tanimlanmistir. blalMP-7 Kanada’da(2002 yilinda) ve
Singapur’da(2004 yilinda), blaIMP-9 Cin’de(2006 yilinda), blaIMP-13 italya’da(2005
yilinda) klinik P. aeruginosa izolatlarinda bulunmustur. Brezilya’da 2004 yilinda bir P.
aeruginosa susunda bulunan IMP-16 MBL enzimini kodlayan gen kromozomda class 1

integronda kodlanmis olup, bu integronda ayni zamanda aminoglikozid modifiye edici
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enzimleri kodlayan genlerin de yer aldigi gosterilmistir. IMP-18 MBL enzimi ise
ABD’de 2006 yilinda izole edilen bir P. aeruginosa susunda bulunmustur. [60-66].

IMP tipi MBL iireten bakteriler 6nemli bir tehlike olarak goriilmektedir. IMP-1
enzimini kodlayan blaIMP-1 geni pozitif olan P. aeruginosa suslariyla yapilan bir
calismadaki infeksiyona bagl 6lim orani, blaIMP-1 negatif izolatlarin infeksiyonlarma
gore anlamli derecede daha yiiksek olarak bulunmustur [67].

Ik olarak Italya’da 1997 yilinda nozokomiyal P. aeruginosa izolatinda
bulunmus olan VIM-1(Veronese imipenemase) MBL enzimi kazanilmis MBL olan
VIM ailesinin ilk temsilcisidir. Daha sonra ayni enzim Italya ve Fransa’da 2004-2005
yillarinda P. aeruginosa izolatlarinda saptanmistir. Tipk1 blaIMP geni gibi blaVIM-1
geni de class 1 integrondaki gen kasetinde aminoglikozid direncini kodlayan genlerle
birlikte yer almaktadir. VIM-1 enziminin IMP ailesi ile % 30’dan daha az aminoasit
0zdesligi olmasina karsin, genislemis spektrumlu hidrolitik etkisi aynidir. Farkli
metallo-beta-laktamaz enzimlerinin etki spektrumlarinin ayni denecek derecede benzer
olmas1 ortak offa katlant1 yapisina sahip olmalar1 ve aktif bolge yapilarinin
siiperimpoze olmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica aminoasit yapilarinin ¢ok benzer
oldugu durumlarda bile enzimin substrata olan 1lgisi(Km degeri) degisebilmekte ve etki
spektrumlarinda farkliliklara yol agabilmektedir. Bunun en tipik 6rnegi VIM-1 ve VIM-
2 enzimleridir [68-72] .

P. aeruginosa’da VIM-2 su an diinyada en yaygmn olan MBL enzimidir. Bu
yayginlik blaVIM-2 geninin lokalizasyonu ile iliskili olup, b/aVIM-2 allelinin mobil
gen kasetleri ile tasind1g1 gdsterilmistir. Integrona yerlesmis olan direng genleri yayilim
potansiyeline sahiptir ve cesitli class 1 integronlar transpozonlarin yapisinda
bulunmustur. Bu durum integronlara yer degistirme olanag1 saglayarak, cesitli bakteri
tiirleri arasinda VIM-2 enziminin yayilmasi riskini giindeme getirmektedir [33].

VIM-3 metalloenzimi Tayvan’da 2001 yilinda ilk kez izole edilmis olup,
blaVIM-3 kromozomal bir gendir. Bundan sonrada P. aeruginosa izolatlarinda VIM tipi
MBL enzimleri(VIM-4, VIM-5, VIM-7, VIM-§, VIM-11, VIM-13, VIM-16)
bulunmustur [33]. Bu enzimlerin yayilim yerleri ve 6zellikleri Tablo 5’te verilmistir.

2002 yilinda Brezilya’da plazmide yerlesik b/aSPM-1 geni bulunmus olup, bu
geni tasiyan izolatin kolistin disinda Gram negatif bakterilere etkili tiim antibiyotiklere
direngli oldugu gosterilmistir. SPM-1(Sao Paulo MBL) enzimi IMP ve VIM ailesinden

anlamli oranda yapisal farklilik gdstermektedir(IMP-1 ile sadece % 35’lik aminoasit
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homolojisi) ve blaSPM-1 geni transpozon veya integronlar i¢inde yer almayip sadece

plazmidde bulunmaktadir [73].

Tablo 5. P. aeruginosa’da bulunan MBL enzimleri[33]

Enzim Cografik yaythm Kodlayic1 gen yerlesimi

IMP tipi enzimler Plazmid veya
kromozomlardaki integronlar

IMP-1 Japonya
IMP-7 Singapur
IMP-9 Kanada, Singapur
IMP-13 Cin
IMP-16 italya
IMP-18 Brezilya, ABD
VIM tipi enzimler Plazmid veya
kromozomlardaki integronlar
VIM-1 italya, Fransa, Yunanistan
VIM-2 Fransa, Italya,Yunanistan , Ispanya,

Almanya, Portekiz, Polonya, Rusya,

irlanda, Tiirkiye, Venezuella, Kore,

Japonya, Cin, Suudi Arabistan, Hindistan, ABD,
Kolombiya, Kanada

VIM-3 Taylan

VIM-4 Yunanistan, Macaristan, Polonya, Isveg

VIM-5 Tiirkiye

VIM-7 ABD

VIM-8 Kolombiya

VIM-11 Arjantin, Italya

VIM-13 Ispanya

VIM-15 Bulgaristan

VIM-16 Almanya
SPM-1 Brezilya Plazmid
GIM-1 Almanya Plazmid ve integron

Yine 2002 yilinda diger bir MBL enzimi alt smifi olan GIM-1(German
imipenemase) enzimi Almanya’da bulunmustur. GIM-1 diger ii¢ alt smiftan farkl
yapisal Ozelliktedir(% 28-43 aminoasit homolojisi). Plazmide veya class 1 integrona
yerlesebilen bu enzim aztreonami ve serin beta-laktamaz inhibitorlerini hidrolize

edemez [74].

Genis spektrumlu sefalosporinlerin veya karbapenemlerin yaygin kullanimi
MBL enzimini kodlayan genlerin yayilmasmi kolaylastrmaktadir. MBL enzimini
kodlayan gen kasetlerinin bulundugu class 1 integronlarda genellikle aminoglikozid
direncini kodlayan aacA4 geni de bulunmaktadir. Boylece beta laktam antibiyotiklerin

yan1 swra aminoglikozid grubu antibiyotiklere de diren¢ gelisebilmektedir.
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Aminoglikozid ve beta laktam antibiyotikler i¢in diren¢ genlerini tagiyan gen kasetleri
bir integrondan digerine gegebilir ancak, bir mikroorganizmadan digerine kendi
baslarina hareket edemezler. Plazmidler ve transpozonlar gibi genetik elemanlarin

yardimina ihtiya¢ duyarlar [75-78].

2.8. indiiklenebilir Beta-laktamaz Enzimi Tan1 Yontemleri

2.8.1. Disk Indiiksiyon Yontemi

0,5 McFarland bulanikliginda hazirlanan bakteri siispansiyonu Mueller-Hinton
agar besiyeri ylizeyine yayildiktan sonra sefoksitin veya imipenem gibi gii¢lii bir beta-
laktamaz indiikleyicisinin ¢evresine(diskler aras1 mesafe 20 mm olacak sekilde) zayif
indiikleyiciler olarak aztreonam veya 3. kusak sefalosporin diskleri yerlestirilir. Plaklar
37 °C’de bir gece inkiibe edildikten sonra zayif indiikleyici disk zon ¢aplarmin giiclii
indiikleyiciye bakan kisimlarinda belirgin zon ¢ap1 daralmasinin goriilmesi(zon ¢apinin

bu kisimda > 4 mm daralmis olmasi) IBL enzimi {iretimini gdsterir [79-83].

2.8.2. Indiikleyici Ajanin Besiyerine Eklenmesi

Hazirlanan bakteri stispansiyonu(0,5 McFarland bulanikliginda) Mueller-Hinton
agar besiyeri yiizeyine yayildiktan sonra, aztreonam veya diger zayif indiikleyici 3.
kusak sefalosporin diskleri standart miktarda imipenem igeren ve igermeyen
besiyerlerine yerlestirilir. Plaklar 37 °C’de bir gece inkiibe edildikten sonra imipenem
iceren besiyerindeki inhibisyon zon c¢api, imipenem igermeyen besiyerindeki zon

capindan < 3 mm ise IBL enzimi iiretimi pozitif olarak degerlendirilir [79-83].

2.9. Metallo-Beta-Laktamaz Enzimi Tam1 Yontemleri

P. aeruginosa’da MBL saptanmasi i¢in heniiz Clinical and Laboratory Standards
Institute(CLSI)’nin  Onerdigi standart bir tarama testi bulunmamaktadir. Klinik
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda MBL enzimi tasiyan bakterilerin tanimlanmasinda
cesitli fenotipik yontemler kullanilmaktadir. MBL iiretimini saptayabilmek i¢in
modifiye Hodge testi ve MBL aktivitesinin etilendiaminotetraasetik asit(EDTA) veya 2-

merkaptopropionik asit(MPA) gibi metal selatdr ajanlarla bloke edilmesi esasina
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dayanan tarama testleri bu konuda yapilmis pek ¢cok caligmada yer almaktadir. Modifiye
Hodge testi, imipenem/EDTA kombine disk testi, imipenem-EDTA c¢ift disk sinerji testi
MBL saptanmasinda kullanilan basit tarama testleridir. Bu testlerden baska sonuglari
PZR(Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile dogrulanmis olan E test tarama yontemleri de
vardir. PZR yontemi baslangicta MBL iireten izolatlar1 belirlemede kullaniglt bir
yontem iken, bugiin sayilar1 artmis olan MBL tiplerini PZR ile saptamak efektif
olmamaktadir [69;84-90].

2.9.1. Modifiye Hodge testi

Imipeneme duyarli bir bakterinin MBL iireten bir bakteri ile bir arada
bulundugunda imipeneme ragmen iireyebilmesi esasma dayanmaktadwr. Bu test
penisilinaz {ireten N.gonorrhoeae tespitinde kullanilan Hodge testinin MBL {iretimini
gostermek i¢in S.aereus (ATCC 25923 ) yerine E.coli (ATCC 25922), penisilin diski
yerine ise imipenem diski kullanilmasi ile modifiye edilmistir. Yontemi gelistiren Lee
ve ark. yaptiklari caliymalarda imipenem diskine veya Mueller-Hinton agar besiyerine
sirasiyla; 140 pg/ml ve 70 pg/ml c¢inko siilfat eklenerek testin duyarliliginin
artirilabilecegini saptamislardir [86;91;92].

2.9.2. Cift disk sinerji testleri

MBL enzimlerini saptamak i¢in gelistirilmis fenotipik yontemlerden birisi de
sinerji testleridir. Bu amacla yapilmis calismalarda imipenem 10 pg(IMP) veya
seftazidim 30 pg(CAZ) disklerinin EDTA, MPA, sodyummerkaptoasetik asit(SMA)
diskleri ile olusturdugu sinerjiler MBL iiretimi pozitif olarak bildirilmistir. Imipenem-
EDTA, Imipenem-MPA, seftazidim-MPA, seftazidim-SMA, Imipenem-EDTA-SMA
cift disk sinerji testleri MBL enzimlerini saptamak i¢in kullanilmaktadir [86;88;89;92].

2.9.2.1. imipenem-EDTA Cift Disk Sinerji Testi
Bu testte ama¢ imipenem inhibisyon zonunun EDTA varliginda genisleyip

genislemedigini tespit ederek MBL pozitif izolatlar1 saptamaktir. Imipeneme duyarli

olmayan (direnc¢li veya orta derecede duyarl) blaIMP-1 ve blaVIM-2 pozitif oldugu
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bilinen izolatlarda MBL saptanmasi amaciyla uygulanmis ve P. aeruginosa igin

duyarhilig1 yiiksek bulunmustur [86;92].

2.9.2.2. CAZ-MPA, CAZ-SMA, IMP-EDTA-SMA Cift Disk Sinerji Testleri

Bu tarama testinde; test edilecek seftazidime direncli P. aeruginosa izolatinda
MBL iiretimini saptayabilmek icin seftazidim diski etrafindaki inhibisyon zonu ile MPA
veya SMA arasinda olusacak sinerjinin arastirilmasi esastir. MBL inhibitorii olarak
CuCL, 100 mM(5 pl); FeCl, 100 mM(5 pl); EDTA, 100 mM(5 pnl); ve tiyol
bilesikleri(2-merkaptopropionik asit, merkaptoasetik asit, merkaptoetanol) diliie
edilmeden(2-3 pl) kullanilmis ve en iyi sonuclar 2-merkaptopropionik asit ile elde
edilmistir [88].

Imipeneme direncli suslar ile yapilan ¢ift disk sinerji testlerinde seftazidime
direngli olan suslar ile yapilanlara gore daha iyi sonuglar alinmistir [86;92].

Diger bir MBL tarama c¢alismasinda seftazidim, sefepim diskleri klavulanik
asitle kombine edilerek ve MBL inhibitorii olarak EDTA, MPA, SMA gibi metal
selatorleri kullanilmis; bu yontemle AmpC tip enzimlerin indiiksiyonu ve SHV-12 tipi
GSBL iiretiminin yanls pozitiflige neden olmasi 6nlenerek; imipeneme duyarli suslarda

da MBL iiretimi saptanmistir [89].

2.9.3. Kombine Disk Testi

EDTA’lh ve EDTA’s1iz imipenem disklerine ait inhibisyon zon ¢aplarmin
kiyaslanmasi ile MBL iiretiminin saptanmasi esasina dayanir. Test edilen P. aeruginosa
izolatinin IMP diski ile IMP/EDTA diskine ait inhibisyon zon ¢aplar1 arasinda > 7 mm
fark olmasi(IMP/EDTA lehine) MBL pozitifligi olarak degerlendirilir. Kombine disk
testinde EDTA yerine MPA’de kullanilabilir. Ancak MPA’in kimyasal olarak ucucu
olmas1 ve uzun siire stoklanmasmin giicligii nedeniyle IMP/EDTA diskleri tercih
edilmistir. EDTA stok soliisyonu stabil olmasina ragmen her test sirasinda diske ilave
edilmesi zaman alan bir islemdir. IMP/EDTA disklerinin dnceden hazirlanip, kisa siire
inkiibatorde kurutulduktan sonra -20 °C’de etkinliginde azalma olmadan 16 hafta; +4
°C’de ise 12 hafta saklanabilmesi testin uygulanmasimi kolaylastirmaktadir [90].

Yan ve ark.nin ¢alismasinda IMP/EDTA kombine disk yonteminin imipeneme

duyarli P. aeruginosa izolatlarmda MBL iiretimini saptamakta yetersiz kaldigi, bu
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izolatlarda MBL {iretimini saptamak i¢in sefepim/klavulanik asit diskinin MPA ile
kombine edilerek kullanilabilecegi bildirilmistir [89].

2.9.4. MBL E Test Yontemi

Imipenem veya seftazidime, EDTA veya MPA eklenerek ticari E test seritleri
gelistirilmistir. Test seridinin bir tarafinda IMP veya CAZ diger tarafinda ise IMP veya
CAZ’e ek olarak sabit konsantrasyonda EDTA veya MPA bulunmaktadir. Test seritinin
bir tarafindaki IMP MiK degerinin, IMP/EDTA nin oldugu taraftaki MIK degerinden >
3 dillisyon olmast MBL pozitifligi olarak degerlendirilir. Ayn1 degerlendirme CAZ ve
MPA icin de gecerlidir. Yapilan ¢calismalarda IMP’e duyarli olmayan izolatlardaki MBL
iretimini belirlemede IMP/IMP+EDTA E test(IP/IPI E test) seritleri; CAZ/MPA E test
seritlerinden daha duyarli bulunmustur. Imipeneme duyarh izolatlarda ise her iki E test
seriti de yetersiz kalmaktadir. Ciinkii E test seridinin IMP veya CAZ kismi1 4-256 pg/ml
degerleri arasmi belirleyebilmekte ve 4 pg/ml’den diisik MIK degerleri

belirlenemediginden E test ile kiyaslama miimkiin olmamaktadir [84;87;89].

2.9.5. EDTA+Fenantirolin+imipenem Mikrodiliisyon Testi

EDTA+1,10-fenantirolin varligi ve yoklugunda mikrodiliisyon yontemi ile
imipenem MIK degerlerinin 6l¢iilmesi esasina dayanir. Imipeneme duyarh olmayan P.
aeruginosa 1izolatlarma CLSI standartlarmna goére mikrodiliisyon testi calisilmasi
onerilmektedir. IMP MIK degeri selatér karisimi varliginda 4 kat ve daha fazla diisiik
bulunmus ise izolat VIM tip1 veya IMP tipi MBL pozitif olarak degerlendirilir. MBL
iiretmeyen izolatlarda selatdr karisimi ile MIK degeri ya hig diismez ya da 4 kattan daha
az diser. Testin duyarliligt ve ozgilligli yiksek olup, rutin mikrobiyoloji

laboratuarinda kullanilmaya uygun oldugu rapor edilmektedir [85].

2.9.6. Bakteriyel Hiicre Ekstraktimn Spektrofotometrik Analizi ile

Imipenem Hidrolizinin Tespiti

Molekiiler yontemlerden baska arastirma laboratuvarlarinca kabul edilmis ve
altin standart olarak tanimlanmis bir yontem de bakteriyel hiicre ekstraktlarinin

hazirlanarak, karbapenemlerin hidrolizinin ve sonrasinda enzimin EDTA ile
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inhibisyonunun gosterilmesidir. Ancak bu teknik i¢in 06zel spektrofotometrik
ekipmanlarin gerekli olusu, rutin tani laboratuarlarinda kullanimini engellemektedir

[13].

2.9.7. MBL Tanisinda Molekiiler Yontemler

MBL iireten izolatlarin saptanmasinda genotipik yontemler de kullanilmaktadir.
Fenotipik yontemlere gore duyarliligt daha yiiksek olan molekiiler yontemlerin
dezavantaji; giinimiizde MBL enzim subtiplerinin sayica artmis olmasidir. PZR,
niikleotid sekans amflikasyon yontemi, blot hibridizasyon yOntemi, izoelektrik
fokuslama yontemi ve poliakrilamid jel elektroforezi MBL tanisinda kullanilan

molekiiler yontemlerdir [93].
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Cahismada Kullanilan Bakterilerin Tanim

Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Turgut Ozal Tip Merkezinde Ocak 2009-
Aralik 2009 tarihleri arasinda yatarak tedavi goren hastalarin Merkez Mikrobiyoloji
laboratuvarina gonderilen klinik Orneklerinden izole edilen, Amerika’daki Hastalik
Kontrol ve Korunma Merkezi (Centers for Disease Control and Prevention, CDC)
kriterlerine gore hastanemiz Infeksiyon Kontrol Komitesince hastane infeksiyonu etkeni
olarak tanimlanan P. aeruginosa izolatlar1 caligma kapsamina alind1 [94]. Hastalarin
aynt donemde birden fazla kiiltir oOrneklerinden izole edilen P. aeruginosa
izolatlarmdan yalnizca bir tanesi calismaya dahil edildi, boylece ayni1 hastaya ait
tekrarlayan Ornekler ¢alisma kapsami disinda tutuldu. Ayni hastaya ait farkhi klinik
orneklerde iireyen ve infeksiyon etkeni olarak kabul edilen P. aeruginosa suslari
calismaya dahil edildi.

Gram negatif, aerop, nonfermentatif, hareketli, oksidaz pozitif, karekteristik
trimetilamin kokusuna sahip, Brain Heart Infusion broth besiyerinde 37 °C ve 42 °C’
de tlireyen, +4 °C’de liremeyen, Mueller-Hinton agar besiyerinde mavi-yesil pigment
yapan suslar P. aeruginosa olarak degerlendirildi. Bu suslar Skim Milk saklama
besiyerlerine (Difco [BD, Sparks, MD, ABD]) alinarak -70 °C’de stokland1 [19-21].
Calismada kontrol suslar1 olarak P. aeruginosa ATCC 27853 ve E. coli ATCC 25922
kullanildi [95].

32



3.2. Mueller-Hinton Agar Besiyeri (MHA)

Mueller-Hinton agar(OXOID, Hampshire, Ingiltere) besiyeri hazirlamak i¢in toz
halindeki ticari besiyerinden 38 g tartilarak 1000 mI’lik deiyonize su igerisinde ¢oziildii.
Sicak su banyosu igerisinde 60 °C’de eritildikten sonra, 1 atmosfer basing altinda 121
°C’de 15 dakika siire ile otoklavlandi. Besiyerinin 1sis1 50 °C’ye diisiince, 90 mm ¢apl
steril petri kutularma 4 mm kalinhiginda olacak sekilde dokiildii. MHA plaklar1 her bir
calisma giinii i¢in taze olarak hazirlandi.

Antibiyotik disk diflizyon testleri ve IBL tespiti, imipenem ve meropenem E
test(AB BIODISK, Solna, Isve¢), modifiye Hodge testi, IPM/EDTA kombine disk testi
ve MBL E test(AB BIODISK, Solna, isve¢) yontemlerinde MHA plaklar1 kullanildi.

3.3. Antibiyotik Diskleri

Calismada kullanilan antibiyotik diskleri (OXOID, Hampshire, ingiltere):
Imipenem 10 pg (IMP)
Meropenem10 pg (MEM)

Aztreonam 30 pg (ATM)

Seftazidim 30 pg (CAZ)

Sefotaksim 30 pg (CTX)

Sefepim 30 pg (FEP)

Gentamisin 10 pg (CN)

Amikasin 30 ug (AK)

Tobramisin 30 pg (TOB)

Netilmisin 30 pg (NET)
Siprofloksasin 5 ng (CIP)

Piperasilin 100 pg (PRL)
Piperasilin/Tazobaktam 110 pg (TZP)
Sefoperazon/Sulbaktam 105 pg (SCF)
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3.4. EDTA Soliisyonu(O,5 Molar)

18,61 g disodium EDTA.H,0 tozu(MERCK, Darmstadt, Almanya) 100 ml’lik
steril distile suda ¢oziilerek, pH 8.0’e ayarlandi, +4 °C’de muhafaza edildi. MBL enzim
inhibitori olarak IPM/EDTA kombine disk testinde kullanildi [90].

3.5. Imipenem ve Meropenem E Test Stripleri

0,02-32 pg/ml imipenem(IP) ve 0,02-32 pug/ml meropenem(MP) iceren E test
seritleri (AB BIODISK, Solna, Isve¢) kullanildi.

3.6. MBL E Test Stripleri

Bir tarafinda 4-256 pg/ml imipenem(IP), diger tarafinda ise sabit
konsantrasyonda EDTA ile birlikte 1-64 pg/ml imipenem(IPI) igeren MBL E test
seritleri(IP/IPI E test) (AB BIODISK, Solna, Isve¢) kullanildu.

3.7. Antibiyotik Duyarhhk Testleri

CLSI standartlarina gore Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi ile yapildi [95].
Antimikrobiyal duyarlilik testi i¢in daha once -70 °C’de stoklanmis olan P. aeruginosa
izolatlar1 kanli agar besiyerlerine pasajlanarak etiivde bir gece 35 °C’de inkiibasyona
birakildi. 18-24 saatlik inkiibasyondan sonra saf olarak liremis olan P. aeruginosa
kolonilerinden 0,5 McFarland’a gore bakteri silispansiyonlari hazirlanarak, MHA
plaklarma ekim yapildi. 15 dakikalik siire igerisinde antibiyotik diskleri 20 mm
araliklarla plaklara yerlestirildi. Plaklar 35 °C’lik etiivde 18-20 saat inkiibasyona
birakild1. Inkiibasyon sonunda CLSI yorumlama kriterlerine gore degerlendirildi [95].

Antibiyotik duyarlilik sonuglarina ait elde edilen verilerin istatistiksel analizi
SPSS (SPSS Incorporated, Chicago) programinda ki-kare testi kullanilarak yapildi.

Disk difiizyon testi sonuglarina gore imipenem ve/veya meropeneme direngli ya
da orta derecede duyarli olarak bulunan izolatlarda, karbapenem direncini dogrulamak
ve MIK degerlerini belirlemek igin E test yontemi kullamldi E test iiretici firmanin
onerilerine gore ¢alisildi. Bir gecelik inkiibasyon sonrasi kanli agar plaklarinda tiremis

olan taze P. aeruginosa kiiltirlerinden 0,5 McFarland bulanikliginda bakteri
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siispansiyonlar1 hazirland1 ve her bir izolat i¢cin bir MHA plagina ekim yapildi. 15
dakikalik siire icerisinde imipenem ve meropenem E test seritleri birbirlerine zit yonde
olacak sekilde plaklara yerlestirildi ve 35 °C’lik etiivde 18-20 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda plaklar {iretici firmanin Onerileri dogrultusunda

degerlendirilerek imipenem ve meropenem MiK degerleri belirlendi.

3.8. IBL Uretimin Arastiriimasi

IBL iiretimi disk indiiksiyon yontemi ile tespit edildi. MHA plaginda iBL
aktivitesini belirleyebilmek icin; disk merkezleri aras1 uzaklik 20 mm olacak sekilde,
seftazidim ve aztreonam disklerinin ortasma imipenem diski yerlestirildi. 35 °C’lik
etiivde 18-20 saat inkiibasyondan sonra MHA plagindaki seftazidim ve aztreonam
disklerine ait inhibisyon zon ¢aplarinin imipenem diskine bakan kisimlarindaki daralma
(> 4 mm) IBL pozitifligi olarak degerlendirildi. Negatif kontrol olarak P. aeruginosa
ATCC 27853 susu kullanild1 [80-83].

3.9. MBL Uretiminin Arastirilmasi

MBL iiretimi modifiye Hodge testi ve IMP/EDTA kombine disk testi ve IP/IPI E

test ile degerlendirildi.

3.9.1. Modifiye Hodge Testi

E. coli ATCC 25922 susu kanli agar plagina ekim yapilarak bir gece etiivde 35
°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda E. coli ATCC 25922 kolonilerinden
0,5 McFarland bulanikliginda bakteri siispansiyonu hazirlanarak, MHA plagmin tiim
ylizeyini kaplayacak sekilde ekimi yapildi. Plak 15 dakika kurumaya birakildiktan sonra
merkeze IMP diski yerlestirildi. E test ile imipenem ve/veya meropenem MIK degerleri
belirlenerek, direngli veya orta derecede duyarl bulunmus olan P. aeruginosa suslarinin
ekimi karsilikli olacak sekilde, merkezden perifere dogru cizgi seklinde yapildi. 35
°C’de 20 saatlik inkiibasyondan sonra IMP diskinin olusturdugu inhibisyon zon ¢apinda
goriilen yonca yapragi seklinde en kiiciik bir bozulma MBL pozitifligi olarak
degerlendirildi. P. aeruginosa ATCC 27853 negatif kontrol olarak kullanildi
[86;91;92].
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3.9.2. IMP/EDTA Kombine Disk Testi

MHA plagi lizerine E test ile imipenem ve/veya meropeneme direncli veya orta
derecede duyarli bulunmus olan P. aeruginosa suslarmm ekimi yapildi. Plagmn bir
yarisina 25 mm aralikla iki adet IMP diski yerlestirildi. Bir tanesinin iizerine daha
onceden hazirlanmis olan 0,5 M EDTA soliisyonundan 10 pl pipetle damlatilarak
diskin soliisyonu absorbe etmesi saglandi. 35 °C’deki etiivde 18 saatlik inkiibasyon
sonrasinda IMP/EDTA diski etrafindaki inhibisyon zon ¢apmin, IMP diski etrafindaki
inhibisyon zon c¢apindan > 7 mm olmast MBL pozitif olarak degerlendirildi. P.

aeruginosa ATCC 27853 negatif kontrol olarak kullanildi [90].

3.9.3. IP/IPI E Test Yontemi

Uretici firmanmn Onerilerine gore ¢ahsildi. Bir gecelik inkiibasyon sonrasinda
imipenem ve/veya meropeneme direncgli veya orta derecede duyarli bulunmus olan P.
aeruginosa izolatlarindan 0,5 McFarland bulanikliginda siispansiyon hazirlanarak, CLSI
onerilerine géore MHA plaklarma ekildi. IP/IPI E test seritleri plaklara yerlestirildi. 35
°C’deki etiivde 18 saatlik inkiibasyon sonrasnda IMP igin bulunan MIK degeri,
IMP/EDTA i¢in bulunan MIK degerine oranland1. Uretici firmanm &nerilerine gore > 3
dilisyonluk( > 8 kat) fark saptanan izolatlar MBL pozitif olarak degerlendirildi. P.
aeruginosa ATCC 27853 negatif kontrol olarak kullanildi [84;87;89].
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4. BULGULAR
4.1. Epidemiyolojik Bilgiler

Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Turgut Ozal Tip Merkezinde Ocak 2009 ile
Aralik 2009 tarihleri arasinda yatarak tedavi géren hastalardan, hastane infeksiyonu
etkeni olarak izole edilmis olan 110 P. aeruginosa izolat1 calisma kapsamina alindu.

P. aeruginosa 1izolatlarinin % 86’s1 idrar, trakeal aspirat, kan ve yara
orneklerinden izole edildi. Izolatlarin klinik 6rneklere ve infeksiyonlara gore dagilimlar:

Tablo 6 ve Tablo 7°de gosterilmistir.

Tablo 6. 110 P. aeruginosa izolatinin Tablo 7. 110 P. aeruginosa izolatinin

klinik érneklere gore dagilim. infeksiyonlara gére dagilimu.
Ornek Say1 (%) Infeksiyon tiirii Say1 (%)
Idrar 36 (32.7) Idrar yolu infeksiyonu 36  (32.7)
Trakeal aspirat 29 (26.4) Ventilator iliskili pndmoni 26 (23.6)
Kan 17 (15.5) Cerrahi alan infeksiyonu 15 (13.6)
Yara 13 (11.8) Pndmoni 12 (10.9)
Balgam 8 (7.3) Sepsis 9 (8.2)
Dren 4 (3.6) Urosepsis 7 (6.4)
Parasentez 2 (1.8) Yara infeksiyonu 2 (1.8)
Katater 1 (0.9) Peritonit 2 (1.8)
Toplam 110 Katater infeksiyonu 1 (0.9)

Toplam 110

P. aeruginosa infeksiyonlarmin % 67°s1 45 yas lizeri hastalarda saptandi.
Infeksiyon gelisen hastalarin % 78’inde altta yatan hastalik ve/veya infeksiyonu
kolaylastirict invaziv girisimler mevcut idi. Altta yatan hastaliklar arasinda en sik olarak
malignite(% 16), diabetes mellitus(% 7), karaciger yetmezligi(% 6), kronik obstriiktif
akciger hastaligi(% 6), kronik bobrek yetmezligi(% 5) tespit edildi. Mekanik
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ventilasyon(% 32), major cerrahi uygulamalari(% 24) ve {riner kataterizasyon(% 14)
ise en sik uygulanan invaziv girisimler idi. P. aeruginosa Ornekleri en sik olarak
Reanimasyon Yogun Bakim, Dahiliye Yogun Bakim, Genel Cerrahi ve Noroloji
servislerinden izole edildi. Suslarin izole edildikleri servislere gére dagilimlar1 Tablo
8’de gosterilmistir.

Tablo 8. 110 P. aeruginosa izolatinin izole edildikleri
servislere gore dagilimi.

Servis Say1 (%)
Reanimasyon Yogun Bakim 26 (23.6)
Dahiliye Yogun Bakim 12 (10.9)
Genel Cerrahi 9 (8.2)
Noroloji 9 (8.2)
Pediatri Yogun Bakim 7 (6.4)
Gastroenteroloji 6 (5.5)
Organ Nakli 5 4.5)
Beyin Cerrahisi Yogun Bakim 5 (4.5)
Uroloji 4 (3.6)
Beyin Cerrahisi 4 (3.6)
Pediatri 4 (3.6)
Ortopedi ve Travmatoloji 3 2.7
Plastik Cerrahi 3 2.7
Kadin Hastaliklar1 ve Dogum 2 (1.8)
Genel Cerrahi Yogun Bakim 2 (1.8)
Koroner Yogun Bakim 2 (1.8)
Diger 7 (6.4)
Toplam 110

Diger: Radyasyon Onkolojisi, Hematoloji, Psikiyatri, Endokrinoloji,
Kardiyoloji, Nefroloji, Yenidogan Yogun Bakim

4.2. Antibiyotik Duyarhhk Testi Sonuc¢lari

Antibiyotik duyarlilik testlerinin sonuglarma gore P. aeruginosa izolatlarmim %
2,7(3/110)’s1 calisilan tiim antipseudomonal ilaglara duyarl, % 49(s54/110)’u sefotaksim
disindaki tiim antipseudomonal ilaglara duyarli olarak bulundu. Izolatlarm %
12(13/110)’sinin en az li¢ antipseudomonal ilag grubuna direncli(MDR) oldugu saptandi.
P. aeruginosa izolatlarmin antibiyotiklere duyarliligi Tablo 9°da gosterilmistir.

P. aeruginosa izolatlarinda duyarlilik orani % 100 olan kolistin en etkin
antibiyotik gibi goriiliiyorsa da; kolistin, seftazidim ve sefepim arasindaki etkinlik farki
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir(p>0,10).

Kolistin; piperasilinler ve amikasinden anlamli(p:0,01); kalan diger
antibiyotiklerden ise iler1 derecede anlamli(p:<0,0001-0,003) olarak daha etkin

bulunmustur.
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Imipenem ile meropenem arasindaki etkinlik farki anlamli olmadig
saptanmistir(p>0,10). Aralarinda anlamli etkinlik farki bulunmayan seftazidim ve
sefepim, karbapenemlerden ileri derecede anlamli olarak daha etkin
bulunmustur(p:<0,0001-0.002).

Amikasin, tobramisin ve gentamisin arasindaki etkinlik farki anlamlh
degildir(p>0,10), ancak bu {i¢ antibiyotik netilmisinden (ileri derecede anlamli olarak)

daha etkin bulunmustur (p< 0,0001-0,001).

Tablo 9. 110 P. aeruginosa izolatimin antimikrobiyallere

duyarliligi
e Duyarh Direncli
Antibiyotik Sayi (%) Sayi (%)
Imipenem 82 (75) 28 (25)
Meropenem 91 (83) 19 (17)
Seftazidim 107 97) 3 3)
Sefotaksim 5 (5) 105 (95)
Sefepim 106 (96) 4 4
Aztreonam 87 (79) 23 (21)
Piperasilin 103 (94) 7 (6)
Piperasilin/tazobaktam 103 (94) 7 (6)
Amikasin 103 (94) 7 (6)
Gentamisin 97 (88) 13 (12)
Tobramisin 99 (90) 11 (10)
Netilmisin 75 (68) 35 (32)
Siprofloksasin 101 (92) 9 (8)
Sefoperazon/Sulbaktam 98 (89) 12 11
Kolistin 110  (100) 0 (0)

Yirmi dokuz P. aeruginosa izolatinda disk difiizyon metodu ile karbapenem
direnci saptandi ve bu diren¢ imipenem ve/veya meropenem E test ile dogrulandi.
Imipenem E test ile izolatlarin 15°i diren¢liMIK> 16 pg/ml), 13’ii orta derecede
duyarly(MIK: 8-12 pg/ml) olarak bulundu. Imipeneme duyarh(MiK: 4 pg/ml) olan bir
izolatm meropeneme direncliMIK: 16 upg/ml) oldugu belirlendi. P. aeruginosa

suslarinin imipenem ve meropenem duyarliliklar1 Tablo 10’da gosterilmistir

Tablo 10. 110 P. aeruginosa izolatinin imipenem ve meropenem duyarlilig.

Meropenem
Toplam
Duyarh Direncli*
. Duyarh 81 1 82
Imipenem
Direncli* 10 18 28
Toplam 91 19 110

*Imipenem ve/veya meropeneme orta derecede duyarli olan izolatlar da tabloda direngli olarak gdsterilmistir.
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Karbapenemlere direngli 29 P. aeruginosa izolatmin izole edildikleri klinik

orneklere ve servislere dagilimlar1 Tablo 11 ve Tablo 12°de gosterilmistir.

Tablo 11. Karbapenemlere direngli 29 P. aeruginosa
izolatimin klinik orneklere gore dagilimi.

Ornek Say1 (%)

Trakeal aspirat 10 (34.5)
Idrar 6 (20.7)
Yara 4 (13.8)
Kan 3 (10.3)
Dren 3 (10.3)
Balgam 2 (6.9)

Katater 1 (3.4)

Toplam 29

Tablo 12. Karbapenemlere direngli 29 P. aeruginosa izolatinin
servislere gore dagilimi.

Servis Say1 (%)
Reanimasyon Yogun Bakim 8 (27.6)
Pediatri Yogun Bakim 5 (17.2)
Gastroenteroloji 3 (10.3)
Beyin Cerrahisi Yogun Bakim 2 (6.9)
Genel Cerrahi Yogun Bakim 2 (6.9)
Organ Nakli 2 (6.9)
Dabhiliye Yogun Bakim 1 (3.4)
Koroner Yogun Bakim 1 3.9
Noroloji 1 3.9
Genel Cerrahi 1 3.9
Pediatri 1 3.9
Hematoloji 1 3.9
Ortopedi ve Travmatoloji 1 3.9
Toplam 29

Karbapenemlere direngli yirmi dokuz P. aeruginosa izolatmin antibiyotiklere
duyarlhliklar1 Tablo 13’te gosterilmistir.

Aralarinda istatistiksel olarak anlamli etkinlik farki bulunmayan kolistin,
seftazidim ve sefepim(p>0,05) karbapenemlere direncli P. aeruginosa izolatlarinda in
vitro en etkin antibiyotikler olarak bulunmustur. Seftazidim, sefepim, piperasilinler,
siprofloksasin, amikasin, gentamisin ve tobramisin arasinda istatistik olarak anlamli
etkinlik farki bulunmamistir(p>0,10). Amikasin, tobramisin, gentamisin ve netilmisin

arasinda da anlamli etkinlik farki bulunmamistir(p>0,05).
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Tablo 13. Karbapenemlere direngli 29 P. aeruginosa izolatinin
antimikrobiyallere duyarhiig.

e . Duyarh Direncli
Antibiyotik Sayt (%) Sayi (%)
Imipenem 1 3) 28 (97)
Meropenem 10 (35) 19 (65)
Seftazidim 26 (90) 3 (10)
Sefotaksim 0 (0) 29  (100)
Sefepim 25 (86) 4 (14)
Aztreonam 13 (45) 16 (55)
Piperasilin 22 (76) 7 (24)
Piperasilin/tazobaktam 22 (76) 7 (24)
Amikasin 23 (79) 6 (21)
Gentamisin 21 (72) 8 (28)
Tobramisin 23 (79) 6 (21)
Netilmisin 15 (52) 14 (48)
Siprofloksasin 20 (69) 9 (31
Sefoperazon/Sulbaktam 19 (65) 10 (35)
Kolistin 29  (100) 0 (0)

4.3. Disk Indiiksiyon Testi Sonuclar

P.aeruginosa izolatlarmda IBL iiretimi disk indiiksiyon yontemiyle arastirildi.
Izolatlarm % 90(99/110)’nda IBL pozitif, % 6,4(7/110)’iinde IBL negatif olarak saptandi.
Izolatlarm % 3,6(4/110)’sinda IBL varlig1 degerlendirilemedi(Resim 1, 2, 3, 4).

Resim 1. IBL pozitif P. aeruginosa izolati( imipeneme direngli)
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Resim 2. IBL pozitif P. aeruginosa izolati( imipeneme duyarl)

Resim 3. IBL negatif P. aeruginosa izolati
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Resim 4. IBL iiretiminin degerlendirilemedigi P. aeruginosa izolati

4.4. Modifiye Hodge Testi, Kombine Disk Testi ve MBL E Test Sonug¢lari

Karbapenemlere direngli 29 izolatta MBL iiretimini belirlemek igin yapilan
fenotipik testlerden E test ile iki izolat MBL pozitif olarak bulunmustur. Bu iki izolat
kombine disk testi ile de pozitif sonu¢ vermistir. E test ile negatif sonu¢ alinan dort
izolatta kombine disk testi ile pozitif sonu¢ alinmistir. Kombine disk testi ile negatif
sonu¢ alinan izolatlarin tiimiinde E test sonuglar1 negatif olarak saptanmuistir.
IMP/EDTA Kombine disk testi ile MBL E testin birbirleriyle uyumu asagidaki formiile

gore hesaplanmuigstir.

Uyum(%): a+b/c x100

a: Her iki test ile pozitif sonug veren izolat sayisi: 2
b: Her iki test ile negatif sonug veren izolat sayisi: 23

c: Toplam izolat sayisi: 29
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Buna gore; IMP/EDTA Kombine disk testi ile MBL E test birbirleriyle % 86
oraninda uyumlu bulunmustur.

Modifiye Hodge testi, E test ve Kombine disk testinden oldukga farkli sonuglar
vermistir(Resim 5). Modifiye Hodge testinin degerlendirilmesi sirasinda negatif kontrol
olarak ¢alisilan P. aeruginosa ATCC 27853 susunun siipheli pozitiflik vermesi ve testin
tekrarinda da pozitif olarak degerlendirilmesiyle test sonuglarinin giivenilirligi
sorgulanmis ve MBL tireten suslar Kombine disk testi ve E test sonuglarina gore

belirlenmistir.

Pozitif

Resim 5. Modifiye Hodge testi

MBL enzimini saptamada kullanilan ii¢ fenotipik yontemin sonuglar1 Tablo 14’

te gosterilmistir.

Tablo 14. Karbapenemlere direngli 29 P. aeruginosa izolatinda ve standart susta fenotipik testlerle MBL
tespit sonuglari

Fenotipik Yontemler

Modifiye Hodge Testi Kombine Disk Testi E test
Pozitif 10(%34) 6(%21) 2(%7)
Negatif 17(%59) 23((%79) 27(%93)
Belirlenemeyen 2(%7) - -
P. aeruginosa ATCC Pozitif Negatif Negatif

27853(Negatif kontrol)
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Kombine disk testi ile MBL iiretimi pozitif bulunan toplam alt1 izolatin IMP ve
IPM/EDTA inhibisyon zon ¢aplar1 arasindaki farklar 7-11 mm arasinda degigsmekte
olup, ortalama fark 9 mm olarak bulunmustur. Kombine disk testi ile negatif sonug
veren 23 izolatta inhibisyon zon ¢aplari arasindaki farkin 1-6 mm arasinda degistigi,

ortalama farkin 4,5 mm oldugu saptanmistir(Resim 6, 7, 8, 9).

| P Mik<4pgm IPM:23mm |

y /

IPI MIK: 1 pg/ml IPM/EDTA: 25 mm

£ —

Resim 6. MBL E test ve kombine disk testi ile P. aeruginosa ATCC 27853 negatif kontrol

Resim 7. MBL E test ve kombine disk testi ile MBL pozitifligi
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Resim 8. MBL E test ve kombine disk testi ile MBL negatifligi

Resim 9. MBL E test negatif, kombine disk testi pozitif izolat

E test ve Kombine disk testinin her ikisiyle de pozitif sonu¢ alinan iki izolat,
MBL enzimi iireten izolatlar olarak kabul edilmistir. Buna gore karbapenemlere direngli

29 P. aeruginosa izolat1 igerisinde, MBL {ireten izolatlarn oranmi % 7(2/29) olarak
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belirlenmistir. Calisilan 110 P. aeruginosa izolatlar1 igerisinde MBL {iretenlerin orani %
1,8(2/110) olarak belirlenmistir. MBL pozitif iki izolata ait test sonuglar1 Tablo 15°de

gosterilmistir.

Tablo 15. E test ve Kombine disk testi ile MBL pozitif bulunan iki P. aeruginosa izolatinin test sonuglart

MBL Kombine disk testi MBL E test

IMP IMP/EDTA IMP IMP/EDTA
1 nolu MBLpozitif izolat 13 mm 23 mm 2 pg/ml 24 pg/ml
2 nolu MBLpozitif izolat 15 mm 24 mm 2 pg/ml 16 pg/ml

I nolu MBL pozitif izolat Organ Nakli Servisinde yatmakta olan karaciger
transplantasyonu yapilmis bir hastanin dren kiiltiiriinden izole edilmis ve cerrahi alan
infeksiyonu etkeni olarak tani almistir.

2 nolu MBL pozitif izolat Koroner Yogun Bakim Servisinde yatmakta olan ve
solunum yetmezligi nedeniyle mekanik ventilatdre bagli bir hastanin trakeal aspirat
kiiltliriinden izole edilmis ve ventilator iligkili pndmoni etkeni olarak tani almistir.

E test ve Kombine disk testi ile MBL {iiretimi pozitif bulunan bu iki izolata ait

antibiyotik duyarlilik testi sonuglar1 Tablo 16’da gosterilmistir.

Tablo 16. E test ve Kombine disk testi ile MBL pozitif bulunan iki P. aeruginosa
izolatimin antimikrobiyallere duyarliligi

1 Nolu MBL pozitif izolat 2 Nolu MBL pozitif izolat

Antibiyotik Duyarh Direngli Duyarh Direncli

Imipenem - + - +
Meropenem
Seftazidim -
Sefotaksim + +
Sefepim

Aztreonam

Piperasilin
Piperasilin/tazobaktam
Amikasin

Gentamisin

Tobramisin

Netilmisin
Siprofloksasin
Sefoperazon/Sulbaktam
Kolistin

+ 1 4+
1 1 —+
e

+ 4+

+ 4+ 4+
+ 4+ 4+
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5. TARTISMA

P. aeruginosa hastane infeksiyonlarinin en 6nemli ve en sik nedenlerinden olup,
tim hastane infeksiyonlarmin % 10’unda etken olarak izole edilmektedir [1;7].
Avrupa’da 17 iilkeden 1417 yogun bakim iinitesinin katildigi European Prevalence
Infection in Intensive Care(EPIC) calismasinda sirasiyla; Enterobacteriaeceae ailesi, S.
aureus, P. aeruginosa en sik izole edilen nozokomiyal infeksiyon etkenleri olarak
bildirilmistir [6].

Hastanemizde 2007 yilinda yapilmis ¢alismada; yogun bakim iinitelerindeki
nozokomiyal infeksiyon etkenlerinin dagilimi incelenmis ve Pseudomonas spp. %
20.4’lik oran 1ile en fazla izole edilen etken olarak bulunmustur. Calismada
Pseudomonas izolatlar1 en sik olarak Reanimasyon Yogun Bakim Unitesinde yatan
hastalarin trakeal aspirat ve idrar 6rneklerinden izole edilmistir [96].

Ozellikle yogun bakimlar basta olmak iizere, yanik {initeleri, kanser
kemoterapisi ve radyoterapi iiniteleri, organ transplantasyon {initeleri ve hastane
genelinde yogun antibiyotik tedavisi uygulanan {initeler P. aeruginosa infeksiyonlarinin
sik gorildigii servislerdir [9;97]. Solunum yolu, deri-yumusak doku ve iiriner sistem
infeksiyonlari, bakteriyemi, endokardit ve menenjit P. aeruginosa’nin siklikla neden
oldugu infeksiyonlardir [20;22].

Tiirkiye’de yapilan bir¢ok calismada idrar, solunum yolu, yara ve kan 6rnekleri
P. aeruginosa suslarinin en sik izole edildikleri 6rnekler olarak bildirilmistir [98-108].
Bu calismalarin ¢ogunda P. aeruginosa’nin en sik izole edildigi servislerin yogun
bakim tiniteleri oldugu belirtilmektedir [99-102;104;106].

Calismamizda P. aeruginosa suslari basta Reanimasyon Yogun Bakim ve

Dahiliye Yogun Bakim olmak tizere 23 farkli servisten izole edilmistir(bkz. Tablo 8).
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P. aeruginosa’nin etken olarak en sik izole edildigi infeksiyonlar sirasiyla; idrar yolu
infeksiyonlari(iirosepsisli hastalarla birlikte % 39) ve pnomoni(% 35) seklindedir.
Ayrica cerrahi alan infeksiyonlar1 ve sepsis etkenin sik olarak izole edildigi diger
infeksiyonlar olmustur. Calismamizdaki P. aeruginosa suslarinin en sik izole edildikleri
ornekler ise sirasiyla; idrar, trakeal aspirat, kan, yara ve balgam 6rnekleridir.

P. aeruginosa infeksiyonlarmin morbidite ve mortalitesi oldukca yiiksektir.
Bir¢ok antibiyotige dogal direncinin yani sira, klinikte hastalara uygulanan antibiyotik
tedavisi swrasinda da suslar cesitli direng mekanizmalariyla antibiyotiklere direng
gelistirebilmekte, bdylece giderek artmakta olan antibiyotik direnci problem
olusturmaktadir [1;23;24]. Kromozomal ve plazmid kaynakli beta-laktamazlarin {iretimi
en Onemli diren¢ mekanizmasidir. Antibiyotik hedeflerinde degisiklik, porin
proteinlerindeki degisiklik sonucu dig membran gecirgenliginin azalmasi, efluks pompa
sistemleri ile antibiyotigin digar1 atilmasi diger etkili diren¢ mekanizmalar1 [11].

P. aeruginosa infeksiyonlarinin tedavisinde beta laktam antibiyotikler,
aminoglikozidler, kinolonlar ve polimiksinler siklikla etkilidir. Ciddi P. aeruginosa
infeksiyonlarinin ampirik tedavisinde beta laktam antibiyotiklerin aminoglikozidler
veya kinolonlar ile kombine edilerek kullaninmmin yani sira monoterapide kullanimlari
da yaygindir [20].

P. aeruginosa izolatlarmin antibiyotik duyarhiliklar1 iizerine yapilmis genis
kapsamli calismalardan birisi 1999 yilinda Ingiltere’de 25 hastaneden toplam 2194
izolatin antimikrobiyallere direncinin degerlendirildigi caligmadir. Calismada direng
oranlar1 imipeneme % 8,1; seftazidime % 2,3; piperasiline % 3,9; siprofloksasine % 8,1;
amikasine % 5,6 ve gentamisine % 11,1 olarak bildirilmistir [9].

Eldere ve ark. 1999 yilinda Belgika ve Liiksemburg’daki 40 farkli hastaneden
nozokomiyal infeksiyon etkeni olarak izole edilmis, 716 P. aeruginosa susunda
mikrodiliisyon yontemiyle antimikrobiyal ila¢ direncini arastirmiglardir. Suslarm % 38’1
yogun bakim hastalarindan izole edilmis olup, solunum yolu 6rnekleri ve idrar 6rnekleri
etkenin en sik izole edildigi 6rnekler olarak bulunmustur. Calismada meropenem direnci
% 9,5; seftazidim % 28,5; sefepim % 29,5; aztreonam % 55,5; piperasilin % 24;
piperasilin/tazobaktam % 17,5; siprofloksasin % 24; amikasin % 10,5; gentamisin %
23,5 ve tobramisin direnci % 19,5 olarak saptanmistir. Caligmaya katilan 40 hastanedeki
P. aeruginosa antibiyotik diren¢ oranlarinin birbirlerinden anlamli derecede farkl

oldugu bildirilmistir [97].
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ABD’de 2000 yilinda 250°den fazla hastanedeki 70.000°den fazla P. aeruginosa
izolatinin degerlendirildigi bir diger caligmada ise imipenem direnci % 14,2; seftazidim
% 11,5; piperasilin % 15,8; siprofloksasin % 29,5; amikasin % 7,1 ve gentamisin
direnci % 19,1 olarak bulunmustur [9].

ABD’de 1999-2003 yillar1 arasindaki dort yillik donemde 29 laboratuvarin
katildig1 bir ¢alismada 52.637 P. aeruginosa izolatinin antimikrobiyallere direnci
arastirilmistir. Calismada direncli suslar 6zellikle yogun bakim hastalarindan ve alt
solunum yolu drneklerinden izole edilmistir. Imipenem direnci % 14; sefepim % 10;
seftazidim % 13; siprofloksasin % 31; piperasilin % 16; piperasilin/tazobaktam % 11;
amikasin % 7; gentamisin % 19 ve tobramisin direnci % 13 olarak saptanmistir [109].

Malezya’da 2005 yilinda 505 klinik P. aeruginosa izolatmin antimikrobiyallere
direncinin incelendigi bir ¢calismada imipenem direnci % 9,9; siprofloksasin % 11,3;
piperasilin/tazobaktam % 9,4; seftazidim % 10,9; sefoperazon % 14,5; amikasin % 6,7
ve gentamisin direnci % 12,8 olarak bildirilmistir [110].

MYSTIC(Meropenem Yearly Susceptibility Test Information Collection) 2006
calismasinda Avrupa’daki 40 merkezden toplanan 1.012 P. aeruginosa izolatinin
antimikrobiyallere direnci arastirilmistir. Calismada meropenem direnci % 22;
imipenem % 32; seftazidim % 25; siprofloksasin % 33; piperasilin/tazobaktam % 15;
amikasin % 23; gentamisin % 29 ve tobramisin direnci % 35 olarak bildirilmistir [111].

European Antimicrobial Resistance Surveillance System (EARSS) 2007 yili
verilerine gore P. aeruginosa’da karbapenem direnci Yunanistan, Italya, Almanya,
Tirkiye, Cek Cumhuriyeti ve Hirvatistan’da % 25’in lizerinde iken; Hollanda,
Danimarka, Isvigre, Isve¢ ve Finlandiya’da % 10’un altindadir. EARSS 2007
calismasinin biitliniine bakildiginda ¢alismaya katilan Avrupa iilkelerinde P. aeruginosa
icin karbapenem direnci % 3,9-50,5; seftazidim direnci % 4-44,8; kinolon direnci %
7,2—-42,7; piperasilin direnci % 3,1-48,5; aminoglikozid direnci % 0-51,9 araliginda
degismektedir. Bu bes antimikrobiyal gruba direncin en fazla oldugu iilkeler
Yunanistan, Cek Cumhuriyeti, Polonya olup; direncin ¢ok daha diisiik oldugu iilkeler
Isveg, Norveg, Danimarka, Isvigre, Hollanda, Finlandiya, Avusturya ve Ingiltere olarak
dikkati ¢ekmektedir. Aralarinda Tiirkiye’nin de bulundugu diger iilkelerde ise direng
oranlar1 bu iki grubun arasinda yer almaktadir(The National Institute for Public Health

and the Environment. EARSS database 2007: http://www.rivm.nl/earss/database/)

[112]. Otuz ii¢ Avrupa llkesindeki P. aeruginosa antimikrobiyal direng oranlarii

iceren bu ¢alismanin verileri Tablo 17°de gosterilmistir.
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2006 EARSS raporunda Avrupa’daki P. aeruginosa suslarmin % 18’inin g
veya daha fazla antipseudomonal ilaca diren¢li oldugu belirtilmektedir. En yaygin
diren¢ fenotipinin piperasilinler, seftazidim, aminoglikozidler, florokinolonlar ve
karbapenemlere kombine direng seklinde goriildiigii, diger ikinci ve {igiincii en yaygin
direng paternlerinin ise tek basina karbapenemlere veya kinolonlara direng olarak

obriildiigii bildirilmistir [113].

Tablo 17. EARSS verilerine gére Avrupa iilkelerindeki P. aeruginosa antimikrobiyal diren¢ oranlart

Ulke Direncli izolat orani(%)
Aminoglikozidler Karbapenemler Kinolonlar Seftazidim  Piperasilinler
Avusturya 11,2 13,7 17,9 9 7,1
isvicre 4,8 5,4 7,2 4,2 5
Kibris 25 21,1 21,2 15,4 28,8
ek
Cumcljluriyeti 33,8 36 42,7 32,7 30
Almanya 20,3 31,5 35,7 244 48,5
Danimarka 2.4 3,9 9,1 4 4.8
ispanya 23,9 18,4 27,7 15,2 8,1
Finlandiya 8,7 9,4 10,9 7,7 7,3
Fransa 31,1 18,4 26,3 18,6 20,5
Yunanistan 51,9 50,5 51,9 44,8 38,4
Hirvatistan 43,4 28,1 33 20,5 30,2
Macaristan 34,4 21,3 29,5 15,3 16,8
irlanda 12,5 11,2 20,5 10,3 11,8
Israil 21,9 14,9 26,7 13,3 15,2
italya 30,1 32,1 39,1 41,4 27,2
Hollanda 9,8 5,4 9,4 5,6 5,2
Norveg 1,9 14,5 10,7 6,7 3,1
Polonya 40,3 224 40,3 22,7 35,8
Portekiz 18,2 16,1 23 20,9 15,8
isvec 0 9 10,3 9,6 3,1
Slovenya 13,6 20,4 18,1 13,6 12,5
Tiirkiye 28,2 31 29,6 31,3 324
Ingiltere 6,6 17,2 9,6 14,1 5.4

*Kaynak: EARSS database 2007 : http://www.rivm.nl/earss/database/ **Aminogikozidler olarak gentamisin veya tobramisin;
Karbapenemler olarak imipenem veya meropenem; Kinolonlar olarak siprofloksasin, norfloksasin, levofloksasin veya perfloksasin;
Piperasilinler olarak piperasilin veya piperasilin/tazobaktam ¢alisiimistir. ¥**50 izolattan az veriler tabloda yer almamustir.

Tablo 18’de yer alan Tiirkiye’deki P. aeruginosa suslari igin 2006-2009 yillaria
ait EARSS verileri incelendiginde, bes antimikrobiyal ila¢ grubunun hepsi i¢in direncin
diisme egiliminde oldugu goriilmektedir(The National Institute for Public Health and
the Environment: EARSS database 2009: http://www.rivm.nl/earss/database/) [112]
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Tablo 18. EARSS verilerine gore 2006-2009 yillar: arasinda Tiirkiye 'deki P. aeruginosa suslarinin
antimikrobiyallere direng oranlart

Y1l Direncli izolat oram (%)

Aminoglikozidler Karbapenemler Kinolonlar Seftazidim  Piperasilinler
2006 33,7 33,7 32 27,9 31,9
2007 28,2 31 29,6 31,3 32,4
2008 22,5 34 28,8 29,3 22,1
2009 15,4 27,8 29,3 25,5 26,1

*Kaynak: EARSS database 2006-2009: http://www.rivm.nl/earss/database/ **Aminogikozidler olarak gentamisin veya tobramisin;
Karbapenemler olarak imipenem veya meropenem; Kinolonlar olarak siprofloksasin, norfloksasin,levofloksasin veya perfloksasin;
Piperasilinler olarak piperasilin veya piperasilin/tazobaktam c¢alisilmustir.

Tirkiye’de P. aeruginosa izolatlar1 i¢in yapilmis ¢ok sayida antimikrobiyal
duyarlilik c¢alismasi bulunmaktadir. Yurdumuzda yakin zamanda yapilmis 21

calismadaki P. aeruginosa antimikrobiyal direng oranlar1 Tablo 19’da gosterilmistir.

Tablo 19. Tiirkiye de yapilmus ¢esitli calismalardaki P. aeruginosa suglarimin antimikrobiyallere
direng¢ oranlari(%)
Kaynak/Y1l/Sus
Sayisi

[114]Genger ve
Ark.2001.
(99 sus)

IMP MEM CAZ FEP SCF ATM CIP PRL TZP AK GM TOB NET

37 37 35 46 41 25 40 27 56

[115]Génliigiir
ve Ark.1999-
2003. 22 51 39 67 16 22 25 58 58
(249 susg)

[116]Ersoz ve
Ark.2002.
(34 sug)* 29 29 38 32 59 15 38 56 44 41
[117]Kadanali
ve Ark 2003. 21 25 71 61 27
(313 sug)*

[118]Kiremitgi
ve Ark. 2003.
(38 sug)**

48 33 38 76 50 58 43 69 69 33

[119]Ardig ve
Ark.2003.
(150 sug)**

[105] Giiltekin ve
Ark.2002-2003.
(87 sus)

[120] Giindiiz ve
Ark.2004.
(136 sus)

[121]Pulluk¢u ve

Ark.2004
(90 sug)**
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Tablo 19.(Devam) Tiirkiye 'de yapilmis ¢esitli calismalardaki P. aeruginosa suslarinin
antimikrobiyallere direng oranlari(%)

Kaynak/Y1l/Sus

Sayisi IMP MEM CAZ FEP SCF ATM CIP PRL TZP AK GM TOB NET

[98] Yiicel ve Ark.
2003-2005
(265 sug)**

[122] Giiven ve
Ark.2005.
(161 sus)

[123]Eksi ve
Ark.2005
(51 sus)

[124]Fidan ve
Ark.2005.
(40 sus)

[102]Kurtoglu ve
Ark. 2006.
(130 sus)

50 34 36 33 27 75 65

[103]Kiregci ve
Ark.2006.
(92 sus)

14 15 12 9 3 16 8 11

[125] Gayyurhan
ve Ark.2007.
(89 sug)**

20 21 53 43 38 54 42 43 21 51

[101] Ozdemir ve
Ark. 2008.
(159 sug)*

54 36 43 32 48 44 23 24 52 38

[107]Eyigér ve
Ark. 2008.
(94 sug)**

10 20 29 28 21 11 8 18

[108] Diindar ve
Ark. 2005-2007.
(665 sus)

22 21 34 31 34 55 34 33 29 20 28 23

[99] Tungoglu ve

Ark2005-2008. 8 102339 45 23 18 6 16
(179 sus)
Bu ¢alisma.
2009110 sug)* 25V 3 4 1n 21 8 6 6 6 2 10 3

IMP:Imipenem, MEM:Meropenem, CAZ:Seftazidim, FEP: Sefepim, SCF:Sefoperazon/Sulbaktam, ATM:Aztreonam,
CIP:Siprofloksasin, PRL: Piperasilin, TZP:Piperasilin/Tazobaktam, AK:Amikasin , GM:Gentamisin, TOB: Tobramisin,
NET:Netilmisin

*Hastane infeksiyonu etkeni tanisi almis izolatlar

**Sadece yatan hastalarin orneklerinden izole edilmis suslar

Ancak tabloda yer alan ¢alismalardan sadece dordiinde nozokomiyal infeksiyon
etkeni olan P. aeruginosa suslar1 calisilmistir. Alt1 calismada yatan hastalarin klinik
orneklerinden izole edilen suslar ¢alismaya alinmis, ancak hastane infeksiyonu etkeni
olup olmadiklar1 degerlendirilmemistir. Geriye kalan 11 calismada ise yatan hasta,
poliklinik hastas1 ayirimi yapilmaksizin laboratuara gelen klinik orneklerden izole
edilmis tim P. aeruginosa izolatlar1 ¢alismaya alinmistir. Bizim c¢alismamiz harig,

Tablo 19°da yer alan 20 ¢alismadaki antibiyotik direng¢ oranlar1 incelediginde imipenem
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direnci % 8-54, meropenem direnci % 10-37, seftazidim direnci % 15-77, sefepim
direnci % 11-46, sefoperazon/sulbaktam direnci % 23—41, aztreonam direnci % 12-76,
siprofloksasin direnci % 7-61, piperasilin/tazobaktam direnci % 8-43, piperasilin
direnci % 11-58, amikasin direnci % 2-43, gentamisin direnci % 1475, tobramisin
direnci % 3—69, netilmisin direnci % 641 olarak goriilmektedir.

Hastanemizde yapilan calismalardan Durmaz ve ark.nin 1999 yilindaki
calismasinda yogun bakim {initelerinden hastane infeksiyonu etkeni olarak izole edilmis
P. aeruginosa suslarinda seftazidim direnci % 12; piperasilin % 57,9; amikasin % 15,8
ve gentamisin direnci % 36,8 olarak bildirilmistir [126]. Ersoy ve ark.nin 2002 yilindaki
calismasinda hastane infeksiyonu etkeni olarak izole edilmis 24 Pseudomonas susu i¢in
imipenem direnci % 12,5; seftazidim % 50; siprofloksasin % 25; aztreonam % 50;
amikasin % 50 ve gentamisin direnci % 67 olarak rapor edilmistir [127]. Yogun bakim
iinitelerimizde 2007 yilindaki hastane infeksiyonu etkenlerinin arastirildigi bir diger
calismada ise, 67 Pseudomonas izolatinda imipeneme % 20; meropeneme % 27,3;
seftazidime % 21,3; sefepime % 41,3; sefotaksime % 85,2; aztreonama % 45,9;
piperasilin/tazobaktama % 12,7; siprofloksasine % 18,5; amikasine % 7,6 ve
gentamisine % 30,2 oraninda direng saptanmistir [96].

Tirkiye’de ve hastanemizde yapilan c¢alismalardaki P. aeruginosa ve

Pseudomonas spp. antimikrobiyal direng¢ oranlar1 Tablo 20°de gosterilmistir.

Tablo 20. Tiirkiye de ve hastanemizde yapilan ¢alismalardaki P. aeruginosa ve Pseudomonas spp.
antimikrobiyal diren¢ oranlart (%)

Kaynak/Y1l IMP MEM CAZ FEP SCF ATM CIP PRL TZP AK GM TOB NET

Tiirkiye 'de yapilan
20 ¢calisma

1999-2008** 8-54 1037 15-77 11-46 23-41 12-76 7-61 11-58 843  2-43 14-75 3-69 6-41

Durmaz ve Ark.
1009+ 12 58 16 37
Ersoy ve Ark. 2002* 13 50 50 25 50 67
Mansur ve Ark.
00 20 27 21 41 46 19 13 8 30
Bu cahisma 25 17 3 4 11 21 8 6 6 6 12 10 32
2009%*

IMP:Imipenem, MEM:Meropenem, CAZ:Seftazidim, FEP: Sefepim, SCF:Sefoperazon/Sulbaktam, ATM:Aztreonam,
CIP:Siprofloksasin, PRL: Piperasilin, TZP:Piperasilin/Tazobaktam, AK:Amikasin , GM:Gentamisin, TOB: Tobramisin,
NET:Netilmisin

*Pseudomonas spp. direng oranlar1  ** P. aeruginosa. direng oranlari
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Hastanemizde yapilan 2002 yilindaki calismada sadece 24 izolat yer almaktadir
ki, bu durum istatistiksel acidan diren¢ oranlarinin hesaplanmasinda birka¢ izolatin
ylizde degerlerini anlamli oranda degistirebilmesine neden olmaktadir. Tobramisin,
netilmisin, sefoperazon/sulbaktam duyarlilik testleri 6nceki ii¢ calismanin hi¢birinde yer
almamaktadir. Meropenem, sefepim ve piperasilin/tazobaktam diren¢ oranlar1 ise
sadece 2007 yilindaki ¢alismada mevcuttur.

Yurt disinda yapilmis ¢alismalarda karbapenemlere direng oranmi % 3,9-50,5
arasindadir. Tiirkiye’de yapilmis ¢aligmalarda ise imipeneme direng orani % 8-54;
meropeneme direng oranit % 10-37 araligindadir. EARSS 2009 Tiirkiye verilerinde P.
aeruginosa i¢in karbapeneme diren¢ oram1 % 27,8’dir. Bizim calismamizda P.
aeruginosa suslarinin imipenem ve meropeneme direng oranlari sirasiyla; % 25 ve % 17
olarak bulunmustur. Bu oranlar yurti¢ci ve yurtdis1 verilerin ¢ogu ile benzer olup,
Tiirkiye ortalamasimin biraz daha altindadir. Imipenem direncinin meropenem direncine
gore daha yiiksek olmasinda hastanemizdeki P. aeruginosa infeksiyonlarinin ampirik
tedavisinde imipenemin daha fazla kullanilmasimn etkili olabilecegi diistiniilmiistiir.

P. aeruginosa i¢in seftazidim diren¢ oranlar1 yurtdisi ¢calismalarda % 4-44,8;
Tirkiye’deki caligmalarda % 15-77 araligindadir. Calismamizda seftazidim direng orani
% 3 olarak bulunmus olup, bu deger seftazidimin terapotik kullanimi acisindan yiiz
glildiiriiciidiir.

Sefepim direng orani ABD’de yapilmis kapsamli bir ¢calismada % 10 olarak
bildirilmistir [109]. Tirkiye’de yapilmis caligmalarda sefepim direng orant % 11-46
araliginda olup, bizim c¢aligmamizda % 4 olarak saptanmistir. Hastanemizdeki P.
aeruginosa infeksiyonlarmin tedavisinde seftazidim veya sefepimin bir diger
antipseudomonal ila¢ grubu ile kombine edilerek kullanimi etkili bir ampirik tedavi
segcenegi olarak gdzoniinda bulundurulmalidir.

P. aeruginosa suslar1 i¢in aztreonam direnci ile ilgili gerek Avrupa gerekse
ABD’de yapilan caligmalarin ¢ogunda diren¢ ya da duyarlilik oram bildirilmemistir.
Sadece Eldere ve ark.nin calismasinda P. aeruginosa igin aztreonama direng orani %
55,5 olarak bildirilmistir [97]. Tiirkiye’de yapilmis ¢alismalarda aztreonama direng
oran1 % 12-76 arasinda degismektedir(bkz. Tablo 19). Hastanemizde 2002 ve 2007
yillarinda Pseudomonas suslari i¢in aztreonam direng oranlar1 sirasiyla % 50 ve % 46
olarak bildirilmistir. Bizim c¢alismamizda P. aeruginosa izolatlar1 aztreonama % 21
oraninda direnc¢li bulunmustur. Bu verilere gére hastanemizde P. aeruginosa suslari igin

aztreonama diren¢ oraninda anlamli bir azalma oldugu goriilmektedir(p<0,001).
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Aztreonamin hastanemizdeki P. aeruginosa infeksiyonlarmmim tedavisinde son yillarda
tercih edilmemesinin bu diististe etkili olabilecegi sdylenebilir.

P. aeruginosa suslarinda kinolon direnci yurtdisinda yapilmig ¢alismalarda %
7,2-42,7 arasinda olup, bu oran EARSS 2009 Tiirkiye verilerinde % 29,3 olarak
bildirilmistir. Tiirkiye genelinde yapilmis calismalarda siprofloksasin direnci % 7-61
arasinda degismektedir (bkz.Tablo 19). Calismamizda siprofloksasine diren¢ oran1 % 8
olarak saptanmis olup, bu disliik diren¢ oraninmn hastanemizdeki P. aeruginosa
infeksiyonlarinin tedavisinde dikkate alinmasi gerektigi diisiintilmiistiir.

Yurtdisinda yapilmis ¢alismalarda piperasilin ve piperasilin/tazobaktama direng
oranlar1 % 3,1-48,5 arasinda olup, EARSS 2009 Tiirkiye verilerinde % 26,1 olarak
bildirilmistir.  Tiirkiye’de  yapilmis calismalarda ise piperasiline % 11-58;
piperasilin/tazobaktama % 8-43 arasinda diren¢ rapor edilmistir. Hastanemizde 1999
yilinda yapilan ¢alismada P. aeruginosa izolatlarindaki piperasilin direnci % 58, 2007
yilinda yapilan ¢alismada ise Pseudomonas suslari i¢in piperasilin/tazobaktam direnci
% 13 olarak bildirilmistir. Calismamizda piperasilin ve piperasilin/tazobaktama direng
oranlar1 % 6 olarak saptanmistir. Hastanemizdeki P. aeruginosa infeksiyonlarinin
tedavisinde piperasilinler sik kullanilmalarina ragmen, piperasilin ve piperasilin/
tazobaktam direncinde bir artis sozkonusu degildir. Aksine diren¢ oranlarinda diisme
oldugu goriilmektedir. Bu diisiiste hastanemizde piperasilin/tazobaktamin genellikle bir
diger antipseudomonal ila¢ grubu ile kombine kullaniminin etkili olabilecegi
diisiincesindeyiz.

Yurt disinda yapilmis calismalarda P. aeruginosa suslarinda aminoglikozidlere
diren¢ orant % 0-51,9 arasinda olup, EARSS Tiirkiye verilerinde 2006-2009 yillar1
arasindaki dort yillik direng oranlari sirasiyla; %33,7; % 28,2; % 22,5; % 15,4 seklinde
rapor edilmistir. EARSS verilerine gore Tiirkiye’de P. aeruginosa suslarinin
aminoglikozidlere diren¢ oranlarinda diisme goriilmektedir. Tirkiye’de yapilmis
calismalarda amikasin direnci % 2-43; gentamisin direnci % 14-75; tobramisin direnci
% 3-69; netilmisin direnci % 641 arasinda degismektedir. Calismamizda amikasin,
gentamisin, tobramisin ve netilmisine direng oranlari sirasiyla; % 6; % 12; % 10; % 32
olarak bulunmustur. Amikasin diren¢ orami en diislik, netilmisin ise direng orani en
yiiksek aminogikozidler olarak dikkati cekmektedir.

P. aeruginosa suslarmda IBL enzimi {iretimi tedavi srrasinda hizla ¢oklu beta
laktam antibiyotik direncine neden olmakta, boylece dereprese mutantlarin hastane

icinde yayilmasina ve nozokomiyal infeksiyonlara yol agmaktadir. Standart infeksiyon
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kontrol dnlemlerinin yani sira akilct antibiyotik kullanim politikalarinin belirlenmesine
katki saglayacak olan IBL salgilama oranlarinmn bilinmesi &nemlidir. Basit tarama
testleri ile IBL pozitif bulunan P. aeruginosa izolatlarmin etken olduklar:
infeksiyonlarin tedavisinde tek basina 3. kusak sefalosporinlerin ve monobaktamlarin
kullannmindan ka¢milmalidir. Aksi takdirde indiikleyici etki ile karbapenemler disinda
tim beta laktam antibiyotiklere diren¢ gelisebilecegi konusunda klinisyenler
bilgilendirilmelidir [33;48-50].

P. aeruginosa suslarindaki IBL iiretim oranlar1 iilkelere, hastanelere ve hatta
iinitelere gore degisebilmektedir. Tirkiyede yapilmis ¢alismalarda P.aeruginosa
suslarndaki IBL oranlar1 % 30,7-82 olarak bildirilmis olup, detaylar Tablo 21’de

gosterilmistir.

Tablo 21. Tiirkiyede yapilmis calismalarda IBL pozitif P. aeruginosa

oranlart '

Kaynak/Y1l/Calisilan sus sayisi IBL pozitif sus orani(%)
[128]Giilay ve Ark.1996.(150 sus) 61,3
[129]Fincanci ve Ark.2000.(73 sus) 59
[130]Sener ve Ark.2001.(58 sus) 55,1
[131]0zgeng ve Ark.2002.(199 sus) 77
[132]Kandemir ve Ark.2002.(13 sus) 30,7
[114]Gencer ve Ark.2002.(65 sus) 53
[133]Oldacay ve Ark.2003.(150 sus) 60
[134]Kiiciikates veArk.2007.(79 sus) 40,5
[135]Celik ve Ark. 2007. (50 sus) 82
[123]Eksi ve Ark. 2007. (51 sus) 52,9

Bu ¢alisma.2009.(110 sus) 90

Hastanemizde daha &nceki yillarda, IBL salgilayan P. aeruginosa suslarinm
goriilme sikhigiyla ilgili arastrma yapilmamistir. Calismamizdaki P. aeruginosa
izolatlarmin % 90’mda saptadigimiz IBL pozitifligi bu konudaki ilk veri olup, oran
Tirkiye’de yapilmis diger c¢alismalarda verilen oranlardan yiiksek bulunmustur.
Hastanemizdeki yiiksek IBL pozitiflik oran1 nedeniyle klinik dérneklerden izole edilen P.
aeruginosa suslar1 i¢in IBL iiretimi laboratuvar tarafindan belirtilmemis olsa bile,
izolatlarin bu Ozellikte oldugu kabul edilmelidir. P. aeruginosa infeksiyonlarinin
tedavisi sirasinda, kullanilan antimikrobiyal ilaca direng gelisebileceginden bu suslarin

antibiyogramlarmin 3-4 giinliik tedaviden sonra tekrarlanmasi uygun olacaktir.
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Karbapenemlerin P. aeruginosa infeksiyonlarinin tedavisinde yogun olarak
kullanilmas1 son yillarda bu antibiyotiklere karsi direncin artmasina yol acmistir. P.
aeruginosa’da diisiik diizey karbapenem direnci OprD porin proteini kaybi, aktif efluks
pompa sistemleri ve IBL salgilayan dereprese mutantlarin olusumu gibi birkag faktdriin
bir arada bulunmasiyla miimkiindiir. Ambler molekiiler smif B grubu MBL enzimleri
ise yiiksek diizeyde karbapenem direncinden sorumludur ve klinik yonden en 6nemli
karbapenemazlardir. Karbapenemaz iiretimi genellikle karbapenemlerin yan1 sira diger
beta laktam antibiyotiklere de dirence neden olmaktadir. Sadece monobaktamlar,
MBL’larin hidrolitik 6zelliklerinden etkilenmeyebilirler. IMP, VIM, SPM ve GIM tipi
MBL’lar P. aeruginosa’da tanimlanmistir. P. aeruginosa’da VIM-2 su an diinyada en
yaygin olan MBL enzimidir. [33;43;47;57-59].

MBL fiireten bakteriler ile olusan infeksiyonlarda bu direncin saptanmasi ve
yayllmasmin kontrol edilmesi gerekmektedir. Bunun i¢in rutin laboratuarlarda
kullanilabilecek hizli, giivenilir ve maliyet etkin fenotipik testlere ihtiya¢ vardir. Fakat
P. aeruginosa’da MBL saptanmasi i¢in heniiz CLSI’nin 6nerdigi standart bir tarama
testi bulunmamaktadir. Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda MBL enzimi salgilayan
bakterilerin tanimlanmasinda ¢esitli fenotipik yontemler kullanilmaktadir. Modifiye
Hodge testi, imipenem/EDTA Kombine disk testi, imipenem-EDTA ¢ift disk sinerji
testi MBL saptanmasinda kullanilan basit tarama testleridir. Bu testlerden bagka
sonuglar1 PZR ile dogrulanmis olan MBL E test tarama yontemleri de kullanilmaktadir.
Duyarlilik ve 6zgiilliikk oran1 ¢ok yiiksek olsa da, bugiin i¢in sayilar1 artmis olan MBL
subtiplerini PZR ile saptamak efektif olmamaktadir [69;84-90].

Modifiye Hodge testini gelistiren Lee ve ark.nin 2001 yilindaki ¢alismasinda
PZR ile blaVIM-2 geni pozitif bulunmus olan 493 P. aeruginosa klinik izolatinda
modifiye Hodge testi % 100 duyarlilik ve % 88 o6zgiilliikkte bulunmustur [92]. Lee ve
ark. 2003 yilinda blaIMP-1 veya blaVIM-2 geni pozitif 39 P. aeruginosa klinik
izolatinda modifiye Hodge testinin performansmi degerlendirmislerdir. Yirmialt1
pozitif, 10 siipheli ve 3 negatif sonuc¢ elde etmisler ve testin duyarliliginda diisme
saptamislardir [86]. Ayn1 arastirmacilarin 2008 yilindaki ¢alismasinda ise, imipeneme
direngli 415 klinik P. aeruginosa izolatinda MBL direng genleri PZR ile arastirilmig ve
45 izolatta MBL geni saptanmistir. Ancak caligmada tarama testi olarak modifiye
Hodge testi kullanildiginda 117 izolatta MBL pozitif sonu¢ alindig: bildirilmistir [136].

P. aeruginosa suslarinda MBL enzimi tarama testi olarak modifiye Hodge

testinin kullanildig1 calismalar ¢cok az sayidadir. Bu caligmalarda genellikle Lee ve
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ark.nmn[92] 2001 yilinda uyguladiklar1 yontem referans olarak alinmis ve calismalarin
hi¢cbirinde modifiye Hodge testi sonuglar1 genotipik olarak dogrulanmamistir. Modifiye
Hodge testi i¢in ayn1 arastirmacilar farkh bulgular1 ve yontemi tekrar modifiye etme
calismalar1 nedeniyle P. aeruginosa suslarinda testin giivenilirligi tartigmalidir.
Tirkiye’de MBL enzimi tarama testi olarak modifiye Hodge testinin kullanildig:
calismalarda da imipenem diskine EDTA ilave edilerek MHA besiyerleri kullanilmistir.

Fidan ark.nin yaptiklar1 calismada 40 P. aeruginosa izolatindan ikisi(% 5)
modifiye Hodge testi ve ¢ift disk sinerji testi ile pozitif sonug¢ vermis, iki testin uyumlu
oldugu bildirilmistir [124].

Tetik Isparta’da 2008 yilinda yaptigi c¢alismada imipeneme direngli 52
P.aeruginosa izolatimm 30’unda(% 58) modifiye Hodge testi ile MBL pozitifligi
saptamistir. Ayni ¢alismada Kombine disk metodu ile % 62, IMP-EDTA ¢ift disk sinerji
testi ile % 73 ve E test ile % 40 oraninda MBL pozitifligi saptanmistir [137].

Dede Istanbul’da 2006 yilinda imipeneme direncli 63 P. aeruginosa izolatinda
modifiye Hodge testi ve imipenem/EDTA Kombine disk testi ile MBL enzim iiretimini
arastirmis, ancak her iki test ile de MBL pozitifligi saptanmamustir [138].

Bizim ¢alismamizda imipenem ve/veya meropeneme direngli 29 izolatta MBL
iretimini belirlemek i¢in {i¢ fenotipik yontem calisilmistir. Bu yontemlerden modifiye
Hodge testi diger iki fenotipik yontem olan imipenem/EDTA Kombine disk testi ve
MBL E testten olduk¢a farkli sonuglar vermistir. Modifiye Hodge testinin
degerlendirilmesi sirasinda negatif kontrol olarak ¢alisilan P. aeruginosa ATCC 27853
susunun slpheli pozitiflik vermesi ve testin tekrarinda da pozitif olarak
degerlendirilmesiyle test sonuglarinin giivenilirligi sorgulanmig ve MBL {ireten suslarin
belirlenmesinde modifiye Hodge testi sonuglari dikkate alinmamastir.

Calismamizda kullandigimiz ikinci fenotipik yontem MBL E testtir. Gerek
calisma kolayhigi, gerek MIK degerleri ile sayisal sonu¢ vermesi ve yorumlanma
kolaylig1 nedeniyle MBL E test ile ilgili ¢ok sayida ¢aligma yapilmistir.

MBL E testle ilgili ilk referans calisma Walsh ve ark. tarafindan 2002 yilinda
ABD’de yapilan calismadir. Calismada P. aeruginosa’dan baska Acinetobacter spp.,
Stenotrophomonas maltophilia, Serratia spp., ve Bacterodides fragilis izolatlarinda da
IMP/EDTA ve CAZ/MPA E test yontemleri ¢alisilmistir. Toplam 130 izolatta genotipik
yontemler ve E test yontemleri ile MBL iiretimi arastirilmis ve 83 izolatta genotipik
yontemler ile MBL geni pozitif bulunmustur. IP/IPI E testin duyarlilig1 % 94, 6zgilligii
% 95 olarak bildirilmistir. Calisilan 14 P. aeruginosa izolatindan birinde PZR ile
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blalMP-1 geni pozitif olarak bulunmus, IP/IPI E test ile de ayni izolat pozitif, diger 13
izolat ise negatif sonu¢ vermistir. P. aeruginosa igin IP/IP1 E testin duyarlilik ve
ozgiilliigii % 100 olarak bildirilmistir. Calismada imipenemin seftazidime ve EDTA’ ’nin
MPA’e gore genel olarak ¢cok daha dogru sonuglar verdigi vurgulanmistir. Yine ayni
calismada IP/IPI E test icin MHA besiyeri 6nerilmis, farkli MHA besiyeri markalarinin
IP/IP1 E test sonuglarini etkileyebilece§ine dikkat cekilmistir. Calismada bes farklhi
marka MHA besiyeri MBL E test sonuglar1 agisindan test edilmis, dort besiyerinde
kabul edilebilir sonuglar alinmis ancak bir besiyerinde hatali pozitiflik orami yiiksek
bulunmustur. Bunun besiyeri igerigine bagli olarak, IMP MIK degerlerinin diisiik;
IMP/EDTA MIK degerlerinin ise ¢cok daha fazla diisiik (hatali olarak >8 kat farka yol
acar) olarak dl¢iilmesinden kaynaklandig1 bildirilmistir [84].

Lee ve ark. MBL geni tasimayan 23 P. aeruginosa izolatinda, blaIMP-1 geni
pozitif bir P. aeruginosa izolatinda ve blaVIM-2 geni pozitif 102 P. aeruginosa
izolatinda IP/IPI E testin performansini degerlendirmislerdir. IP/IPI E test ile blaIMP-1
geni tasiyan izolat pozitif sonu¢ vermistir. blaVIM-2 geni tagiyan 102 P. aeruginosa
izolatinin 101’inde sonug¢ pozitif, MBL geni tasimayan 23 izolatin 22’sinde ise sonug
negatif bulunmustur. Calismada IP/IPI E testin duyarliligr % 99 ve 6zgilligi % 95,7
olarak saptanmis olup; IMP-1 ve VIM-2 iireten P. aeruginosa izolatlarinda MBL tespiti
icin E testin giivenilir oldugu bildirilmistir [87].

Marchiaro ve Ark. altist MBL geni pozitif(blalMP, blaVIM ve blaSPM-1)
olmak tizere toplam 56 P. aeruginosa izolatinda IP/IPI E test ¢alismislardir. E test
sonucunda MBL geni tasiyan alt1 izolatin besi pozitif, MBL geni tasimayan 50 izolatin
tamami negatif bulunmugtur. IP/IPI E testin duyarlilig1 % 83,3; 6zgiilliigii % 100 olarak
rapor edilmistir [139].

Wang ve ark.nin calismasinda karbapenemlere direngli 258 P. aeruginosa
izolatinda PZR ve DNA sekans analizi ile MBL geni arastirilmis ve ayni zamanda
IP/IP1 E test ¢aligilmistir. Yirmi iki izolatta MBL geni pozitif(blaIMP-1, blaIMP-9 ve
blaVIM-2) bulunmus olup, IP/IPI E test bu izolatlarin 19’unu saptayabilmistir. MBL
geni negatif bulunan 238 izolatin tamaminda IP/IPI E test sonuclari da negatif
bulunmustur. Calismada IP/IPI E testin duyarliligt % 86,3; 6zgiilliigii % 100 olarak
bildirilmistir [140].

MBL enzim iiretimini belirlemek i¢in kullandigimiz iigiincii fenotipik test olan
IMP/EDTA Kombine disk testi, 2002 yilinda Yong ve ark. tarafindan ¢ift disk sinerji
testlerine alternatif olarak gelistirilmistir. PZR ile blaIMP-1 geni veya blaVIM-2 geni
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pozitif bulunan 102 P. aeruginosa izolatinda IMP/EDTA Kombine disk testi ¢aligilmis,
testin duyarlilig1 ve 6zgiilliigii % 100 olarak bildirilmistir [90].

Yan ve ark.nin c¢alismasinda MBL geni pozitif olan 22 Pseudomonas
susunda(onbiri P. aeruginosa) IMP/EDTA Kombine disk testi ve IP/IPI E test caligilmis
ve suslarin 19’unda her iki test ile sonu¢ pozitif bulunmustur. Testlerin duyarliligi %
86,4 oOzgiilliigii ise % 100 olarak saptanmustir. E testin imipeneme duyarli(MIK<
4pg/ml) suslarda MBL iiretimini saptayamadig: 6zellikle vurgulanmistir [89].

Samuelsen ve ark. karbapenemlere direngli 60 P. aeruginosa izolatinda ve MBL
pozitif kontrol suslarinda IMP/EDTA Kombine disk testini ¢alismislardir. Altmis
izolattan ikisi genotipik olarak MBL pozitif bulunmus, bu iki sus ve pozitif kontrol
amagcl ¢alisilan yedi sus(VIM-1, VIM-2, VIM-7, IMP-16, GIM-1 ve SPM-1) Kombine
disk testi ve IP/IPI E test ile pozitif sonug¢ vermistir. Kombine disk testi 58 MBL negatif
susun besinde hatali pozitif sonu¢ vermistir. IMP/EDTA Kombine disk testinin
duyarliligr % 100, ozgiilliigii % 91 olarak saptanmistir. IP/IPI E test 58 MBL negatif
susun sekizinde hatali pozitif sonu¢ vermis, bu testin duyarliligi % 100, 6zgiilliigii % 86
olarak saptanmistir. Calismada, MBL taramasi calisilacak suslar icin imipenem
direncine ilaveten seftazidime direncin de tarama kriterlerine eklenmesinin, hatali
pozitif sonuglar1 azaltarak; testin 6zgilliigilinii artiracagi belirtilmistir [141].

Pitout ve ark.nin ¢caligmasinda; imipeneme duyarli olmayan 241 P. aeruginosa
izolat1 ¢alismaya alinmis, bunlarm 107’sinde b/aIMP ve blaVIM geni saptanmustir.
IMP/EDTA Kombine disk testi ve IP/IPI E test ile MBL pozitif 107 izolatin 103’i
saptanabilmistir. Genotipik olarak MBL negatif 134 izolatin 12’sinde her iki testle
hatali pozitif sonu¢ alinmistir(% 96 duyarlilik ve % 91 6zgiilliik). IMP/EDTA Kombine
disk testi sonuglar1 ile IP/IPI E test sonuglar1 arasinda % 100 uyum saptanmustir.
Meropenem/EDTA kombinasyonu ile ¢alisilan Kombine disk testinde ise; MBL {ireten
107 izolatin tamami pozitif sonu¢ vermis, MBL iiretmeyen 134 izolatin dordiinde ise
hatali pozitif sonu¢ almmustir (% 100 duyarlilik ve % 97 6zgiilliik) [142].

Qu ve ark.nin calismasinda imipeneme duyarli olmayan 264 P. aeruginosa
izolatinda PZR ve niikleotid sekans analizi ile MBL geni arastirilmis, 24 izolatta (bir
izolat blaIMP-1, 13 izolat blaIMP-9 ve 10 izolat blaVIM-2) pozitif sonug¢ elde
edilmistir. Kombine disk testinin pozitifligi i¢in IMP ve IMP/EDTA disk zon ¢aplar1
arasindaki farki > 6 mm pozitif kabul ederek, testin duyarlilik, 6zgilligiini % 100
olarak saptamiglardir. Ayni ¢alismada Yong ve ark.nin[90] degerlendirme kriteri olan

>7 mm pozitif degerine gore; testin duyarlihigi % 90,5; 6zgilligli % 100 olarak
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bildirilmistir. Calismada 24 izolattan 18’1 IP/IPI E test ile pozitif sonu¢ vermis olup,
MBL geni tasimayan 240 izolatin tamaminda E test sonuglar1 negatif bulunmustur
(Duyarlilik % 75 ve 6zgiillik % 100) [143].

Andrade ve ark.nin ¢alismasinda; Kombine disk testi i¢in pek ¢ok beta laktam
antibiyotik MBL inhibitorleri ile kombine edilerek calisilmis; sadece IMP/EDTA
kombinasyonu ile tutarh sonuglar elde edilmistir. Onceden hazirlanarak +4 °C’de
muhafaza edilen diskler ile test sirasinda EDTA eklenen disklerin zon ¢aplar1 arasinda
fark saptanmadigi bildirilmistir [ 144].

Bahar ve ark.nin ¢alismasinda imipeneme direngli 115 P. aeruginosa izolatina
MBL tarama testi olarak IMP/EDTA kombine disk testi ¢alisilmis, 23 izolat MBL
pozitif bulunmus olup; PZR ile bu 23 izolatin tamaminda b/aVIM geni saptanmistir
[145].

Calismalarda yer alan IMP/EDTA Kombine disk testi ve IP/IPI E test

sonuglarinin duyarhlik ve 6zgiilliikk oranlar1 Tablo 22 ve Tablo 23°de gosterilmistir.

Tablo 22. P. aeruginosa izolatlarinda imipenem/EDTA Kombine disk testi duyarlilik ve ozgiilliik

oranlart
Kaynak /EDTA miktari /Pozitiflik sinir degeri Duyarhihk(%) Ozgiilliik (%)
[90]Yong ve Ark./ 750ug/ > 7 mm 100 100
[89]Yan ve Ark./ 750ug/ > 7 mm 86,4 96
[141]Samuelsen ve Ark./ 750pg/ > 7 mm 100 91
[142]Pitout ve Ark./ 930ug/ > 7 mm 96 91
[143]Qu ve Ark./ 750pg/ > 7 mm 90,5 100

> 6 mm 100 100

Tablo 23. P. aeruginosa izolatlarinda MBL( IP/IPI) E test duyarlilik ve 6zgiilliik oranlar

Kaynak Duyarhihk(%) Ozgiilliik (%)
[84] Walsh ve Ark 100 100

[89] Yan ve Ark 86,4 100

[87] Lee ve Ark 99 95,7
[141]Samuelsen ve Ark 100 86
[142]Pitout ve Ark 96 91
[143]Qu ve Ark. 75 100
[140]Wang ve Ark 86,3 100
[139]Marchiaro ve Ark 83,3 100

Ulkemizde P. aeruginosa suslar1 icin MBL oranlar1 gesitli fenotipik yontemler
kullanilarak arastirilmistir. Ancak molekiiler yontemler ile MBL geni saptamaya

yonelik calismalar az sayidadir.
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Bahar ve ark. 2003 yilinda Ankara’da 53 yasinda bir hastadan izole ettikleri,
ancak infeksiyon etkeni olarak diistinmedikleri bir P. aeruginosa izolatinda blaVIM-5
geni saptamiglardir. Bu MBL iireten P. aeruginosa izolat1 olarak Tiirkiye’den yapilan
ilk bildirimdir. MBL pozitif izolat karbapenemlerin yami sira sefalosporinlere,
aztreonama, piperasilinlere, siprofloksasine ve aminoglikozidlere diren¢li bulunmustur.
VIM-5 iireten bu izolat IP/IPI E test ile de pozitif sonug¢ vermistir. Calismada daha 6nce
Tiirkiye’den bildirilmis VIM-5 enzimi iireten Klebsiella pneumoniae izolatlarina dikkat
cekilerek, MBL enzimlerinin Gram negatif patojenler arasindaki yayilma potansiyeli
vurgulanmstir [146].

Ozgiimiis ve ark. 2007 yilinda Rize’de yaptiklar1 ¢ahismada PZR ydntemi ile 10
P. aeruginosa i1zolatinda blaVIM geni(bir izolatta) ve blalMP-1(dokuz izolatta) geni
saptadiklarim1 bildirmislerdir. Calismada IP/IPI E test IMP-1 geni tasiyan izolatlarin
sadece dordiinde pozitif sonuc¢ vermistir. Piperasilin/tazobaktam izolatlara etkili tek
antibiyotik olarak bildirilmistir [147].

Yakupogullar1 ve ark.nin 2006 yilinda Elazig’da yaptiklari caligmada, iki
yasinda kistik fibrozisli bir hastadan izole edilen ve IP/IP] E test ile pozitif sonug¢ alinan
P.aeruginosa susunda blaVIM-2 geni saptanmistir. Izolat siprofloksasin ve kolistin
disindaki antibiyotiklere direngli olarak bildirilmistir [148].

Bayraktar ve ark.nin calismasinda yogun bakim {iinitesinden izole edilen 27
P.aeruginosa susundan 17’sinde(% 63) IP/IPI E test ile MBL pozitif olarak
bulunmustur. Suslarin ¢ogunlukla diger beta laktam antibiyotiklere de direngli oldugu
saptanmistir [149].

Toraman ve ark.nin ¢alismasinda karbapenemlere direngli 42 Pseudomonas
susunda IP/IPI E test calisilmis ve 10 P. aeruginosa(% 24) susunda MBL pozitif
bulunmustur [150].

Cesur ve ark. Tiirkiye’de yedi farkli cografi bolgeyi temsil eden Ankara, Konya,
Antalya, Istanbul, Izmir, Diyarbakir, Van olmak iizere sekiz ilden toplam 186
karbapenemlere direngli P. aeruginosa susunda MBL varligini IMP/EDTA Kombine
disk testi ile arastirmiglardir. Suslarin % 31,2’sinde (58/186) MBL pozitif bulunmustur.
MBL oranlarinin iller arasinda istatistiksel a¢idan anlamli farkliliklar gosterdigi
bildirilmistir (p< 0,05) [151].

Calismamizda imipeneme ve/veya meropeneme duyarlt olmayan 29 izolata
IMP/EDTA Kombine disk testi ve IP/IPI E test ¢alisiimistir. Kombine disk testi ile alt1
izolatta, IP/IPI E test ile de iki izolatta pozitif sonu¢ bulunmustur. IP/IPI E test ile
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pozitif sonu¢ veren iki izolat Kombine disk testi ile de pozitif sonu¢ vermistir. Tablo
23’teki caligmalar incelendiginde IP/IPI E testin duyarliligi % 75-100; 6zgilligi ise %
86—100 arasinda degismektedir. IMP/EDTA Kombine disk testi ile yapilan ¢aligmalarda
duyarhlik oranlar1 % 86,4-100; o6zgiilliik oranlar1 % 91-100 arasinda degismektedir
(bkz. Tablo 22). Testlerin 6zgiilliikk oranlar1 dikkate alindiginda, MBL tarama testlerini
calistigimiz 29 izolat arasinda IP/IPI E test ve Kombine disk testi sonucu negatif olan
23 izolatin MBL aktivitesine sahip olma ihtimalleri ¢cok diistiktiir.

Testlerin duyarlilik oranlar1 dikkate alinarak calismamizda MBL E test ve
Kombine disk testinin her ikisiyle de pozitif sonug¢ veren iki izolat, MBL enzimi iireten
izolatlar olarak kabul edilmistir. Buna gore karbapenemlere direngli 29 P. aeruginosa
izolat1 igerisinde MBL {ireten izolatlarin oran1 % 7(2/29) olarak bulunmustur. Calisilan
110 P. aeruginosa izolat1 icerisinde MBL iiretenlerin orani ise % 1,8(2/110) olarak
belirlenmistir.

MBL taramasinda negatif sonu¢ alinan P. aeruginosa izolatlarinda muhtemelen
OprD porin proteini kayb1 sonucu karbapenem direnci ortaya c¢ikmakta, buna baglh
olarak imipeneme diren¢ yaninda meropeneme azalmis duyarlilik goézlenmektedir.
Meropenem ve diger beta laktam antibiyotiklerin farkli kanallardan dis membrani
gecebilmesi azalmis duyarlilig agiklar niteliktedir. Ayrica OprD porin proteini kaybma
baglh olarak karbapenem direnci gelisimi sadece kromozomal AmpC tipi beta-
laktamaz(iBL) iireten suslarda goriilmekte olup, bu iki direng mekanizmas: arasmnda
yakin iliski vardir [16;30-34]. Calismamizdaki P. aeruginosa izolatlarinin % 90’1 IBL
pozitif oldugundan izole karbapenem direnci bu iki mekanizmanin birlikteligine baglh
olabilir. Yine karbapenemler dahil ¢oklu ila¢ direncine sahip ancak, MBL negatif olarak
bulunan izolatlarda OprD porin proteini kaybiyla birlikte efluks pompa sistemlerinin
diren¢ten sorumlu olabilecegi sdylenebilir.

MBL pozitif 1 no’lu izolat imipenem, meropenem, sefotaksim, aztreonam,
netilmisine direngli olup; 2 no’lu izolat ise imipenem, meropenem, sefotaksim ve
netilmisine direngli bulunmustur(bkz. Tablo 16). Her iki izolatin da seftazidim, sefepim,
piperasilinler, siprofloksasin, amikasin, gentamisin ve tobramisine duyarli oluslari
sasirticidir. Mutlak bir kural olmamakla birlikte, MBL iireten suslarda aztreonam
disindaki tiim beta laktam antibitotiklere direng olugsmas1 beklenmektedir. Ayrica MBL
enzimini kodlayan gen kasetlerinin bulundugu class 1 integronlarda genellikle
aminoglikozid direncini kodlayan aacA4 geni de bulundugundan siklikla aminoglikozid

grubu antibiyotiklere de direng gelisebilmektedir [75-78].
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Hastanemizdeki nozokomiyal P. aeruginosa izolatlarinda MBL pozitiflik
oraninin belirlenmesi ve IP/IPI E teste gore ¢cok daha diisiik maliyetli olan IMP/EDTA
Kombine disk testinin rutin laboratuvarda MBL taramas1 amaciyla kullanilabilirligini
ortaya koymak bu ¢alismanin amaglar1 arasindadir. Calismamizda IMP/EDTA Kombine
disk testinin E test gibi kolay uygulanabilen, kolay yorumlanabilen, yiiksek duyarlilik
ve 6zgllliige sahip bir fenotipik tarama testi oldugu ve IMP/EDTA Kombine disk testi
sonuglarinin IP/IPI E test sonuglartyla % 86 oraninda uyumlu oldugu saptanmustir.
Rutin laboratuvar calismalar1 sirasinda izole edilen karbapenemlere direncli P.
aeruginosa suslarinda IMP/EDTA Kombine disk testi calisilarak, MBL enzimi
varliinin saptanmasi sayesinde infeksiyon kontrol onlemleri hizli ve etkin olarak
uygulanabilir; boylece diren¢li suslarin seleksiyonu ve direncin diger Gram negatif

bakterilere aktarilmasi Onlenebilir.
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1.

4.

6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda P. aeruginosa suslar1 en sik idrar, trakeal aspirat, kan ve yara
orneklerinden izole edilmistir; en sik neden olduklar1 infeksiyonlar idrar yolu

infeksiyonlar1 ve pnomonidir.

Suslarin en sik izole edildikleri servisler Reanimasyon Yogun Bakim ve
Dahiliye Yogun Bakim {initeleri olup, karbapenemlere direngli suslarin da
cogunlugu yogun bakim iinitelerinde tedavi goren hastalardan izole edilmistir.
Yogun bakim iiniteleri hastanenin diger servislerine gore P. aeruginosa
infeksiyonlar1 agisindan daha riskli durumdadir. Bu nedenle yogun bakim
iinitelerinde infeksiyon kontrol dnlemlerinin eksiksiz uygulanmasi, antibiyotik
diren¢ profilinin siirekli izlenmesi ve dogru antibiyotik kullanim politikalarinin

olusturulmasi gerekmektedir.

Seftazidim, sefepim, piperasilinler, siprofloksasin, amikasin, gentamisin ve
tobramisin P. aeruginosa suslarinin en duyarl olduklar1 antibiyotikler olarak
bulunmustur. Amikasin diren¢ orami en diisiik, netilmisin ise diren¢ orani en

yiiksek aminogikozidler olarak dikkati cekmektedir.
Hastanemizdeki P. aeruginosa infeksiyonlarmin ampirik tedavisinde en ¢ok

tercih edilen ilag grubu olmalar1 nedeniyle karbapenemlere(6zellikle imipeneme)

direng orani1 diger beta laktam antibiyotiklere gore yiiksek bulunmustur.
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10.

11.

Duyarlilk  oram1  ¢ok  yiikksek olan  seftazidim, sefepim veya
piperasilin/tazobaktamin bir diger antipseudomonal ilag grubu ile kombine
kullannminin, hastanemizdeki P. aeruginosa infeksiyonlarinin ampirik tedavisi

icin 1y1 bir yaklagim olabilecegi kanisindayiz.

Calismamizdaki P. aeruginosa izolatlarmm % 90’inda saptadigimiz IBL

pozitifligi Tiirkiye’de yapilmis diger calismalardan yiiksek bulunmustur.

IBL pozitif bulunmus izolatlarm etken olduklar1 infeksiyonlarin tedavisinde tek
basina 3. kusak sefalosporinlerin ve monobaktamlarin kullanimindan
kacmilmalidir. Aksi takdirde indiikleyici etki ile karbapenemler disinda tiim beta

laktam antibiyotiklere direng gelisebilecegi goz oniinde bulundurulmalidir.

Hastanemizdeki yiiksek IBL pozitifligi nedeniyle, klinik érneklerden izole edilen
P. aeruginosa suslar1 igin IBL iiretimi laboratuvar tarafindan belirtilmemis olsa

bile; izolatlarin bu 6zellikte oldugu kabul edilmelidir.

Yiiksek IBL pozitifligi nedeniyle, P. aeruginosa infeksiyonlarmm tedavisi
sirasinda kullanilan antimikrobiyal ilaca diren¢ gelisebileceginden; bu suslarin

antibiyogramlarmin 3-4 giinliik tedaviden sonra tekrarlanmasi uygun olacaktir.

Calismamizda karbapenemlere direngli izolatlarda MBL iiretimini belirlemek
icin kullandigimiz yontemlerden modifiye Hodge testinin, negatif kontrol i¢in
kullanilan standart susta(P. aeruginosa ATCC 27853) pozitif sonu¢ vermesi ve
diger iki yonteme gore ¢ok farkli sonuglar vermesi nedeniyle, rutin

laboratuarimizda MBL tarama testi olarak kullanilmasi uygun goriilmemektedir.

Calismamizda MBL E test ve Kombine disk testinin her ikisiyle de pozitif sonug
alman iki izolat, MBL iireten izolatlar olarak kabul edilmistir. Buna gore
karbapenemlere direngli P. aeruginosa izolatlar1 icerisinde, MBL {ireten
izolatlarm orani % 7 olarak bulunmustur. Calisilan tiim P. aeruginosa izolatlar

icerisinde MBL {iretenlerin orani ise % 1,8 olarak belirlenmistir.
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12. Calismamizdaki karbapenemlere direngli P.aeruginosa izolatlar1 icin MBL

13.

iretiminin saptanmasimnda, IMP/EDTA Kombine disk testi ile IP/IPI E test

birbirleriyle % 86 oraninda uyumlu bulunmustur.

IMP/EDTA Kombine disk testinin IP/IPI E test kadar gilivenli, basit, hizli ve
kolay yorumlanabilen, iistelik E teste gore maliyet yoniinden ¢cok daha uygun bir
test oldugu saptanmistir. Bu testin rutin laboratuvarimizda izole edilen
karbapenemlere direngli P. aeruginosa izolatlar1 i¢in ¢alisiilmast MBL pozitif
izolatlarin hizla saptanmasmi ve infeksiyon kontrol onlemlerinin etkin olarak

uygulanmasimi saglayabilir.
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7. OZET

TURGUT OZAL TIP MERKEZINDE 2009 YILINDA NOZOKOMIiYAL
PSEUDOMONAS AERUGINOSA 1ZOLATLARINDA ANTIiBiYOTIKLERE
DIRENC, INDUKLENEBILIR BETA-LAKTAMAZ VE METALLO BETA-
LAKTAMAZ ORANLARININ BELIRLENMESI

Amag: Hastane infeksiyonu etkenlerinden olan Pseudomonas aeruginosa birgok
antibiyotige dogal olarak direncli olup, mevcut kullanilabilen antibiyotiklere direnci de
hastanelere gore degisebilmektedir. P. aeruginosa’nin antibiyotiklere direncinde ¢esitli
beta-laktamaz enzimleri ve farkli mekanizmalar rol oynamaktadir.

Bu ¢alismada nozokomiyal infeksiyon etkeni olarak izole edilen P. aeruginosa
suslarinda cesitli antibiyotiklere diren¢ oranlarinm, IBL ve MBL iiretiminin
arastirilmast ve MBL diretimini belirlemek icin i farkli fenotipik yOntemin
karsilagtirilmasi amaglanmaistir.

Gere¢ ve Yontem: P. aeruginosa izolatlar1 konvansiyonel yontemler ile
tanimlanmis, antibiyotik duyarlilik testleri CLSI standartlarina gore Kirby-Bauer disk
difiizyon yontemi kullanilarak yapilmistir. Karbapenem direncini dogrulamak igin
imipenem ve meropenem E test(AB BIODISK, Solna, Sweden) kullanilmistir. iBL
dretimini belirlemek ic¢in disk indiiksiyon yontemi kullanilmistir. MBL {retimini
belirlemek i¢cin modifiye Hodge testi, imipenem/EDTA Kombine disk testi, MBL E test
kulanilarak sonuglar1 karsilagtirilmistir.

Bulgular: 110 P. aeruginosa susunun % 86°s1 idrar, trakeal aspirat, kan ve yara
orneklerinden izole edilmistir. Reanimasyon Yogun Bakim, Dahiliye Yogun Bakim,

Genel Cerrahi ve Noroloji servisleri etkenin en sik izole edildigi iinitelerdir. Izolatlarin
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en duyarli olduklar1 antibiyotikler sirasiyla; kolistin, seftazidim, sefepim, amikasin,
piperasilinler ve siprofloksasindir. Duyarlilik orant % 100 olan kolistin ile seftazidim ve
sefepim arasinda anlamli etkinlik farki bulunmamistir(p>0,10). Seftazidim ve sefepim
ile karbapenemler arasindaki etkinlik farki ileri derecede anlamlidir(p:<0,0001-0,002).
Aminoglikozidler arasinda duyarlilik oranmi en yiiksek olan amikasindir. Netilmisin,
imipenem, aztreonam ve meropenem sirasityla izolatlarn en direngli olduklar:
antimikrobiyallerdir. Disk indiiksiyon ydntemi ile izolatlarin % 90’mda IBL pozitif
bulunmustur. Kombine disk testi ve MBL E testin her ikisi ile pozitif sonu¢ veren iki
izolat MBL {ireten izolatlar olarak kabul edilmistir. Tiim izolatlar icinde MBL pozitif
olanlarin orani1 % 1,8’dir.

Sonu¢: Hastanemizde P. aeruginosa infeksiyonlarinin ampirik tedavisinde en
cok tercih edilen ila¢ grubu olmalar1 nedeniyle, karbapenemlere(6zelliklede imipeneme)
direng oran1 diger beta laktam antibiyotiklere gore yiiksektir. P. aeruginosa izolatlarinin
% 90’1 IBL iiretmekte oldugundan, duyarlilik oran1 ¢ok yiiksek olan seftazidim, sefepim
veya piperasilin/tazobaktamin ampirik tedavide bir diger antipseudomonal ilag grubu ile
kombine kullanimi, tek basina karbapenem kullanimina gére ¢ok daha etkili bir tedavi
yaklagimi olabilir.

MBL enzimi tarama testleri olarak IMP/EDTA Kombine disk testi ile MBL E
test calismamizda birbirleriyle % 86 uyumlu bulunmus olup, modifiye Hodge testi
tutarsiz sonuclar vermistir. MBL E test kadar giivenli, basit ve hizli ayrica; E teste gore
maliyeti ¢ok daha diisik olan IMP/EDTA Kombine disk testi, rutin laboratuvar
calismalarinda P. aeruginosa izolatlarinda MBL taramasi i¢in uygun olabilir. Bu test
sayesinde MBL pozitif izolatlarin hizla saptanmasi ve infeksiyon kontrol onlemlerinin
etkin olarak uygulanmasi miimkiin olabilir.

Anahtar Kelimeler: Pseudomonas aeruginosa, antibiyotik duyarliligi,

indiiklenebilir beta-laktamaz, metallo beta-laktamaz.
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8. SUMMARY

DETERMINATION OF ANTIBIOTIC RESISTANCE, INDUCIBLE BETA-
LACTAMASE AND METALLO BETA-LACTAMASE RATES FOR
NOSOCOMIAL PSEUDOMONAS AERUGINOSA ISOLATES IN TURGUT
OZAL MEDICAL CENTER WITHIN 2009 YEAR

Objectives: Pseudomonas aeruginosa that cause nosocomial infections is
naturally resistant to many antibiotics. Amongst hospitals, bacterial resistance to
currently used antibiotics may alter. Beta-lactamase enzymes and various resistance
mechanisms cause to antibiotic resistance.

This study aims to investigate antibiotic resistance and inducible beta-lactamase
and metallo beta-lactamase rates of P. aeruginosa strains that isolated from nosocomial
infections. Another aim of this study was to compare the three different phenotypic
methods for screening of MBL production.

Materials and Methods: P. aeruginosa isolates were identified by conventional
methods. According to the standards of Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI), antibiotics susceptibility tests were performed by Kirby-Bauer disk diffusion
method. Imipenem and meropenem E test (AB Biodisk, Sweden) were used for
verification of carbapenem resistance. Disk induction method was used for
determination of IBL production. Modified Hodge test and imipenem/EDTA Combined
disk test and MBL E test were used for detection of MBL production and the results of
these tests were compared.

Findings: Eighty-six percent of 110 P. aeruginosa strains have been isolated

from urine, tracheal aspirates, blood and wound specimens. P. aeruginosa were most
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frequently isolated from patients in Anesthesia and Reanimation Intensive Care Unit,
Internal Medicine Intensive Care Unit, Clinic of General Surgery and Neurology
service. P. aeruginosa isolates were most susceptible to antibiotics respectively,
colistin, ceftazidime, cefepime, amikacin, piperacillin and ciprofloxacin. One hundred
percent of isolates were susceptible to colistin whereas, there was no statistical
difference for activity between colistin and ceftazidime, cefepime antibiotics (p>0.10).
Ceftazidime and cefepime were found significantly more active than
carbapenems(p:<0,0001-0,002). Among aminoglycosides, amikacin has the highest
susceptibility rate. Netilmicin, imipenem, aztreonam, and meropenem, respectively they
have the most resistance rates for P. aeruginosa isolates. IBL disk induction method
was positive in 90% of the isolates. Two isolates that gave positive results with both of
the Combined disk test and the MBL E test were considered as MBL producing isolates.
Among all of the isolates, MBL positivity rate was found as 1,8%.

Results: The resistance rates to carbapenems(especially to imipenem) were
higher than the other beta lactam antibiotics, because of, they are preferred antibiotics
for the empiric therapy of P. aeruginosa infections in our hospital. Because of, the
susceptibility rates to ceftazidime, cefepime or piperacillin/tazobaktam were very high,
combined use of these antibiotics with other antipseudomonal drugs may be a much
more effective approach for empiric treatment of P. aeruginosa infections, compared to
stand-alone carbapenem usage. As a screening test for MBL enzymes IMP/EDTA
Combined disk test and MBL E test in our study were consistent with each other 86%,
and the modified Hodge test yielded inconsistent results. IMP/EDTA Combined disk
test is safe, simple and fast as much as MBL E test; it also has a much lower cost
compared to MBL E test. IMP/EDTA Combined disk test may be suitable for screening
of MBL producting isolates in routine laboratory studies. Rapid detection of MBL
positive isolates and effective implementation of infection control measures are possible
owing to IMP/EDTA Combined disk test.

Key words: Pseudomonas aeruginosa, antibiotic susceptibility, inducible beta-

lactamase, metallo beta-lactamase.
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