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OZET
Pseudomonas aeruginosa, yuksek mortalite ve morbidite ile seyreden

Hastane Enfeksiyonlarina neden olmaktadir. Pseudomonaslarda betalaktam
antibiyotiklere direng gelismesinden sorumlu mekanizmalar iginde en dnemilisi,
bakterilerin Urettigi beta-laktamaz enzimleridir. Metallo-beta-laktamaz (MBL)
enzim aktivitesi ¢inkoya bagimlidir ve EDTA veya merkaptopropionik asit ile
inhibe olabilmektedir. MBL tanimlama testlerinde bu enzimlerin EDTA ile inhibe
olma 6zelliginden yararlanilir. Ganumuze kadar bildirilmis olan bes ayri MBL
turd bulunmaktadir. Bunlar IMP (Imipenemase), VIM (Verona Imipenemase),
SPM-1 (Sau Paulo Imipenemase), GIM-1 (German Imipenemase) ve SIM-1
(Seul Imipenemase) olarak tanimlanmigtir. Bunlardan IMP ve VIM tipleri en sik
rastlananlardir ve dinya c¢apinda yaygindirlar. En c¢ok bilinen ve en c¢ok
arastirilan metallo betalaktamazlar VIM 1 gen ailesidir. Yirmiyedi cesidi ile 23
ayri gram negatif basilden, 40'dan fazla Uulkede izole edilmistir. VIM-2, VIM
ailesinin dominant tipidir ve Avrupa’nin birgok Ulkesinde izole edilmektedir.

Bu galismada, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama
Hastanesi’'nin g¢esitli servislerinde yatan ve HE tanisi alan hastalardan alinan
orneklerden izole edilen 29 P. aeruginosa izolatlarinda MBL enzimini, fenotipik
ve genotipik ydontemlerle arastirmasi amacglanmistir. Metallo-beta-laktamazin
fenotipik tayininde iki test uygulanmigtir. E-Test MBL stripleri ve modifiye hodge
testi (MHT) ile degerlendirilmis ve 29 susun altisi (20,7%) MBL pozitif olarak
saptanmigtir. MBL E-Test (IMP-EDTA) ve MHT ile duyarlihk %54, 6zgulluk
%100, Pozitif Prediktif Deger (PPD) %100, ve Negatif Prediktif Deger (NPD)
%78 olarak hesaplanmistir.

Fenotipik test sonuglarini dogrulamak amaciyla PZR analizi yapilmigtir.
PZR ile calismaya alinan 29 izolatin 11’inde metallo-beta-laktamaz geni
saptanmig, metallo-beta-laktamaz sikligi %37.9 olarak belirlenmistir.

Calismamizda elde ettigimiz sonuglar Dlnya’daki ve Turkiye’deki diger
calismalarla uyum goéstermektedir. lyi standardize edilmis, degerlendirme
kriterleri  belirlenmis fenotipik testlere ve bu testlerin genotipik olarak

dogrulanmasina yonelik ¢aligmalara gereksinim oldugu gorusune variimistir.

Anahtar Kelimeler: Pseudomonas aeruginosa, metallo beta laktamaz, Blawp,

Blaviv, antibiyotik duyarlilik, hastane enfeksiyonlari.



ABSTRACT
Pseudomonas aeruginosa leads hospital infections that have high

mortality and morbidity rates. Pseudomonas areuginosa is resistant against
beta-lactam antibiotics and one of the most important mechanisms in being
resistant to such antibiotics is producing beta -lactamase enzyme. Metallo-beta-
lactamase enzyme activity is zinc dependent and is inhibited by EDTA and
Mercaptopropionic asid. MBL identification tests are used to its position as the
enzymes inhibited by EDTA. Of acquired MBLs, there are five different types
have been reported These are the IMP (Imipenemase), VIM (Verona
Imipenemase), SPM-(Sau Paulo Imipenemase), GIM-1 (German Imipenemase)
type enzymes.. The IMP- and VIM-type enzymes are the most common and
exhibit a worldwide distribution.Of the known MBLs, VIMs are one of the most
common families, with 27 variants detected in at least 23 species of Gram-
negative bacilli from more than 40 countries/regions. The dominant type of VIM
is VIM-2 which has been isolated from strains in most countries within Europe.

In this study, Mersin University school of Medicine Research and
Application Hospital inpatient services and a variety of samples isolated from
patients with the diagnosis of nosocomial infection were investigated . The aim
of this study is to identify metallo-beta-lactamase enzyme in clinical
P.aeruginosa isolates by phenotypic and genotypic methods. MBL production
was found as positive in 6 (20,7%)P. aeruginosa strains. In our study, the
overall performance of the MBL E test (IPM-EDTA) and MHT revealed
Sensitivity, Specificity, Positive ve Negative Predictive Values results of 54%,
100%, 100%, and 78%, respectively.

In order to confirm the results of phenotypic tests, PCR analysis were
performed. According to the PCR analysis 11 isolates were found metallo-beta-
lactamase positive, and the prevelence of metallo-betalactamase was
determined as 37.9%.

The results of our study are consistent with other studies in the world and
in Turkey. Good standardized phenotypic testing and genotypic testing in this

clinical study is needed to confirm the opinion concluded.

Key words: Pseudomonas aeruginosa, metallo-beta-lactamase enzyme,

BlalMP, BlaVIM, antibiotic susceptibility nosocomial infection.



1. GIRIS VE AMAG

Hastane enfeksiyonlarina (HE) bagli morbidite ve mortalitedeki artis ve
tedavinin artan maliyeti, enfeksiyon kontrol stratejilerinin uygulanmasini gerekli
kilmistir. Her merkezin kendi hasta profilini, hastane florasini olusturan
mikroorganizmalari, bunlarin diren¢ paternlerini, her bolimdeki HE dagilimini
ve sikhigini bilmesi dogru stratejilerin gelistiriimesini saglar . Amerika Birlesik
Devletleri (ABD)'inde HE’nin, her yil 77,000'in Uzerinde 6lume ve yilhk 5 -10
milyar dolarlik bir harcamaya sebep oldugu bilinmektedir?.

Hastanelerde antibiyotik kullaniminin yaygin ve kontrolsiiz olmasi
nedeniyle kullanilan antibiyotiklere karsi direng 6nemli bir sorun haline gelmistir
%, Hastane enfeksiyonlarinin sikhdi ve antibiyotik duyarligi ilkeden ilkeye,
hastaneden hastaneye ve ayni hastanenin farkli birimlerine gore
degismektedir'. Ginimiizde HEde Gram-pozitif bakteriler daha sik
gorilmesine ragmen Gram-negatif bakterilerin 6nemi devam etmektedir. Gram-
negatif bakterilerin antibiyotiklere kargi direng gelistirmesiyle bunlarin neden
oldugu HE’nin 6nemi artmakta ve mevcut antibiyotiklerle bu enfeksiyonlarin
tedavisi zorlagmaktadir. Ozellikle yodun bakim (nitelerinde gérilen HE’lerde
yuksek dozda, genis spektrumlu parenteral antibiyotik kullanimi gerektiginden
bu Unitelerde goklu ilag direnci (CIiD) daha énemli hale gelmektedir. Direncli bir
bakteriyle olusan enfeksiyonla mortalitenin artmasi, hastanede yatis suresinin
uzamasl ve maliyetin artmasi nedeniyle sorun olusturmaktadir®.

Hastane enfeksiyon etkeni olan Gram-negatif bakterilerin beta-laktam
antibiyotiklere direng gelistirmesinde en 6nemli mekanizma beta-laktamaz
Uretimidir®. Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL) bir¢ok enterik
bakteride bulunan genis spektruma sahip beta-laktamaz enzimleridir. Bu
enzimleri en ¢ok Ureten suslar Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae), ve
Escherichia coli (E. coli)dir. Bu enzim Uretildiginde organizma, c¢esitli beta-
laktam antibiyotikleri inaktive etmede oldukga etkili duruma gelmektedir®. Rutin
olarak uygulanan antibiyotik duyarlilik testleri basta Klebsiella spp. ve E. coli
olmak Uzere Gram-negatif bakterilerde beta-laktam direncini gostermede

yetersizdir. Bu testlerle in vitro olarak beta-laktam antibiyotiklere duyarli



olduklari saptanan bazi suslar in vivo olarak direncli bulunmakta ve bu durum
tedavide basarisizli§a yol agmaktadir’.

Bu calisma, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama
Hastanesi'nin gesitli servislerinde yatan ve HE tanisi alan hastalardan alinan
orneklerden izole edilen P. Aeruginosa’nin direng paterninin arastiriimasi, disk
diffuzyon testi, E-testt MBL E-test ve Modifiye Hodge testlerini PZR ile
karsilastirarak, metallo beta laktamaz direncini saptamada en uygun yontemi

bulmak igin planlanmistir.



2. GENEL BILGILER
2. 1. Hastane Enfeksiyonlari

Genellikle hastane enfeksiyonlari, hasta hastaneye yattiktan 48—72 saat
sonra ve taburcu olduktan sonra 10 giin iginde gelisir” ABD’de 1987 yilinda
HE’nin var olup olmadigini belirlemek veya saptanan enfeksiyonu tanimlamak
icin National Nosocomial Infection Surveillance (NNIS)'e katilan hastanelerde
uygulanmak Uzere “Centers for Disease Control” (CDC) tarafindan bir dizi
tanimlar getirilmis ve 1988’de uygulanmaya baslamistir®.Bu tanimlamalar daha
sonra dunyanin her yerinde kullaniimistir. Cerrahi alan enfeksiyonlarinin tanimi,
Ozellikle derin cerrahi yaralarin anatomik tanimlamasi igin, 1992 vyilinda
degisiklige ugratilmistir.

HE tanimlamalarinin gecerliligi ve guvenilirligini tespit icin yapilan bir
c¢alismada NNIS’e katilmayan hastanelerde HE orani % 79 olarak bulunurken,
katillanlarda oran % 86 olarak belirlenmistir. NNIS’e katilmayan grupta yer alan
hastaneler arasinda uyum % 79 gibi oldukca iyi bir diizeydedir”°.

Hastanelerde antibiyotik direnci ile ilgili ilk bildirim 1950’li yillarda,
penisiline direngli Staphylococcus aureus susuna aittir. Gunimuzde HE’larinin
onemli etkenleri koagulaz-negatif stafilokoklar, S. aureus, P. aeruginosa ve
diger Gram-negatif bakterilerdir’’. Kullanilan antibiyotiklerin etki spektrumuna
bagli olarak zaman igerisinde major patojenlerin tUmiU degisim gdstermis,
zaman zaman Gram negatif bakteriler, zaman zaman Gram pozitif bakteriler 6n
plana c¢ikmistir. Gram-negatif bakteriler 1960 ve 1970’li yillarda en 6nemli
patojenler olarak bildirilmistir*. Glinimiizde de Gram-negatif bakteriler, HE’'na
neden olan etkenlerin dnemli bir grubunu olusturmaktadir'?.

Hastanelerde immin yetmezligi ve malignitesi olan hasta sayisi ve bu
hastalara uygulanan invaziv girisimlerin artmasi ve genis spektrumlu antibiyotik
kullanimi, 6zellikle goklu ilag¢ direnci olan mikroorganizmalarin izolasyonu ve
hastane kaynakli kontamine kan, inflzyon drtnleri, dezenfektanlar gibi sorunlar
sebebiyle Gram-negatif bakteriler ile olusan HE insidansinda artisa yol

acmistir'?. Tim diinyada oldugu gibi Tiirkiye'de de ESBL ireten Gram-negatif
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bakteriler HE’'nin yaygin sebepleri arasindadir’®. HE'leri icin predispozan risk

faktorleri Tablo 1'de 6zetlenmistir.

Tablo 1: Hastane enfeksiyonlari icin predispozan risk faktorleri™

ileri yas
Prematur infant

Bdbrek
yetmezligi

Diabetes mellitus

Uretral sonda
uygulanmasinin
suresi ve
meatus
kolonizasyonu

Prematur infant

Kronik Akciger
hastaligi

Abdomino-torasik
cerrahi

Endotrakeal
entlbasyon

Mekanik ventilasyon
Nazogastrik sonda
immiin siipresyon
Antibiyotik kullanimi
Supin pozisyon
Artmig gastrik pH

Aspirasyon

Prematur infant
Obezite

Beslenme
bozuklugu

Diabetes mellitus
Kanser
Cerrahinin suresi

Cerrahi teknigin
iyi olmamasi

Uzamis
preoperatif sure

Diger alanlarda
enf.

Uriner Sistem Pnomoni Dolagim Sistemi | Cerrahi Alan
Enf. Enf. Enf.
Cinsiyet (kadin) | ileri yas ileri yas ileri yas

Prematur infant

Vaskduler
kateterizaasyon
(sUre veya say1)

Paranteral
beslenme

Giris yeri
kolonizasyonu

Nonpermeabl
pansuman

Pansuman (48
saatten az)

HE'lerinin insidansi cografik bolgelere, hastanelere, servislere, Unitelere

ve vlcut bolgelerine gore degismektedir. HE’lari epidemik ya da endemik olarak

gorulebilmektedir. Epidemik HE’lar1 kisa zaman aralijinda ¢ok sayida toplulugu

etkilerken, endemik HE’lari ise sporadik gériilmektedir. Stamm ve arkadaslar™

yaptiklari bir calismada Tablo 2'de HE tipi dagilimi gosterilmistir.

Ulkemizde yapilan degisik calismalarda, HE'lerinin goriilme sikliginin %
3,1-14,1 arasinda degistigi tesbit edilmistir. Ulkemizde HE’lari en sik (%42)

uriner sistem enfeksiyonlari seklinde gérulmektedir.
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Tablo 2: Hastane enfeksiyonlarinin endemik ve epidemik gorulme sikhgi

Enfeksiyon Tipi Epidemik Endemik
Uriner Sistem Enfeksiyonlari 10 38
Cerrahi Yara Enfeksiyonlari 9 27
Pnémoni 12 16

Cilt Enfeksiyonlari 11 6
Bakteriyemi 16 4
Menenijit 6 <1
Hepatit 12 <1
Gastroenterit 17 <1

Yogun bakim Uniteleri (YBU) hastalari hastanede yatan tim hastalarin %
5-10 gibi kUguk bir grubunu olusturmasina karsin, HEnin % 25'ni
olusturmaktadir. YBU’ deki hastalarin altta yatan hastaliklari, birden gok
hastaliklarinin olmasi, komplikasyonlarin varligi, savunma mekanizmalarindaki
bozukluklar, uygulanan tedavi ve invaziv girisimler enfeksiyon gelisiminden
sorumlu faktérlerdir. YBU’lerinde siklikla saptanan enfeksiyonlar ise pnémoni,
Uriner sistem enfeksiyonlari, kan dolasimi ve cerrahi alan enfeksiyonlaridir®.

Hastanemizde Ocak-Aralik 2009 tarihleri arasinda Reanimasyon Yogun
Bakim dahil tim yogun bakim unitelerinde yapilan arastirmaya goére, HE hizi
%15.3 dansitesi % 27.9 Yeni Dogan Yogun Bakim'da ise hizi %26.5 dansitesi
%16.2 bulunmus olup, en sik rastlanan patojenlerin ise sirasiyla Acinetobacter
spp., Pseudomonas spp., S. aureus, Candida spp., E. coli ve Klebsiella spp.
seklinde oldugu goérulmastar.*

HE lokalizasyonu gibi etkenlerin dagihiminda vyillara, bdlgelere,
hastanelere ve Unitelere gore farkhliklar gorilmektedir.

Stamm ve arkadaslarina’ gére endemik ve epidemik HE’lerinde en sik

rastlanan patojenlerin dagilimi Tablo 3’de gosterilmigtir.

12
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Tablo 3: Hastane enfeksiyon etkenlerin endemik ve epidemik gorulme sikhgi

Patojen Epidemik Endemik
E. coli 3 19
Enterokok spp. 1 10

S. aureus 12 10
Pseudomonas spp. 4 9
Proteus spp. 1 8
Klebsiella spp. 3 8
Enterobacter spp. 7 4

2. 1. 1. Uriner Sistem Enfeksiyonlari

ABD’nde HE’nin yaklagik % 40’in1 olustururken bu oran Glkemizde % 26-
49 arasinda degismektedir. Hastane kaynakli USE’nin yaklasik % 80’i sondaya
bagl gelisirken % 10-15’inden sistoskopi ve diger Grolojik islemler sorumludur®.
Sondaya bagl bakteritirilerin bilylik cogunlugu asemptomatiktir'’. E. coli
hastane kaynakli bakteriiirinin en sik nedenidir ve hastanedeki USE’lerin
yaklasik {cte biri ile yarisindan sorumludur®®. Diger sik rastlanan patojenler
Proteus spp., Klebsiella spp. ve digerleridir %,

Sonda kullanimina bagh bakteritri gértlme orani kadinlarda % 70-80,
erkeklerde % 20-30’dur. Her sonda takilisinda bakteritiri orani % 1-3'dir 8.

CDCye goére USE, semptomatik Uriner sistem enfeksiyonlari,
asemptomatik bakteritri ve Uriner sistemin diger enfeksiyonlari olarak uge
ayrilmistir '8

Asemptomatik bakteriliri tanisi hastada ates (38 °C’nin Ustlinde ates),

5
pollakuri, diziri veya suprapubik hassasiyet olmamasi ve idrar kiltirinde = 10
koloni/mL Ureme olmasi gibi kriterlerin bulunmasi gerekmektedir. Semptomatik

USE tanisinin konulmasi icin ise, ates, pollakiri, diziiri veya suprapubik

5
hassasiyet bulgularindan biri ile idrar kaltirinde = 10 cfu/mL Greme olmasi
veya ates, pollakiri, dizlri ve suprapubik hassasiyet bulgularindan ikisiyle

birlikte piyurinin olmasi (= 10 I6kosit/mL), miksiyon yoluyla alinmamis (mesane

13



kateterizasyonu veya suprapubik aspirasyonu ile alinan gibi) iki idrar kdlturinde
>100 koloni/mL ayni Uropatojenin (Gram-negatif bakteriler veya Staphylococcus

saprophyticus) uremesi, uygun antibiyotik alan bir hastada Uropatojen bir

5
mikroorganizmanin <10 cfu/mL saf olarak Uremesi gibi kriterlerin birisinin

olmasi gerekmektedir '®.
2. 1. 2. Pnémoniler

Hastane kaynakli pndomoniler (HKP) ventilator iliskili  pnononiler ve
cerrahi iligkili pnémoniler olarak iki grupta incelenirler. Hastane kaynakli
pndmoni HE'lerinin ortalama % 15’ini olusturur’®HKP tiim Unitelerde gériilen
HE’ler arasinda ikinci siklikta gérilmesine ragmen YBU'nde en sik rastlanan
HE'dir. HKP genellikle mekanik ventilasyon kullanimina bagli olarak ortaya
clkan mortalite ve morbiditesi en yuksek olan HE hastane kaynakli
pndmonilerdir* '°. HKP’de mortalite orani ortalama % 50 olup, % 70’lere kadar
cikabilmektedir. Ventilatore bagli pndmonilerde siklikla saptanan etkenler; P.
aeruginosa, Acinetobacter spp. diger nonfermantatif Gram-negatif bakteriler ve
S. aureus’tur. NNIS’in 1990-1995 yillari arasindaki verilerine gére Hastane
kaynakli pndmonilerin %67.1'inden Gram-negatif bakteriler sorumludur.

CDC’nin pndmoni tanisi icin kriterleri; gogus muayenesinde raller veya
perklisyonda matite bulunmasi veya akciger grafisinde yeni ya da progresif
infiltrasyon, konsolidasyon, kavitasyon veya plevral effizyon saptanmasi ile
birlikte hastanin plralan balgam c¢ikarmaya baslamasi veya balgamin
niteliginde degisiklik olmasi, kan kulturinde mikroorganizma izole edilmesi,
transtrakeal aspirat, bronsial fircalama veya biyopsi ile elde edilen 6rnekten

patojen izole edilmesi gibi kriterlerinden birinin olmasi bulunmasidir. *.
2. 1. 3. Cerrahi Alan Enfeksiyonlari

Cerrahi girisimlerden sonra bir enfeksiy6z komplikasyon gelisme riski;
cerrahi girisim sirasinda olan kontaminasyon ile dogrudan iligkilidir. Bakteri
inokulumunun virulansi, konak direnci ve yaraya ait 6zellikler daha sonra
gelisecek bir yara enfeksiyonunun belirleyicisidir®. Yapilan calismalarda cerrahi
alan enfeksiyonlari opere edilen hastalarin % 2,8-17’sinde gelismektedir®. En

sik CAE nedeni S. aureus’dur. Gram-negatif bakteriler % 40’indan sorumludur

14



ve hastanin endojen florasindan kaynaklanir®'. CAE, sikhi§i yaranin temiz ya da
kontamine olmasina gore degismektedir; temiz yaralarda % 1,5, temiz-
kontamine yaralarda (respiratuvar, gastrointestinal ve genitolriner sistemlere
girilmemigtir, kontaminasyon minimaldir) % 7,7, kontamine (taze travmatik
yaralar, nonpurulan inflamasyon bulunan yaralar gibi) yaralarda % 15,2, kirli
yaralarda ise % 40 oraninda gelismektedir®®. CAE’'nun % 40’1 insizyonel
CAE'larr ve % 601 organ veya bosluk enfeksiyonu seklinde
goriilmektedir’?.CDC tarafindan 2008 yilinda yeniden belirlenen CAE; yiizeyel
insizyonel cerrahi alan enfeksiyonlari, derin insizyonel cerrahi alan
enfeksiyonlari ve organ/bosluk cerrahi alan enfeksiyonlari olarak U¢ ana grupta
incelenmektedirler .

Yuzeyel insizyonel CAE tani kriterleri; ameliyattan sonra 30 gun iginde
yuzeyel insizyondan purllan drenaj gelmesi, ylzeyel insizyondan aseptik olarak
elde edilen sivi veya doku kultirinde organizma izole edilmesi, enfeksiyon
belirti ve bulgularindan en az birinin olmasi; derin insizyonel cerrahi bdlge
enfeksiyonunda ise; organ veya bosluk komponentinden kaynaklanmayan derin
insizyondan pirilan drenaj olmasi, hastada ates (38 °C’nin Ustlinde ), lokal agri
veya hassasiyetten en az birinin olmasi gibi derin insizyonu ilgilendiren abse
veya baska bir enfeksiyon bulgusu saptanmasi olarak aciklanmaktadir'. Organ
veya bosluk CAE ameliyat sirasinda agilan veya manipule edilen ve insizyon
disinda kalan organ veya bosgluklari ilgilendiren enfeksiyon olarak
tanimlanmaktadir. implant kullanilmayan hastalarda 30 gln, implant kullanilan
hastalarda bir yil iginde; organ veya bosluga yerlestirilen drenden purilan
drenaj gelmesi, organ veya bosluktan aseptik alinan sivi veya dokuda
mikroorganizma izole edilmesi, organ veya boslukta abse ya da enfeksiyona
iliskin diger bulgularin olmasi kriterlerinden birinin olmasi gerektigi seklinde

aciklanmaktadir’.
2. 1. 4. Bakteriyemi

HE'leri arasinda en agir klinik tablolardan biri hastane kaynakh
bakteriyemilerdir (HKB). Gorulme sikhgr % 2,6—7 arasinda olup 6lum orani %
12-80 arasinda bildirilmektedir'>. Hastane kaynakli bakteriyemi tanisi kan kiiltiir

pozitifligi ile konulur *2.
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Yapilan  c¢alismalarda  bakteriyeminin %  40'inin  hastaneden
kaynaklandigi ve bunlarin yarisinin kateterle iliskili oldugu bildirilmistir 2.
Hastane kaynakli bakteriyemi ve endokarditlerin % 60’dan fazlasi damar igi
kateter ve ara¢ enfeksiyonlarina baglidir; kateter enfeksiyonlarinin % 90’dan
fazlasi santral vendz kateterlere bagh gelisir’®. Stafilokoklar, kateter
enfeksiyonlarinin en sik rastlanan etkenidir ve tim Hastane kaynakli
Bakteriyemilerin % 50-75'ine neden olmaktadir®®. Yaklasik % 20’sinde Gram-
negatif mikroorganizmalar etken olarak bulunmaktadir ™.

Hastane kaynakli bakteriyemilerin CDC ‘ye goére tani kriterleri; kan
kultirinden patojen oldugu bilinen bir mikroorganizmanin izole edilmesi ve bu
patojenin bagka bir yerdeki enfeksiyon ile iligkili olmamasi, ates, titreme veya
hipotansiyondan biri ile cilt flora Gyesi bir mikro-organizmanin iki farkli kan
kultirinde Uremesi ve baska bolgedeki enfeksiyonla iligkili olmamasi, kanda
patojene ait antijenin saptanmasi ve baska bdlgedeki enfeksiyonla iligkisinin

olmamasi gibi kriterlerden birinin olmasi halinde tani konulmaktadir .
2.2. Pseudomonas aeruginosa

Daha 6nceki tarinlerde yaralarda, 6zellikle de ameliyat yaralarinda mavi-
yesil renkli cerahat etkeni olarak gb6ze c¢arpan Pseudomonas aeruginosa
1882'de Gessard tarafindan tanimlanmistir?” .

Dogada yaygin olarak bulunan; suda, toprakta, bitkilerde, bdceklerde,
baliklarda, amfibialarda, kuglarda ve ayrica insan ve diger memelilerin
gastrointestinal sisteminde hastalik yapmaksizin bulunabilen P.aeruginosa,
Pseudomonadaceae ailesi icindeki Pseudomonas cinsinin en onemli
nozokomiyal patojeni ve en iyi tanimlanmis tiiriidiir®” 28 29 30. 31,

Distile suda bile ¢ogalabilecek kadar minimal besin maddesine ihtiyag
gOstermesi, sicaklik dahil, farkli fiziksel sartlara uyum gdstermesi firsatgi
patojen olarak énemli rol oynamasina yardimci olur®’. P.aeruginosa suslari
dezenfektan ve sivi sabunlar, temizlik sivilari, hasta odalarindaki cgicekler gibi

bircok ortamdan izole edilmislerdir?®=".
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2.2.1. Mikroskopik Ozellikler

Degisiklik gostermekle birlikte P.aeruginosa yaklasik olarak 1,5-3 ym
uzunlugunda ve 0,5 pym genisliginde, gram negatif comaktir. Rutinde kullanilan
boyama ydntemleriyle kolay boyanir. Bir ya da birden fazla polar konumlu Kirpigi

vardir ve bu nedenle ¢ok hareketlidir®”.
2.2.2 Kiiltiir Ozellikleri

P.aeruginosa aerop Ureme 6zelligi gosterir. Ureyebilmek igin oksijene
ihtiya¢ duydugundan sivi besiyerlerinde ylzeyde zar olusturacak sekilde urer ve
zarin hemen altinda mavi-yesil pigmenti ayirt edilebilir. Laboratuvarlarda triptik
soy agar, koyun kanli agar, ¢gukulata agar, Mueller Hinton agar (MHA), endo ve
Mac Conkey gibi besiyerlerinde 30-37°C’de kolaylikla Greyebilir; 42°C’de
ureyebilme  Ozelligi  diger Pseudomonas  turlerinden  ayrilmasinda
onemlidir?” 283132

P.aeruginosa kanli jelozda beta hemoliz yapar. Kolonileri genellikle 3-5
mm buyukliguinde, kenarlari dizensiz ve Uzeri dizguin goérunumdedir. Kistik
fibrozlu hastalardan izole edilen ve aljinat (mukoid ekzopolisakkarit) olusturan

suslari ise mukoid tiptedir?”2%-3",

2.2.3. Biyokimyasal Ozellikler

P.aeruginosa oksidaz pozitif olmasi ve glikozu fermente etmemesi ile
Enterobacteriaceae’den ayrilir. Laktoz ve sakkaroza etkisizdir. Katalaz ve I-
arginin dihidrolaz olusturur; lizin dekarboksilaz ve ornitin dekarboksilaz
olusturmaz; indol ve H2S dretmez. Metil kirmizisi ve Voges-Proskauer
reaksiyonlari negatiftir; potasyum siyanure direnglidir; nitrati nitrite ¢evirir. Hem
organizmada, hem de killtur ortaminda hidrosiyanik asit yapma o6zelligine
sahiptir. P.aeruginosa ve P.fluorescens ayni bakterilerin diger kdkenlerine etki
ederek onlari eriten bakteriyosinler yaparlar. Bakteriyosin tiplendirmesi,
P.aeruginosa kaynakli HE salginlarinda epidemiyolojik takip igin kullanilan

yontemlerden biridir?" 2",
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2.2.4. Virulans Faktorleri

P.aeruginosa’nin pigment, hemolizinler, ekzotoksin A, ekzoenzim S,
proteazlar (alkali proteaz ve elastaz), ylzey adezinleri ve aljinat gibi virulans
faktorleri vardir. Bunlar bakterinin konaga yerlesmesine ve konaga ait hucreleri
hasara ugratmasina yardimci olurlar®.

Pigment olugsumu: P.aeruginosa kodkenlerinin blyuk ¢ogunlugu bir ya
da daha fazla sayida pigment olusturur. Bunlardan en sik rastlananlari yesil
renkli floresein ve baska higbir bakteri tirinde bulunmayan, turkuaz mavisi
renkli piyosiyanin pigmentidir. Bu 6zellik P.aeruginosa’nin tanisi igin énemlidir.
Her iki pigment hayvan deneylerinde toksik bulunmamigsa da, diger turlerden
bazilarinin Uremesini yavaglatarak kendi kolonizasyon sanslarini artirdiklar
saptanmistir. Ayrica piyosiyanin pigmenti bakteri hicresinin demir aliminda da

rol oynamaktadirlar®®>3*,

Bazi P.aeruginosa suglarinin ise sari renkli
piyoverdin, kirmizi renkli piyorubin veya kahverengi piyomelanin pigmenti
yaptiklari saptanmigtir. Bu suslar besiyerlerinde sari-yesil, mavi-yesil, kirmizi,
mor ya da kahverengi uremeleriyle 6zellik kazanirlar. Bakteriler tarafindan
hdcre digina salinan bu pigmentler, oksijensiz kosullarda goértlmezler fakat oda
Isisinda daha belirginlesirler?” 2%,

Hemolizinler (ramnolipid ve fosfolipaz C): P.aeruginosa’nin hemolitik
aktivite gdsteren bilesiklerinden biri glikolipid yapisinda olan ramnolipiddir. Isiya
dayanikli olan ramnolipid, ramnoz ve beta-hidroksidekanoid asitten ibarettir. Bu
molekul deterjan benzeri bir etki gostermektedir. Fosfolipaz C ile birlikte
fosfolipidler Uzerinde olusturdugu c¢ozuclu etki ile akciger yuzey gerilimini
inaktive etmektedir. Ayrica silli trakea hucreleri Uzerindeki etkisiyle siliyostaza
neden olmaktadir. Ramnolipidin bir diger etkisi monositlerden oksijen radikalinin
jenerasyonunu arttirarak P.aeruginosa ile enfekte Kkistik fibrozlu hastalarin
akcigerlerinde doku hasarina neden olmasidir®®3®. P.aeruginosa’nin hemolitik
aktivite gosteren bir diger bilesigi fosfolipaz C’dir. Isiya duyarl olan fosfolipaz C,
lesitinden fosforilkolini ayiran bir lesitinazdir. Fosfolipaz C’nin kistik fibroziu
hastalarda solunum yollarinin kolonizasyonunda o6nemli bir rol oynadigi
saptanmistir. Kan kultirinden izole edilen suslarin, diger kulttrlerden izole

edilen suslardan daha fazla fosfolipaz C irettikleri saptanmigtir?®*>¢.
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Ekzotoksin A: Ekzotoksin A’'nin  monositlerden toksik oksijen
radikallerinin salinimini artirmasi bu bakteri ile enfekte hastalarda olusan kronik
akciger enfeksiyonlarinda doku hasarina neden olmaktadir. Ekzotoksin A
kornea, yanik, yara ve akciger enfeksiyonlarinda énemli bir virulans faktoradar.
Ekzotoksin A difteri toksini ile ayni intraselliler etki mekanizmasina sahip
olmasina ragmen, neden oldugu enfeksiyon tipi farklik géstermektedir. Bunun
nedeni ekzotoksin A’nin, difteri toksininde goruldugu gibi kana karisarak
vicudun diger bolumlerine yayilmayip, yerel etki gdstermesidir. Bir diger neden
ise bakterinin olusturdugu ekzotoksin A miktarinin susa bagli olarak
degismesidir. Kronik akciger enfeksiyonlarinda bakterinin nonmukoid fenotipinin
mukoid sekle donusmesi sonucu kandaki ekzotoksin A’nin miktari geriye
doénlsiimli olarak belirgin bir sekilde azalmaktadir?®37:38:39.40

Ekzoenzim S: Ekzoenzim S Okaryotik hucrelerde bulunan bir veya
birden fazla proteini modifiye etmektedir. Sadece ekzotoksin A veya ekzoenzim
S olusturan suglara goére, her ikisini de olusturan suslarla enfekte olan
hastalarda mortalite orani daha yuksektir. Ekzoenzim S olusturan suslarla daha
yuksek mortalitenin gorulmesi, bu enzimin P.aeruginosa’nin etken oldugu kronik
akciger enfeksiyonlarinda gdzlenen progresif pulmoner patolojide 6nemli rol
oynadigini gdstermektedir?®4142,

Proteazlar (alkali proteaz ve elastaz): Alkali proteaz ve elastaz
P.aeruginosa enfeksiyonlarinin patogenezinde rol oynayan en énemli virulans
faktorleri arasindadir. Jelatini, kazeini, laminini ve immunoglobulinleri
parcalarlar. Elastaz, alkali proteazdan farkli olarak albimin, fibrin ve elastini de
parcalamaktadir. Proteazlar P.aeruginosa ile kronik olarak enfekte kistik fibrozlu
hastalarin tukdragunde saptanan konsantrasyonlarda, insan periferik kan
notrofillerinin kemotaksisini inhibe ederler. Bu da P.aeruginosa’nin konagin ilk
savunma hattindan kagisinda 6nemlidir. Bu kacgis mekanizmasi bakterinin
uremesine, c¢ogalmasina ve sonugta kolonizasyon olusturmasina neden
olmaktadir®4344:45,

Yuzey adezinleri: P.aeruginosa’nin yuzeyinde iki adezin bulunmaktadir.
Bunlardan biri polar yapidaki pili veya fimbriya, digeri ise aljinat veya mukoid
ekzopolisakkarittir. Piliye bagli tutunma, immun sistemi baskilanmis hastalarin
ust solunum vyollarinin ve hasar gormus alt solunum yolu epitellerinin

kolonizasyonunda 6nem kazanmaktadir. Enfeksiyon sureci ilk olarak bakterinin
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pilileri araciligiyla yanak epiteli ylzeyindeki belirli reseptorleri tanimasi ve
yapismasiyla baslamaktadir.

P.aeruginosa kistik fibrozlu hastalarin yanak epiteline normal
kisilerinkinden daha iyi tutunabilmektedir. Hastalarin tukudridginde bulunan
proteazlar hicre ylzeyinden fibronektini ayirmakta ve bu sekilde yanak epitel
hicreleri ve trakeal epitel hicre yuzeyindeki reseptorler agiga ¢ikmaktadir.
P.aeruginosa’nin mukoid suslari hasar gdérmemis normal trakeal epitel
hlcrelerine nonmukoid suslardan daha fazla miktarda tutunabilmektedir. Piliye
bagli tutunma Ust solunum yollarinin kolonizasyonunda énem kazanirken,
aljinata bagli tutunma, mukosiliyer atiimin hasar goérdigu durumlarda, alt
solunum yollarinin kolonizasyonunda ilk basamagi olusturmaktadir. Ancak
burada epitel hiicrelerinde belirgin bir hasar gerekmemektedir?4647,

Aljinat (Mukoid Ekzopolisakkarit): P.aeruginosa’nin aljinati anyonik bir
polisakkarittir ve antifagositik etki olusturan bir yapiya sahiptir. Bu etki
noétrofillerin kemotaksisini inhibe etmesi, komplemani alternatif yoldan aktive

etmesi ve bakteriye karsi zayif opsoninlerin olusmasindan kaynaklanmaktadir*®.

2.2.5. P.aeruginosa Enfeksiyonlarinin Tedavisinde Kullanilan
Antibiyotikler

Cok sk gorilen diren¢g sorunlart  nedeniyle P.aeruginosa
enfeksiyonlarinda antibiyotik kullanimi duyarliik deneyi sonuglarina goére
yonlendiriimelidir.  P.aeruginosa enfeksiyonlarinin  tedavisinde tikarsilin,
piperasilin ve mezlosilin gibi penisinler; seftazidim, sefoperazon, ve sefepim gibi
sefalosporinler; imipenem, meropenem ve doripenem gibi karbapenemiler;
aztreonam gibi monobaktam; amikasin, gentamisin ve tobramisin gibi
aminoglikozidler; tetrasiklin minosiklin ve doksisiklin gibi uzun etkili tetrasiklinler;
siprofloksasasin ve levofloksasin gibi florokinolonlar kullaniimaktadir®’- 2231,

Beta laktamlar, kimyasal yapilarinda ortak bir beta laktam halkasi tagsiyan
ve hucre duvari sentezini inhibe ederek antibakteriyel etki gosteren genis bir
antibiyotik grubudur. Beta laktam halkasina bagli yan zincirler ve diger halkalara
gore penisilinler, sefalosporinler, monobaktam, karbapenemler ve beta
laktamaz inhibitorleri olmak Uzere bes temel alt gruba ayrilirlar. Beta laktam

antibiyotikler gerek toplum gerekse hastane kokenli enfeksiyonlarin tedavisinde
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kullanilan antibakteriyellerin basinda gelmektedir. Ancak bu yaygin kullanima
paralel olarak bakterilerin de yeni direng mekanizmalari gelistirdigi ve beta

laktam antibiyotiklere direng oranlarinin giderek artti§i gézlenmektedir.
2.2.6. P.aeruginosa’ da ilag¢ Direnci

Son yillarda yapilan ¢alismalarin sonuglarina gére Enterobacteriaceae
ailesi, Acinetobacter turleri ve P. aeruginosa’ da saptanan kinolon direnci ve
genis spektrumlu beta-laktam ajanlara karsi gelisen diren¢g nedeniyle bu
mikroorganizmalarla gelisen enfeksiyonlarin tedavisinde buylk zorluklar
yasanmaktadir. Latin Amerika Ulkelerini kapsayan ¢ok merkezli bir galismada, 5
yilhik sdre icinde karbapenemlerin de iginde bulundugu antipseudomonal
ajanlara karsi direncin yillara gore artis gosterdigi ve direng oraninin %40’ a
ulastigi belirlenmistir®.

P.aeruginosa’da pek ¢ok antibiyotige karsi intrinsik diren¢ bulunmaktadir.
Bu intrinsik ¢oklu ilag direncinin nedenleri arasinda ilagc atim pompalari, dis
membran gegcirgenliginin diguk olmasi ve kromozomal indiklenebilir ya da
dereprese AmpC beta-laktamaz enzimlerinin varligi sayilabilir. P. aeruginosa’da
beta-laktam ajanlara, 6zellikle karbapenemlere karsi direngte rol alan en énemli

kazanilmis direng mekanizmasi ise metallo-beta-laktamazlardir (MBL)*".
2.2.6.1. Biyofilm direnci

Biyofilm igindeki mikroorganizmalar bir &lgide sakli kaldiklari igin
fagositik hucreler tarafindan taninamamakta ve bdylece fagositozdan
korunmaktadirlar. Biyofilm ayni zamanda antimikrobiyal ilaglar i¢in polianyonik
bir bariyer olusturarak ila¢ direncine yol acmakta, Ozellikle beta laktam
antibiyotiklerin hicre igine penetrasyonunu dnleyerek tedaviyi guglestirmektedir.
Ayrica biyofilmin alt katmanlarina dogru pH degeri yedinin altina inmekte ve
bdylece antibiyotiklerin islevieri bozulmaktadir. En alt katmanlarda ise oksijen
gegisi olmadigi icin anaerop kosullar olusmakta ve bu nedenle

antipseudomonal ajanlar tek baslarina etki edememektedirler®.
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2.2.6.2. Pompa (efluks) direnci

Pompa direnci eskiden beri bilinen fakat bakterilerdeki yayginhdr ve
etkinligi daha yeni anlasilmaya baslayan bir mekanizmadir. Bakterilerdeki
pompa sistemleri transport proteinlerinden olusur. Pompa sistemi, ekspresyon
dizenleyici bir gen kontrolunde calisir. Antibiyotik disari pompalaninca
bakteride hlcre i¢i antibiyotik dizeyi duser, ribozom antibiyotik etkisinden
korunur ve protein yapimi yani bakteri Uremesi devam eder. Substratlardan
herhangi biri ile kargilasma sonucu pompa sistemi indUklenirse, dizenleyici
gende mutasyon ile pompa proteinlerinin asiri Uretimi baslayabilir. Sonug bir ya
da birden ¢ok substrata direng seklindedir. Gelisen direng dusuk duzeylidir fakat
bir mutasyon baska mutasyonlari tetikleyebildigi icin, genellikle dizenleyici gen
mutasyonunun ardindan bakteride antibiyotigin baglandigi hedefin degismesi,
antibiyotige gecirgenliginin azalmasina yol acacak sekilde porin Uretiminin
bozulmasi veya antibiyotigi pargalayan bir enzimin sentezlenmesi gibi diger bir

mutasyon gelisir ve direng diizeyi katlanarak artar®®*>*.

2.2.6.3. Dis Membran Gegirgenligi

P.aeruginosa’ da gorulen coklu ilag direncinin diger bir nedeni dig
membran gecirgenliginin azalmasidir. Karbapenem direncinde, dis membranda
bulunan OprD proteinini kodlayan gende meydana gelen mutasyon ile OprD
proteinin eksprese olmamasi, bu ajanlarin bakteri hlcresine girisini
kisittamaktadir®®. OprD proteininin yoklugu, karbapenem grubu antibiyotikler
icinde oOzellikle imipenem direncinin gelismesinde son derece 6nemli bir rol
oynamaktadir. Ornegin, OprD proteini olmayan izolatlarda, imipenem minimum
inhibitér konsantrasyon (MIiK) degerinin meropeneme gére dort kat arttig
belirlenmistir. Karbapenemlere karsi direngte OprD kaybi dnemli olmakla birlikte
tek basina direncte rol almadidi belirlenmigtir. Karbapenemlere direncinde beta-

laktamaz enzimlerinin de son derece dnemli bir rolii bulunmaktadir®.
2.2.7. Beta Laktamaz Enzimleri

Beta laktamaz enzimleri ile inaktivasyon beta laktam antibiyotiklere karsi

direngte en sik gdzlenen mekanizmadir®”®. Beta laktamaz etkisiyle beta laktam
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halkasi hidrolize ugrayarak agilir ve sonugta antibiyotik etkisiz hale gelir. Her
gram negatif bakteri tire 6zgul olmak Gzere genellikle az miktarda kromozomal
beta laktamaz sentezlemektedir®®.

ik beta laktamaz enzimi penisilinin ticari olarak kullanima girmesinden
cok daha o6nce bir Escherichiae coli susunda tanimlanmistir®.ilk plazmid
kékenli beta laktamaz TEM—1 adiyla 1965'te bir E.coli izolatinda bildirilmistir®’.

Penisilinin tedavide kullaniimaya baglamasindan sonra ilk olarak
Staphylococcus aereus’ta ve daha sonralari da farkli bakterilerde plazmid
kékenli penisilinaza bagli penisilin direnci saptanmistir®” %62,

Abraham ve Chain’in 1940 yilinda bildirdikleri penisilinaz ile birlikte beta
laktamazlarin ilk siniflandirilmasi yapilmistir. Bundan sonra yapilan ve kabul
goren ilk siniflandirma, Sawai ve arkadaslarinin yaptigi siniflandirma olmustur.
Sawai 1968 yilinda enzimleri penisilinaz ve sefalosporinaz olarak ayirmistir.
Richmond ve Sykes ise 1973 yilinda yaptiklari siniflandirmada o gune kadar
bilinen tum gram negatif bakteri beta laktamazlarini substrat profillerine goére
bes grupta toplamislardir®”. Daha sonra Matthew®® 6zgiil beta laktamazlarin
izoelektrik  nokta tayini (Isoelectric  Focusing, |EF) yontemi ile
tanimlayabilecegini godsterdikten sonra 1976'da bu sema Sykes ve Matthew
tarafindan tekrar duzenlenmistir. 1981’de Mitsuhashi ve Inoue’nin yaptig
siniflamaya sefuroksimi hidrolize eden beta laktamazlar kategorisi de
eklenmigtir. Molekuler yapi ile ilgili siniflandirma ilk kez 1980 yilinda Ambler
tarafindan yapilmistir. Sinif C sefalosporinazlar 1981 yilinda Jaurin ve
Grundstrom tarafindan tanimlanmistir. Oksasilini hidrolize eden D sinifi
enzimler ise 1980’lerin sonunda diger serin-enzimlerden ayriimigtir. 1989’da
Bush® tarafindan énerilen gruplamada tiim bakterilerin beta laktamazlari yer
almis ve ilk kez substrat ve inhibitor o6zellikleri molekiler yapi ile

iliskilendirilmistir ve molekuler yapilarina gore 4 sinifa ayrilmiglardir.

Sinif A: Aktif bdlgelerinde serin aminoasit tasiyan, oncelikle penisilinleri
hidroliz eden beta-laktamazlardir.gram negatif bakterilerde en sik bulunan

TEM-1 enzimi bu gruba iyi bir drnektir.

Sinif B: Aktive gdsterebilmeleri icin ¢inkoya bagli tiyol gruplari gerektiren

metalloenzimlerdir.
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Sinif C: Aktif bdlgelerinde serin aminoasit tasiyan, Oncelikle
sefalosporinazlardan olusan, kromozomal AmpC geni tarafindan

kodlanmasi nedeniyle AmpC enzimler olarak da adlandirilan enzimlerdir.
Sinif D: Oksasilini hidroliz eden serin beta-laktamazlardir.

Beta-laktamazlarin en yeni siniflandirma semasi, 1995 yilinda Bush,
Jacoby ve Mederios tarafindan biyokimyasal ozellikleri ve substrat profillerine
gore betalaktamazlarin 4 gruba ayinldigi siniflandirmadir. Bu gruplarin genel
Ozellikleri tablo 2'de gorulmektedir. Grup 1’de klavulanik asit ile inhibe olmayan
sefalosporinazlar, Grup 2'de beta-laktamaz inhibitdrlerine duyarli olan molekuler
sinif A ve D iginde yer alan enzimler, Grup 3'te EDTA disindaki beta-laktamaz
inhibitorlerine  duyarli olmayan metallo-beta-laktamazlar, Grup 4’te ise

klavulanik asit ile inhibe olmayan penisilinazlar bulunmaktadir®.

Grup 1: Bunlarin bircogu kromozomal enzimlerdir ve indiklenebilme
Ozelligine sahiptirler. Molekller siniflamada sinif C’de vyer alirlar.
Kromozomal AmpC enzimleri, ayrica plazmid kontroliindeki FOX-1, LAT—
1, MIR-1, BIL-1 beta laktamazlari da bu grupta yer almaktadir. Sefaloridin
ve sefalotini penisilinden daha hizli hidroliz ederler. Klavulanik asit ve
sulbaktamdan etkilenmezler, buna karsin aztreonam ve kloksasilin
tarafindan inhibe edilirler. Karbapeneme karsi da duyarhdirlar. Grup 1
enzimlerini  kodlayan genler plazmidlerde de gorulebilmekte ve

Enterobactericeaea arasinda yoluyla aktarilabilmektedir.

Grup 2: En genis kategoriyi olusturan bu grup substrat profilindeki farkllik
nedeniyle birkag¢ alt gruba ayrilmaktadir. TGmG molekuller sinif olarak A ve
D’de yer almaktadir. Bu beta-laktamazlar penisilinleri, sefalosporinleri,
kloksasilini, karbenisilini, karbapenemleri ve monobaktami hidroliz
etmelerine goére 6 alt gruba ayrilirlar®”. 2b, 2be ve 2br alt grubunda
bulunan TEM ve SHV grubu enzimler, sik soyutlanan turlerde yaygin
olmalari ve plazmidlerce tasinmalari nedeniyle Kklinik agidan 6nem

tasimaktadirlar®®%°:68,
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Grup 3: Molekuler sinif B'de yer alan metallo-beta-laktamaz (MBL)
enzimlerinden olusur. Monobaktam digsinda karbapenemler dahil tim
betalaktamlari hidroliz edebilirler. Klavulanik asit veya tazobaktam gibi
beta-laktamaz inhibitorleri ile inhibe olmaz, EDTA ile inhibe olurlar.
Aktiviteleri igin Zn (c¢inko) iyonlarina gereksinmeleri vardir. Bu beta-

laktamazlar a,b,c olmak Uzere 3 alt gruba ayrilirlar.

Grup 4: Klavulanik asit ile pek de iyi inhibe olmayan kuguk bir
penisilinazlar grubundan olusur. Biri disinda hepsi kromozomaldir. Yapilari
henliz tam olarak saptanamamistir ve molekdl sinift  heniz
belirlenmemistir. A.faecalis, B.fragilis, C.jejuniden izole edilen enzimler,
C.butyricum’un indUklenebilen enzimi, E.col’nin plazmid kontrolindeki
SAR-2 beta-laktamazi bu gruba sokulmustur. Pseudomonas cepacia’daki

beta-laktamazlar da bu gruba dahildir.

Tum bu 4 grup beta-laktamaz, fonksiyonlarindaki cgesitliligi sergiler. Tek
bir bakteride birden ¢ok beta-laktamaz tipi ayni anda gorulebilir ve bu ¢ok sik
olan bir durumdur. Bdylece kromozomal ve plazmid kokenli beta-laktamazlar
bazen i¢ ice gecerler. Hastane Enfeksiyonlarinda en sik sorun olarak
karsilasilan enzimler, Grup 1’deki kromozomal beta-laktamazlar, Grup 2’'deki
ESBL ve Grup 3’'deki beta-laktamazlardir.

Tablo 4: Beta-laktamaz gruplari ve genel 6zellikleri

Beta- Alt | Molekiil | inhibisyon | Ozellik
laktama | grup | sinifi EDTA
z grubu

Cogunlukla gram-negatif bakterilerdeki

1 C - kromozomal enzimler (ancak plazmidde de
kodlanabilir).
Klavulanik asitle inhibe olmaz.
A, D - Bircodu klavulanik asitle inhibe olur.
2a A - Stafilokok ve enterokoklardaki penisilinazlar.

Cogunlukla gram-negatif bakterilerdeki genis
2b A - spektrumlu beta-laktamazlar (TEM-1, TEM-2,
SHV-1).
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Oksiiminosefalosporin ve monobaktama direng

2be A - olusturan genislemis spektrumlu
betalaktamazlar (ESBL).

2br A - inhibitérlere direncli TEM (IRT) betalaktamazlar.

2c A - Karbenisilini hidroliz eden enzimler.

Oksasilini hidroliz eden enzimler.

2d D - Klavulanik asit ile az inhibe olurlar.
2e A - Klavulanik asit ile inhibe olan sefalosporinazlar.
2f A - Karbapenemleri hidroliz eden, aktif bolgede

serin igeren ve klavulanik asit ile inhibe olan

enzimler.

Metallo-beta-laktamazlar.

3abc B + Klavulanik asit ile inhibe olmazlar.

? Diger gruplara girmeyen dizileri belirlenmemis.

2.2.8. Karbapenemazlar

Karbapenem grubu ajanlara etkili beta-laktamazlar genetik ve
biyokimyasal olarak birbirinden farkli, cogu yalniz karbapenemlere degil diger
beta-laktam ajanlara da etkili enzimlerdir. Karbapenemlere etkili enzimler,
molekuler yapi agisindan sinif A serin beta-laktamazlar veya sinif B
metalloenzimler arasindan yer almaktadir. Ayrica sinif C sefalosporinazlarin da
karbapenem grubundaki ajanlara kismen etkili olabildigi ve bu enzimlerin asiri
uretildigi mutantlarda yUksek dizeyde imipenem direncine yol acabildigi
bildirilmektedir *°.

Karbapenemazlara Bacteroides spp. tirleri, Xanthomonas maltophilia,
Aeromonas hydrophila, Flavobacterium odoratum ve Bacillus cereus gibi bazi
bakterilerde oldukga sik rastlanmaktadir. Enterobakter’lerde de karbapenemlere
kargl enzimatik direng Serratia marcescens’in dort susunda ve Enterobacter
cloacae’nin iki susunda bildirilmistir °. Sme-1, Nmc-A, IMI-1 klavulanat ile
inhibe olan penisilinazlar iken, IMP-1 B sinifi bir metalloenzimdir. Plazmid
kaynakli IMP-1 hari¢ bu karbapenemazlar kromozomdadir (Grup A). Nmc-A
geni, 1990 yilinda Paris’te E. cloaca’dan izole edilmistir . Bu gen herhangi bir
Uclncl kusak sefalosporini belirgin olarak hidrolize etmez. Sme-1, Nmc-A veya

IMI-1 benzer hidrolitik profile sahiptir. Bunlarin tima imipeneme meropenemden
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daha direnglidir. Ayrica son yillarda Acinetobacter baumanniide saptanan iki
enzim daha vardir; ARI-1 ve ARI-2, imipenem ve azlosilini hidrolize etmekte,
ancak sefalosporinlere orta derecede diren¢g olusturmaktadirlar. ARI-1
genlerinin bir plazmidde bulundugu tesbit edilmistir "°.

IMP—1 karbapenemleri, A sinifi karbapenemazlarin yaptigi seviyeden
¢ok daha yuksek seviyede hidroliz yapar. Ayni zamanda Uguncu kusak
sefalosporinleri de hidrolize eder. IMP—1 aktivitesi klavulanat tarafindan inhibe
edilmez, ama EDTA tarafindan inhibe edilir. Bu enzim karbapenemler dahil
cogu beta-laktama etkilidir, ancak aztreonama duyarlidir. IMP-1, A sinifi
karbapenemazlardan daha buyuk bir tehdittir. Clnkl plazmid lokalizasyonlu
olup direng tastyicisi oldugu bilinen Klebsiella spp. tiirlerinde bulunmustur %°.

Metallo Beta Laktamazlar (MBL): MBL’ler Ambler siniflamasina gore
Sinif B’'de, Bush siniflamasina gére Grup 3’te yer alirlar. MBL aktivitesi ¢inkoya
bagimlidir ve EDTA veya merkaptopropionik asit ile inhibe olabilmektedir. MBL
tanimlama testlerinde bu enzimlerin EDTA ile inhibe olma 6zelliginden
yararlanilir """, Metallo enzimler imipenemi ve meropenemi iyi hidrolize ederler
ancak aztreonama etkisizdirler. Bu enzimler aktif bolgelerindeki ¢inko iyonu
araciliiyla karbapenemleri hidrolize ettikleri i¢in karbapenemazlar olarak
adlandirilirlar . MBL’lerin metal iyonlari beta laktam halkasinin siklik amid
bagini kiran nukleofillere yardimci nitelikteki su molekullerini koordine ve
biyolojik olarak antibiyotigi inaktive ederler. MBL’ler genis spektrumlu beta
laktam antibiyotikleri ylksek oranda hidrolizlerler. MBL dreten gram negatif
bakteriler genellikle oksiiminosefalosporinler, sefamisinler ve karbapenemlerin
de dahil oldugu birgok genis spektrumlu beta laktam antibiyotige direng
gostermektedirler 2. MBL'ler Bacillus cereus, B.fragilis, S.malthophilia,
Chryseobacterium  meningosepticum, Chryseobacterium  indologenes,
Legionella gormanii, Janthinobacterium lividum, Aeromonas spp. ve
Caulobacter crescentus’un dahil oldugu saprofit veya patojen birgok bakteriden

73,74

identifiye edilmislerdir Bu bakterilerden S.malthophilia ve B.fragilis

disindakiler klinik drneklerden seyrek olarak izole edilirler ™

. Nozokomiyal
patojenlerin en dnemlileri MBL Ureten gram negatif bakterilerdir. Bu suslarin
yayginlasmasinin gelecekte bir seri global probleme neden olabilecegi

72

dusundlmektedir *“. GuUnumuze kadar bildirilmis olan bes ayri MBL tird

bulunmaktadir. Bunlar IMP (Imipenemase), VIM (Verona Imipenemase), SPM-1
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(Sau Paulo Imipenemase), GIM-1 (German Imipenemase) ve SIM-1 (Seul
Imipenemase) olarak tanimlanmigtir. Bunlardan IMP ve VIM tipleri en sik
rastlananlardir ve dinya capinda yaygindirlar. SPM-1 Guney Amerika’'da
yaygindir ve henuz baska bdlgelerden bildiriimemistir. GIM-1 ve SIM-1 ise
yalniz birer susta tanimlanmistir ™.

IMP: ilk kez 1991 yilinda Japonya'da izole edilen bir S.marcescens
susunda bulunmustur °. IMP-1 kromozomal ya da plazmid kaynakli olabilen bir
MBL’dir. Penisilinlere, sefalosporinlere, sefamisinlere, oksasefamisinlere ve
karbapenemlere direng saglamakta fakat monobaktama etki etmemektedir """ 7°.
IMP tipi enzimler Enterobacteriaceae, P.aeruginosa ve diger gram negatif
nonfermentatif bakterilerden izole edilen ilk MBL’lerdir. IMP-1'in Uzak Dogu’nun
diger Ulkelerinde, Avrupa’da, Kanada'da, ABD’de, Guney Amerika'da ve Kuzey
Afrika’da da gorulmesi bu enzimin genis bir yayilim goésterdigine isaret
etmektedir " 7" 8 IMP-1’in bir varyanti olan IMP-2 italya’da bir A.baumannii
susundan izole edilmis ve bu ilk Avrupa 6rnedi olmustur "®. 2002 yilinda
Brezilya’da bronkojenik karsinomu olan bir hastadan izole edilen P.aeruginosa
susunda bulunan IMP-16 en son bulunan IMP tipi enzimdir ”°.

VIM: ilk VIM enzimi olan VIM-1 italya’da 1997’de bir P.aeruginosa
susunda bulunmus ve kromozomal kaynakli oldugu saptanmistir’""%.
P.aeruginosa enfeksiyonlarinda kullanilan penisilinleri, sefalosporinleri,
sefamisinleri, oksasefamisinleri ve karbapenemleri hidrolize eder fakat
monobaktama etkisizdir. VIM-1, IMP-2 ile %28 aminoasit benzerligine sahiptir’".
VIM tipi enzimler Avrupa ve Guney Asya’da P.aeruginosa izolatlarinda
bulunmuslardir ancak VIM-7 varyantt ABD’den de bildirilmistir®® ®'. VIM-tipi
MBL’ler ilk olarak P.aeruginosa’da tanimlanmig, daha sonra diger
nonfermentatif gram negatif comaklarda ve Enterobacteriaceae uyelerinde de
saptanmistir. Bu gune kadar 12 VIM varyanti saptanmis ve bunlar VIM-1, VIM-2
ve VIM-7 olmak Uzere Ug¢ alt grupta toplanmislardir. VIM-1 grubu; VIM-4, VIM-5
ve VIM-11A’y1; VIM-2 grubu VIM-3, VIM-6, VIM-8, VIM-9, VIM-10 ve VIM-11B'yi
kapsamaktadir. VIM-7 ise diger VIM tiplerinden belirgin bir sekilde farkli oldugu
icin tek basina bir grup olusturmaktadir. 2005 yilinda Yunanistan'da cerrahi
operasyon gegirmis bir hastanin kan kultirinde Ureyen bir K.pneumoniae
susundan izole edilen VIM-12 en son bulunan VIM-tipi enzimdir. VIM-12, VIM-1
ile %97, VIM-2 ile %93.6 aminoasit benzerligine sahiptir®®.

28



SPM: SPM-1 ilk olarak 1997°de Sao Paulo-Brezilya’da bir P.aeruginosa
izolatindan identifiye edilmistir’#®*. SPM-1 daha sonra Brezilya'da yayginlasmis
ancak diinyanin diger bélgelerinde bu enzime rastlanmamistir®. IMP ve
VIM'den farklilik gdsteren yeni bir MBL'dir’®. SPM-1, IMP-1 ile yalniz %35.5
oraninda aminoasit benzerligine sahiptir. SPM-1 de, IMP ve VIM varyantlari gibi
beta laktamlar hidrolize etmekte ancak aztreonama etki etmemektedir. SPM-1
bilinen tek SPM tiirevi enzimdir®.

GIM: GIM-1 ilk kez Almanya’da, SENTRY c¢alismasi kapsamina giren
karbapenem direngli bir P.aeruginosa izolatinda bulunmustur. Yeni bir MBL tGru
olan GIM-1 daha 6nce tanimlanan diger dort MBL turinden farkh olmakla
birlikte, IMP-1 varyantlari ile %40 oraninda aminoasit benzerligine sahiptir. GIM-
1, MBL ailesinin diger uyelerine benzer ozellikler tasir. Bununla birlikte, diger
MBL turt enzimler imipeneme meropenemden daha fazla etki ederlerken GIM-
1’in imipeneme ve meropeneme etkisi esit orandadir. GIM-1 disinda bagska GIM
tiirevi enzim bulunmamaktad r®®.

SIM: SIM-1 yeni bir MBL alt sinifidir. ilk kez Seul’de pnémonili bir
hastanin balgam kudltirinden izole edilmis olan A.baumannii susunda
tanimlanmigtir. Diger MBL’lerden farkli olmasiyla birlikte IMP-1 ailesinden IMP-
12 ile %69 ve IMP-9 ile de %64 oraninda aminoasit benzerligine sahiptir. SIM-1

bilinen tek SIM tiirevi enzimdir’.
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3. GEREG VE YONTEM

Bu calismada Haziran 2008 — Haziran 2010 tarihleri arasinda Mersin
Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi'nde cesitli kliniklerden izole
edilen CDC kriterlerine gére nozokomiyal enfeksiyon etkeni oldugu dusinulen
ve karbapenem grubu antibiyotiklere direngli oldugu kabul edilen 29 adet

P.aeruginosa susu incelendi.
3.1 P.aeruginosa izolatlarin Tanimlanmasi

Suglar klasik mikrobiyolojik yontemlerle identifiye edildi. Mavi-yesil
pigment olusturan, nonfermantatif oksidaz pozitif ve 42°C’de de (lreyebilen
suslar P.aeruginosa olarak tanimlanmis ve c¢alismaya alindi. Calisma gunune

kadar izolatlar %10 gliserol iceren buyyon besiyerinde —70°C’de saklandi.
3.2.Antibiyotik Duyarlilik Testleri

Suglarin antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi i¢in disk difizyon ve E-test
yontemleri kullaniimigtir. Deneylerde 4 mm kalinliginda dokulmus Mueller-

Hinton agar (MHA) besiyerleri (BBL, ABD) kullanildi. European Comittee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) o6nerilerine goére disk diflizyon
yontemi ile imipenem (IPM) (10 ng) veya meropenem (MEM) (10 ng) diskleri
(Oxoid) etrafindaki inhibisyon zon ¢aplari <16 mm olan gram negatif suslar (<13
mm. direngli, 14-15 mm.orta derecede duyarli) ¢calismaya alindi. Bu suslardaki
direng, E test yontemi (AB Biodisk, Sweden) ile imipenem ve meropenem igin
MiK tespit edilerek (MIK degeri <4 pg/mL duyarli, 8 pg/mL orta derecede
duyarli, >8 ug/mL direngli) dogrulandi. 29 sustan 20 (%69) si karbapenem

direncli bulundu.

Disk Difiizyon Yontemi: izole edilen suslarin imipenem duyarliliklari EUCAST
dnerilerine uygun olarak Kirby-Bauer disk difiizyon yéntemiyle arastirildi®’. Bu
yontemde, incelenecek suglarin 18-24 saatlik kdltirlerinde  Ureyen
kolonilerinden dogrudan Mueller-Hinton sivi besiyeri (MHB) (BBL, ABD) iginde

suspansiyonlari hazirlanarak, inokilum yogunlugu McFarland 0.5 standardina
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g6re ayarlandi. (1,5x108 cfu/mL). inokilum hazirlandiktan sonra steril bir
ekuvyon yardimiyla yuzeyi kurutulmus MHA besiyerinin  tim ylzeyine
inokule edildi. Ekim yapilmis besiyeri Uzerine antimikrobik ila¢ diski yerlestirildi.
Besiyerleri 18-24 saatlik inkibasyondan sonra inhibisyon zon c¢aplari dl¢llerek
yine EUCAST sinir degerlerine gore degerlendirildi. (Tablo 5) Kalite kontrol
amaclyla standart sus olarak, E.coli ATCC 25922 ve P.aeruginosa 27853

kullanildi®’.

Tablo 5: imipenem ve Meropenemin Enterobacteriaceae ve nonfermentetif
gram negatif bakteriler igcin EUCAST referans degerlerine gore MIK degerleri

MIK (upg/ml) Sonug
<4 Duyarli
8 Orta duyarl
>8 Direncli

3.3 Metallo-beta-laktamazin Fenotipik Olarak Tanimlanmasi

Buglne kadar rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda metallo-beta-
laktamaz tespiti igin kullaniimak Uzere gelistirilen testlerin bir cogu bu enzimlerin
EDTA ya da 2-merkaptopropionik asit gibi metal selatorler varliginda inhibe

olma 6zelliginden faydalanarak gelistiriimigtir.
3.3.1 MBL E-test

Calismamizda kullandigimiz E-test (AB Biodisk, Solna, isveg) ticari
olarak bulunan ve metallo-beta-laktamaz enziminin fenotipik tayininde
kullanilmak Uzere gelistiriimis bir testtir. E-test seritinin bir tarafinda giderek
azalan konsantrasyonda imipenem (256 ug /mL-4 pg/mL), diger tarafinda ise
imipenemle birlikte EDTA bulunmaktadir (64 pg/mL-1ug/mL). imipenem+ EDTA
kisminda imipenem konsantrasyonu giderek azalirken EDTA konsantrasyonu
(4ug/mL) sabittir. imipenem+EDTA MIK degeri imipenem MiK degerine gére en
az sekiz kat azalirsa, test metallo-beta-laktamaz enzimi agisindan pozitif kabul
edilmektedir. Testin pozitif olmasinin diger bir kriteri, E-test seritinin imipenem

veya EDTA igcermeyen orta boliminde “ghost zone” (hayalet bodlge) olarak
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adlandirilan  gériintiiniin  izlenmesidir®. Calismaya alinan P.aeruginosa
izolatlarina uygulanan E-test yonteminde, bakteri izolatlarinin taze
kultirlerinden MHB’'na 0.5 Mc Farland bulanikliginda bakteri stspansiyonu
hazirlanarak steril bir ekiivyonla MHA Gzerine bakterinin homojen inokllasyonu
yapildi. Besiyeri yluzeyinin kurumasinin ardindan E-test seridi besiyeri Uzerine
yerlestirildi ve plaklar 35 °C’da 18 saat inklbe edildi. Testin kalite kontrolu, diger
testlerde kullanilan metallo-beta laktamaz pozitif ve metallo-beta laktamaz

negatif suslar ile yapildi.
3.3.2 Modifiye Hodge Test

“‘Modifiye Hodge Test” (MHT), diger testlerin aksine metallo-beta-
laktamaz  enziminin  EDTA  varliginda inhibe olmasi  prensibine
dayanmamaktadir. MHT, imipeneme duyarli bir bakteri izolatinin, metallo-beta-
laktamaz Ureten bir bakteri ile birlikte bulundugunda imipenem varhginda
Ureyebilmesi temeline dayanmaktadir®®. Bu testte imipeneme duyarli bakteri
susu olarak E.coli ATCC 35218 kullanildi. MHT uygulanmadan &nce
kullanilacak olan E.coli susunun imipeneme duyarli oldugu disk difuzyon
yontemiyle dogrulandi. E.coli susunun kanh agardaki taze kiltarinden MHB’na
0.5 Mc Farland Dbulanikhdinda  suspansiyonu yapilarak, bakteri
suspansiyonunun  MHB’ da 1:10 sulandirnmi yapildi ve steril ekuvyon
yardimiyla MHA Gzerine homojen inokulasyonu saglandi. Besiyeri ylzeyinin
kurumasini takiben besiyerinin merkezine meropenem diski (10ug) yerlestirildi.
Test edilecek P.aeruginosa izolatinin kanli agardaki taze kulturinden steril
ekivyon yardimiyla bakteri kolonileri toplandi ve meropenem diskinin bir
ucundan baslayarak besiyeri kenarina dogru yodun bakteri ekimi yapildi. Bu
sekilde her plakta biri pozitif kontrol olmak Uzere toplam iki izolat ¢alisiimis oldu.
inokiilasyonu takiben plaklar 35°C’da 18 saat inkiibe edildi.

E.coli susuna bagll olusan inhibisyon zonunun P.aeruginosa Uremesinin
bulundugu bdlgede azalmasi ve bu bdlgede E.coli iremesinin gorulmesi pozitif

test sonucu olarak kabul edildi.
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3.4 Direng Genlerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile Molekiiler

Analizi

Disk difuzyon yontemiyle imipenem direngli olarak kabul edilen
P.aeruginosa suslarinin PZR yontemiyle IMP-1, IMP-2, VIM-1 ve VIM-2 diren¢

genleri icerip icermedikleri arastiriimistir.
3.4.1. P. aeruginosa DNA Orneklerinin Hazirlanmasi

Hizli DNA ekstraksiyon protokoli® besiyerinde lireyen P. aeruginosa
kolonilerine uygulandi. Bu yontemde, 1,5 ml’lik steril ependorf tiptne 1 ml steril
distile su konuldu. Bir 6ze dolusu koloni su igerisinde suspanse edildi ve
80°C’de 20 dakika tutularak bakterilerin par¢calanmasi saglandi. Daha sonra
ependorf tlpu 12.000xgravity (g)'de 10 dakika santriflij edildi ve supernatant
atildi. Pellet Gzerine 200 pl kloroform ve 200 pl steril distile su ilave edildi.
Karisim 12.000xg’de 10 dakika tekrar santrifuj edildi ve supernatant PZR
reaksiyonunda kalip olarak kullanilmak Gzere vyeni bir steril ependorfa
aktarilarak PZR’de kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

3.4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

P. aeruginosa’nin metallo B laktamaz Uretiminden sorumlu IMP-1, IMP-2,
VIM-1 ve VIM-2 gen bdlgeleri primer spesifik PZR teknigi ile ¢ogaltildi. Bu
genlerin arastiralacagl hedef bdlgeler ve bu bdlgeler ile ilgili primer dizileri
Shibata ve arkadaslarinin® galismalarindan segildi. Bu gen bdlgeleri ile ilgili

primer ciftleri Tablo 6 da verilmistir

Tablo 6: Metallo B laktamaz Uretiminden sorumlu IMP-1, IMP-2, VIM-1 ve VIM-
2 gen bdlgelerine spesifik primer dizileri®'.

Gen Bolgesi Primer Adi Nukleotid Dizisi (5'-3")

IMP-1 F1 ACCGCAGCAGAGTCTTTGCC
R1 ACAACCAGTTTTGCCTTACC

IMP-2 F2 GTTTTATGTGTATGCTTCC
R2 AGCCTGTTCCCATGTAC

VIM-1 F3 AGTGGTGAGTATCCGACAG
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R3 ATGAAAGTGCGTGGAGAC

VIM2 F4 ATGTTCAAACTTTTGAGTAAG

R4 CTACTCAACGACTGAGCG

PZR karigimi steril, temiz kabinlerde hazirlandi. Her bir gen bdlgesi igin
standart PZR reaksiyonu son hacmi 50 pl olacak sekilde steril distile su, 10X
PZR tamponu [(NH4)2SO4] MgCl> dNTP
(Fermentas), primerler (F1-R1, F2-R2, F3-R3 ve F4-R4), Tag DNA polimeraz

(Fermentas) ve ekstrakte edilen P. aeruginosa DNA’sI konularak hazirlandi. Her

(Fermentas), (Fermentas),

bir drnek icin reaksiyon karisimi Tablo 7. de belirtiimigtir.

Tablo 7: Metallo B laktamaz Uretiminden sorumlu IMP-1, IMP-2, VIM-1 ve VIM-

2 gen bdlgelerinin PZR reaksiyon karigimi

IMP-2 gen | VIM-1 gen | VIM-2 gen
IMP-1 gen .
) . bolgesi bolgesi bolgesi
PZR malzemeleri bolgesi (587
. (678 baz (261 baz (801 baz
baz cifti)
cifti) cifti) cifti)
Distile su 36,7 pl 32,75 ul 32,75 ul 32,75 ul
MgCl; (25 mM) 1,5 pl 5ul 5ul 5ul
10X PZR tamponu 5ul 5ul 5ul 5ul
dNTP mix (10 mM) | 1 ul 1 ul 1 ul 1 ul
Primer (100 pmol/pl) | 0,25 pl (F1) 0,5 ul (F2) 0,5 ul (F3) | 0,5 ul (F4)
Primer (100 pmol/ul) | 0,25 yl (R1) | 0,5l (R2) |0,5ul (R3) | 0,5 ul (R4)
Tag DNA polimeraz
0,3 pl 0,25 pl 0,25 pl 0,25 ul
(5 Ulul)
Toplam PZR
. 45 ul 45 ul 45 ul 45 ul
karigsimi hacmi
Ekstrakte edilen 5 4 5 4 5 4 5 4
DNA M M M M
Toplam hacim 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl

Hazirlanan PZR karisimi vortekste karigtirildiktan sonra, her bir érnege

ait ve Uzerinde numaralari yazil steril 0,2 ul'lik PZR tlplerine 45 pul olacak
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sekilde paylastirildi. Uzerlerine de 5’er pyl DNA drnedi konulup 1si déngi
cihazina yerlegtirildi. IMP-1, IMP-2, VIM1 ve VIM-2 gen bdlgeleri icin 1s1 dongu
cihazinda PZR kosullari Tablo 8'deki gibi uygulanmigtir.

Tablo 8: Metallo 3 laktamaz Uretiminden sorumlu IMP-1, IMP-2, VIM-1 ve VIM-
2 gen bolgelerinin amplifikasyonunda kullanilan PZR kosullari.

Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) Sire Dongu Sayisi
ilk Denatlrasyon 94 5 dakika 1
Denaturasyon 94 1 dakika

Primer Baglanmasi .

(Anneling) 55 1 dakika 30

Zincir Uzamasi :

(Extension) 72 1,5 dakika

Son Uzama 72 5 dakika 1

Bekleme 4 0 %

Termal dongu cihazinda reaksiyon tamamlandiktan sonra, Orneklere

elektroforez uygulanmak tGzere +4°C’ye muhafaza edilmigtir.
3.4.3. Agaroz Jel Elektroforez islemi

PZR ile metallo B laktamaz Uuretiminden sorumlu gen bolgeleri
amplifikasyonla cogaltildiktan sonra %1,5'luk agaroz jele ylUklenerek Urunlerin
elektroforezi yapildi. Hazirlanan jelde vyurGtilen DNA’larin  uzunluklari,
bayuklUkleri belli DNA fragmentlerini igceren molekuler agirlik standardi ile
kiyaslanarak saptandi. Elektroforez tamponu olarak Tris-Borik Asit-Etilen diamin
tetra asetik asit (EDTA) [TBE] kullanildi. 10 kat konsantre stok olarak hazirlanan

bu tampon kullanilmadan 6énce 1kat olacak sekilde distile su ile sulandirildi.
e Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Bir balon jojede 0,45 gr agaroz 30 ml 1X TBE solusyonu igerisinde
mikrodalga firrnda homojen seffaf hale gelinceye kadar isitildi. Biraz

soguduktan sonra etidyum bromidden 3 ul eklendi. Daha sonra jel, taraklarin
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yerlestirildigi jel tepsisine yavasca dokuldl. Katillasana kadar (25-30 dakika)
oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra elektroforez tankina yerlestirilerek PZR
orneklerinin yliklenmesine hazir hale getirildi.

Daha 6nceden PZR islemi yapilmis olan buzdolabindaki érneklerden 10’ar pl
alinarak parafilm tUzerinde 2 ul 1X TBE ile hazirlanmig ylikleme tamponu (%20
sukroz veya gliserol, %0,25 brom fenol mavisi) ile iyice karistirildi. Daha sonra
da elektroforez tankina yerlestirilen jelin kuyucuklarina sirasiyla yuklendi.
Tankin kapagi kapatildiktan sonra gug¢ kaynagi c¢alistirildi. Kullanilan mini tank
icin 30 mA akim verilerek elektrik akimi ge¢mesi saglanarak ornekler 30-40
dakika boyunca yurutuldd. YUkleme tamponunda bulunan brom fenol mavisinin
goOgu takip ederek jelin 2/3'lUk kismina ulastiginda elektroforez durduruldu. Jel
tanktan cikarilarak 312 nm dalga boyunda isik veren UV-transliminatorinde

incelendi ve jel goruntileme sisteminde kayitlari yapildi.
3.5 istatistiksel Degerlendirme

istatistik analizlerde kategorik veriler arasindaki iligkiler ki-kare veya
Likelihood Ratio test istatistigi ile incelendi. E-Test , MHT ve MBL E-Test (IMP-
EDTA) testlerinin PZR pozitiflige gére Duyarlihk, Ozglllik, Pozitif ve Negatif
Prediktif Degerleri hesaplandi. PZR-negatif ile PZR-pozitif gruplari arasinda
yas, slre ve tedavi suresi bakimindan bir farklilik olup olmadigr Mann-Whitney
U testi ile analiz edildi. istatistik analizler SPSS v.11.5.1 ve MedCalc .11.5.1
paket programlari ile yapildi. Istatistik analizlerde p<0,05 ise sonugclar anlamli
kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 izolatlar

Calismaya alinan 29 P.aeruginosa izolati doku ( 14 %48.3) , idrar (4,
%13,8), derin trakeal aspirat (4, %13,8), plevral sivi (3 %10.3 ), balgam (1,
%3,4), kan (1, %3,4), apse (2, %9,8),0lmak Uzere pek ¢ok klinik érnekten

ayristirlmigtir.(Grafik 1) izolatlarin ayristirildigi érneklerin génderilen bélimlere

gore dagilimi Tablo 9 da verilmektedir.

14+
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trakeal sm
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Grafik 1: izole edilen P.aeruginosa suslarinin klinik érneklere gére dagilimi

Tablo 9: Calismaya alinan P.aeruginosa izolatlarinin ayristirildigi érneklerin
gonderildikleri bolimlere gore dagihmi.

Orneklerin Génderildigi Boliim Sayi %
Dahili Birimler 10 34.5
Cerrahi Birimler 12 41.4
Pediatri 2 6.9
Anestezi 5 17.2
Toplam 29 100
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4.3.2 MBL E-test

Calismaya alinan izolatlarda metallo-beta laktamazin fenotipik tayini
amaciyla kullanilan testlerden biri de MBL E-testtir(IMP-EDTA). E-test toplam
29 izolata uygulandi. E-test uygulanan 29 izolatin 6’sinin (%20.7) imipenem:
imipenem+EDTA MIK oranlari =8 olarak bulundu. MBL pozitif olarak
degerlendiriimis ve fenotipik olarak metallo-beta-laktamaz Urettigi saptandi. 29
izolatin 23U (%79.3) ise MBL negatif olarak degerlendirildi ve fenotipik olarak
metallo-betalaktamaz Uretmedigi saptandi. E-test ile fenotipik olarak metallo-

beta-laktamaz Urettigi saptanan bir izolat Sekil 1 de gosteriimektedir.

Sekil 1: imipenem/imipenem+EDTA'll E-test ile MBL pozitifligi

4.3.4 “Modifiye Hodge Test” (MHT)

P.aeruginosa izolatinda metallo-beta-laktamazin fenotipik tayininde kullanilan
diger bir test MHT’dir. Calismaya alinan 29 izolatlarin 6 (% 20.7)’'si modifiye
Hodge testi ile pozitif olarak; 23’Ude (%79.3) modifiye Hodge testi ile negatif
bulunmustur. MHT ile pozitif bulunan alti izolatin altisi da EDTA’lI E-test ile

pozitif bulunmustur.
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Sekil 2: Modifiye Hodge testi pozitif olan izolat.( yonca gérinumu)
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4.4. Metallo-beta-laktamaz Enziminin Genotipik Yontemle Gosterilmesi

PZR deneyleri sonucunda 11 susta (%37,9) metallo B laktamaz
uretiminden sorumlu VIM-1 gen bolgesi izole edildi. IMP-1, IMP-2 ve VIM-2 gen
bolgeleri negatif bulunmustur. PZR deneyleri sonucunda olusan bantlar sekil

3’'da gosterilmistir.

500 bg
400 bg—»

300 bg—
261 bg—»

200 bg—»

100 bg—s

Sekil 3: Primer spesifik PZR yontemi ile metallo  laktamaz Uretiminden
sorumlu VIM-1 gen bdlgesinin %1,5’luk agaroz jel elektroforez gorintisu [Kolon
M: DNA molekuler agirlik standardi (GeneRuler 100 bp DNA Ladder, SM0241,
Fermentas), Kolon 1, 2, 3, 4, 5: 261 b¢’lik VIM-1 gen bolgesi, Kolon 6: Negatif
kontrol)

PZR ILE DIGER TESTLERIN KARSILASTIRMALARI

Tablo 10: MBL E-Test ile PZR Karsilastirilmasi

PZR Total
yok VIM1
MBL E-Test NEGATIF N 18 5 23
% MBL E-Test |78,3% 21,7% 100,0%
% PZR 100,0% | 45,5% 79,3%
POZITIF N 0 6 6
% MBL E-Test |,0% 100,0% 100,0%
% PZR ,0% 54,5% 20,7%
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Total

N
% MBL E-Test
% PZR

11
62,1% 37,9%
100,0% 100,0%

29
100,0%
100,0%

MBL E-Test ile PZR arasindaki iliski istatistiksel olarak anlamli bulundu p=0,001

MBL E-Testin duyarlihg %54 6zgulligu %100 olarak saptanmistir. PPD
%100, NPD %78,2 olarak hesaplanmistir.(Tablo 10)

Tablo 11: MHT ile PZR Karsilastiriimasi

PZR Total
yok VIM1

MHT NEGATIF N 18 5 23
% MHT 78,3% 21,7% | 100,0%

% PZR 100,0% 45,5% 79,3%

POZITIF N 0 6 6

% MHT ,0% 100,0% | 100,0%

% PZR ,0% 54,5% 20,7%

Total N 18 11 29
% MHT 62,1% 37,9% | 100,0%

% PZR 100,0% 100,0% | 100,0%

MHT ile PZR arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamli bulundu p=0,001

MHT in duyarlihgi %54 6zgulligu %100 olarak saptanmistir. PPD %100,
NPD %78.2 olarak hesaplanmistir. (Tablo 11) Uygulanan iki test sonugclari

arasinda %100 uyumluluk saptanmistir.
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Tablo 12: Metallo beta laktamaz geni tagiyan izolatlarin servis, materyal, MBL
E-Test, MHT pozitifliklerine gére dagilimlari

SuUS BOLUM MATERYAL IMP (MIC) MBL MHT PZR
NO Mg /mL E-Test

1 Ortopedi Doku 16 - - VIM-1
2 Ortopedi Doku >256 + + VIM-1
3 Enfeksiyon Doku >256 + + VIM-1
5 Enfeksiyon Apse >256 + + VIM-1
6 Kalp-damar cer. Doku >256 + + VIM-1
8 Plastik cer. Doku >256 + + VIM-1
10 Anestezi Balgam 8 - - VIM-1
12 Ortopedi Doku 8 - - VIM-1
14 Enfeksiyon Doku 8 - - VIM-1
19 Kalp-damar cer TAK 12 - - VIM-1
20 Noroloji idrar >256 + + VIM-1
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5. TARTISMA

Pseudomonas cinsi bakteriler toprakta ve suda yasayan gram negatif,
nonfermentatif, aerop basillerdir. Pseudomonas cinsi iginde en siklikla izole
edilen insan patojeni Pseudomonas aeruginosa’dir. P.aeruginosa daha ¢ok HE
olmak Uzere, immun yetmezligi olanlarda, malign veya metabolik hastaligi
bulunanlarda, uzun sure kemoterapi ve radyoterapi alanlarda, yashlarda, agir
yanikli kisilerde en 6nemli enfeksiyon etkenlerinden biridir.

P. aeruginosa HE etkenleri icinde sik olarak yer almakta, cesitli
antibiyotiklere diren¢ gelistirebilmekte ve olusturdugu enfeksiyonlara bagh
yilksek mortalite ve morbiditeye neden olmaktadir®®°.

P.aeruginosa enfeksiyonlarinin sikligi 6zellikle hastane ortaminda daha
yiksektir. Ozellikle yogun bakim tnitelerinden olmak tizere, HE etkeni olarak en
sik izole edilen firsatgi patojenlerden biridir. Genel olarak hastane
enfeksiyonlarinin  %10-25'inden P. aeruginosa sorumlu tutulmaktadir %.
Hastane kosullarinda bakteriler hem daha kolay barinma olanagi bulmakta hem
de direng kazanma sansi artmaktadir. P.aeruginosa suslarinin etken oldugu
enfeksiyonlarda en dnemli sorun, antibiyotiklere direncin ¢abuk gelismesi ve
yuksek oranda olmasidir. Coklu ilag direncine sahip P.aeruginosa suslari ile
gelisen enfeksiyonlarin tedavisi, klinikte karsilasilan en énemli sorunlardan bir
tanesidir™.

Calismamizda klinik 6rneklerden tanimlanan 29 P.aeruginosa izolatinin
18’1 (%62) c¢oklu ilag direncine sahiptir. Coklu ila¢g direncine sahip oldugu
belirlenen 18 P.aeruginosa izolatinin florokinolon grubunda yer alan
siprofloksasine, aminoglikozit grubunda yer alan tobramisine ve beta-laktam
grubunda vyer alan ajanlardan (seftazidim, meropenem, imipenem ve
sefaperazon/sulbaktam) en az birine direncli oldugu belirlenmistir.

Yasam tehdit eden ciddi infeksiyonlarda ve c¢oklu ila¢ direnci gdsteren
gram negatif bakterilerin yol actigi infeksiyonlarda karbapenem grubu
antibiyotikler son segenek durumunda oldugu icin karbapenem direncinin ayri
bir dnemi vardir. Direng oranlari ve direngten sorumlu olabilecek olasi enzimler

her Ulke ve merkeze gore dedisiklikler gostermekle birlikte her merkez icin
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degismeyen bir gercek, oranlarin yillar iginde artmakta oldugudur. Japonya’da
karbapenem direnci 1998'de % 19,3’den 2002'de % 38’e ¢ikmistir®.

Hastanemizde izole edilen P.aeruginosa suslari igin karbapenem direnci
2010 yilinda %24 olarak saptanmistir®'.

Antibiyotik diren¢ durumlari bdlgelere ve hastanelere goére dedisiklik
gosterdiginden her hastanede mikroorganizmanin antibiyotik direncinin
izienmesi ve ampirik tedavide bu verilerden faydalaniimasi gerekir®.
P.aeruginosa enfeksiyonlarinin tedavisi oldukga gugctlr c¢unkl suslar dogal
dirence sahiptir ve ayni zamanda antimikrobiyal ajanlara direng gelistirmistir®®.

Karbapenem antibiyotiklere karsi farkli mekanizmalarla direng
gelisebilmektedir: Bakteri dis membran proteinlerinde degisiklik sonucu
gegirgenligin azalmasi, karbapenemin disari pompalanmasi, AmpC tipi
betalaktamazlarin asiri Uretimi, karbapenemaz Uretimi. P.aeruginosa tedavi
sirasinda imipeneme direng gelistirebilir. Bu diren¢ seleksiyonu, diger beta-
laktam antibiyotiklerin  seleksiyonundan farkli olarak, P.aeruginosa’nin
imipeneme segici membran gegirgenliginde degisiklik meydana gelmesiyle
olusur. Enterobacteriaceae kdkenlerinde imipenem direnci kromozomal beta-
laktamazlarin yUksek duzeyde Uretiimesi ve gecirgenliginde azalmaya bagli
olarak ortaya gikar®'.

Genel olarak imipenem ve meropenem duyarlihdinin birbirine parallel
oldugu kabul ediimekte ve CLSI tarafindan da her iki karbapenemin
antibiyogram degerlendiriimesinde birbirini temsil edebilecedi Onerilmektedir.
Bal ve arkadaslari, yaptiklari ¢alismada gram negatif bakterilerde meropenem
ve imipenem duyarliliklarini esit oranlarda bulmuslardir®. Ancak, farkli porin
veya pompa-efluks sistemleri nedeniyle imipenem ve meropenem birbirinden
bagimsiz duyarhliklara sahip olabilirler.

Beta-laktamazlar, beta-laktam antimikrobiyal ajanlarina kargi olusan
bakteriyel direncin en yaygin sebebidir. Beta-laktamazlar igin birkag
siniflandirma sistemi yayinlanmigtir. Beta-laktamazlar hidrolitik spektrumlari,
inhibitorlere duyarlliklari ve plazmid ya da kromozomal olarak kodlanmalarina
gore siniflandiriimislardir®.

Sinif B Metallo-beta-laktamazlar (MBL), karbapenemleri hidroliz edebilen
ve ¢odu beta-laktamaz inhibitorlerine kargi direng olusturan fakat metal iyon

selatorlerinin inhibisyonuna duyarli olan beta-laktamaz sinifidir. Bu enzimlerin
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¢ogu sefaloporinleri ve penisilinleri hidroliz etme yeteneginde fakat,
aztreonamlari hidroliz edememektedir. Hidroliz yetenekleri enzimin aktif
bdlgesinde bulunan ¢inko iyonundan gelmektedir. En sik gobzlenen MBL
enzimleri VIM, IMP, GIM ve SPM‘dir. Bu enzimler kromozomal olmakla birlikte
gen kasetlerinde tasinanan integronlarda lokalize olmuslardir. Bu integronlar
plazmid veya transpozona integre oldugunda bakteriler arasinda mutlaka
transferi gerceklesmektedir. Transfer edilebilir IMP tipi ilk defa 1990 yilinda bir
P. aeruginosa izolatinda saptanmistir. VIM tipi MBL'lar ise ilk defa Italya’da
1997 yilinda rapor edilmigtir. Diger MBL tipi olan SPM ve GIM ¢ok fazla yayilis
gostermemektedirler ancak VIM ve IMP tipi MBL’lar dinya genelinde gittikce
yayginlasmakta ve énemli bir sorun olusturmaktadir®.

Tedavilerinde karbapenem antibiyotiklerinin tercih edildigi
enfeksiyonlarda etkeni izole etmek kadar etkenin karbapenemaz ve MBL
Uretimini basit ve guvenilir bir laboratuar metoduyla tespit etmek de 6nem
kazanmaktadir. MBL Ureten izolatlarin klinik mikrobiyoloji laboratuarlarinda
erken tanisi hem direncli izolatin yayilmasini énlemek hem de klinisyeni tedavi
konusunda bilgilendirebilmek icin son derece o6nemlidir. Bu gune kadar
dinyanin cesitli Glkelerinde MBL enziminin tespitine yonelik gesitli fenotipik
testler uygulanmistir. Ne varki GSBL (Genis spektrumlu beta-laktamaz)’larda
oldugu gibi CLSI kriterlerine gore izolatlarda MBL uretimini tespit etmede gecerli
bir metod henuz olusturulamamistir. Ancak double disk sinerji testi, imipenem-
EDTA kombine disk testi MBL E-Test, Modifiye Hodge testi gibi cesitli
yontemleri kullanan calismalar yapilmakta ve sonuglar PCR sonuglari ile
karsilastiriimaktadir. Bu galismalarin bazilari olumlu sonug verirken bazilarinda
yalanci pozitifligin yiiksek oldugu gérilmektedir'®",

Fenotipik yontemlerin hemen hepsi, inhibitor maddenin ortama
eklenmesi ile enzim inhibisyonunun gézlenmesi temeline dayanir. Yong et al.,
imipenem ve imipenem+EDTA diskleri kullanilarak rutin metallo enzim
arastiriimasi igin kullanilabilecek bir yéntemin gelistirildigini bildirmistir "°2.Farkli
betalaktam inhibitér kombinasyonlari esasina dayanan fenotipik testler halen
rutin test olarak degerlendirme asamasindadir’®.

Luzzarro ve arkadaslari italya’da karbapenem direncli 82 P. aeruginosa

izolatinda E-test MBL stripleri ile %9,8 oraninda MBL Uretimi rapor edilmistir'®.

Ohara ve ark. 58 susun 14’linde (%14) MBL pozitif olarak saptamislardir'®.
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Varaiya ve ark. ise 240 P. aeruginosa izolatinin 60’in1 (%25) karbapenem
direncli 50’sini (%20,8) MBL pozitif olarak rapor etmislerdir'®. Brezilya'da 3
fenotipik yontemin karsilastirildigi arastirmada 69 karbapenem direngli P.
aeruginosa izolatinin 21'i (%30.4) MBL pozitif saptanmistir''°.

SENTRY calismasi kapsaminda 1999-2002 vyillari arasinda litalya’nin
Genova, Roma ve Katania bolgelerinde izole edilen 383 P.aeruginosa susunun
%6.5'inin  (imipeneme direngli bulunanlardan  %39.1’inin) MBL Urettigi
saptanmistir®.

Tarkiye'de MBL prevalansini  yansitan uluslararasi yayinlanmis
calismalar  bulunmaktadir.  Altoparlak ve arkadaslari, Erzurum'da
karbapenemlere direngli 40 P. aeruginosa susunun IMP-EDTA kombine disk
yéntemi ile 22’sinde (%55) pozitiflik bulmuslardir'®. Toraman ve arkadaslar
Elazig’'da karbapenemlere direngli 52 P. aeruginosa izolatinin 15’'inde (%29)
MBL Uretimini tespit etmislerdir'®. Firat Universitesi Tip fakiiltesi Mikrobiyoloji
Laboratuarinda gesitli klinik 6rneklerden 407 P. aeruginosa susu izole edilmistir.
E-Test-MBL stripleri ile karbapenem direngli suslarda MBL arastirmasi yapilmis
ve 42 P. aeruginosa susunun 10’unda (%24) MBL (retimini saptanmistir '%’.
Fidan ve arkadaslari ¢aligilan 40 P. aeruginosa susundan 2’sinde (%5) double
disk sinerji ve modifiye hodge testi ile MBL enzimi saptamislardir'® istanbul’da
karbapenem direncgli (yirmibes Pseudomonas susunun % 12’si modifiye Hodge
testi ile, % 52’si imipenem-EDTA disk testi ile, % 60’1 meropenem-EDTA disk
testi ile pozitiflik vermistir'®.

Calismamizda 29 P. aeruginosa izolatt MBL varligini fenotipik olarak
arastirmak amaciyla E-Test MBL stripleri ve modifiye hodge testi ile
degerlendirilmigtir ve 29 sussun 6 (20,7%)’sI MBL pozitif olarak saptanmistir.

Cin’de yapilan bir arastirmada imipenem direngli 264 P. aeruginosa
izolatinin 24(%9,1)i PZR ile MBL pozitif saptanmis’'®. MBL E-Test ile yanlis
pozitif sonug saptanmamis. MBL E-Test (IMP EDTA) duyarhlik %85,7 6zgullik
%100 PPD, %100 ve NPD %98,8 olarak hesaplanmis'®. Brezilya’da 3 fenotipik
yontemin karsilastirildigr arastirmada 69 karbapenem direngli P. aeruginosa
izolatinin 53'i (%76,8) MBL E-Test ile pozitif saptanmistir'°.

Benzer sekilde bizim arastirmamizda MBL E-Test (IMP EDTA) ile 6
(%20,7) saptanmistir. MBL E-Test (IMP EDTA) ile duyarlihk %54 o6zgulluk
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%100, PPD %100 ve NPD%78 olarak hesaplanmistir. MBL pozitif oldugu halde
MBL E Test ile negatif saptanan 5 P. aeruginosa izolati gosterilmistir.

Aragtirmamiza gore MBL sikliginin %37,9’lik bir yuzdeye sahipken,
Dunya genelinde MBL enziminin saptanma sikliginin %8,7-15’lik GUlkemizde ise
%5-55’lik bir ylzdeye sahip oldugu gézlenmektedir. MBL enzimi, ¢galismamizda
oldugu kadar diger arastirmalarda da giderek artan bir tehlike oldugu
belirtiimektedir ve bu durum antibiyotik tedavisi sirasinda gelisen MBL direng
sorununu tekrar guncellestirmektedir. Dolayisi ile farkh cografyalarda MBL
enziminin saptanma yuzdesi degisiklik gostermektedir.

Plazmidik MBL'’lar son birkag yilda dinya genelinde hizlanan yayilmalar
ile giindemde yer tutmaktadir. Ozellikle, Non Fermantatif Gram Negatif
basillerde IMP veya VIM tipi MBL'larin yayllmasi 2 nedenle epidemiyolojik risk
olusturur. Birincisi, MBL’lar sadece karbapenemlere degil tim beta-laktamlara
diren¢c olusturabilir ve beraberinde taginabilen diger direng genleriyle
aminoglikozidlere ve florokinolonlara karsi da c¢oklu direng godsterebilirler.
ikincisi, IMP veya VIM tipi enzimleri kodlayan genler siklikla hareketli elemanlar
uzerinde tagindiklarindan farkli suglar arasinda horizontal olarak yayilabilirler
103

Simdiye kadar IMP, VIM, SPM- 1 ve GIM-1 olmak Uzere dort farkh grup
altinda toplanan metallo-betalaktamazlardan en fazla IMP ve VIM tipi enzimler
saptanmaktadir. IMP tipi enzimler P.aeruginosa’nin yani sira enterik
bakterilerde de bulunmakta iken, VIM benzeri enzimler P.aeruginosa ve diger
non-fermentatif bakterilerde bulunmaktadir '%.

Bu fenotipik yontemlerin sonuglarini degerlendirirken, o merkezlerdeki
MBL tiplerini ve prevalanslarini da dikkate almak gerekir. IMP tipi MBL’lar
1997°’ye kadar Japonya ile sinirli kaldiktan sonra Avrupa Ulkelerinde de
saptanmaya baglamigtir. VIM tipi MBL’lar Avrupa orijinli olmakla birlikte bugine
kadar 20 den fazla Glkeden bildirilmistir.

IMP-1 ilk olarak 1990’larin baslarinda bildirilirken yeni MBL genleri
Pseudomonas spp., Acinetobacter spp. ve Enterobacteriaceae uUyeleri gibi
birgok dnemli patojende bildiriimektedir. IMP-1’in ortaya ¢ikmasindan sonra VIM
ailesi, SPM-1, GIM-1 ve SIM-1 olmak Uzere dort tip MBL daha bildirilmistir.
SPM-1 Brezilya, GIM-1 Almanya ve SIM-1 Kore ile sinirli iken IMP tipi MBL'ler
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Uzakdogu, Avrupa ve Kanada’'da; VIM tipi MBL’ler Kuzey Amerika, Glney
Amerika, Avrupa ve Giiney Dogu Asya’da yayilim gdstermektedir >#35¢.

Uzak Dogu’'nun diginda dunyanin diger bolgelerinde P.aeruginosa klinik
izolatlarinda MBL Uretimi daha ender olmasina ragmen Brezilya ve diger Latin
Amerika Ulkelerinde bu diren¢ mekanizmasi yaygin olarak gortlmektedir. Sao
Paulo’da bir P.aeruginosa izolatinda ilk kez SPM-1’in bildirilmesinden sonra bu
enzim Brezilya’da yayginlasmistir. Brezilya’da 2000-2001 yillari arasinda
toplanan 183 P.aeruginosa izolatinda %55.6 oraninda SPM-1, %30.6 oraninda
VIM-2 ve %8.3 oraninda da IMP-1 bulunmustur®>2*.

SENTRY calismasinin Latin Amerika merkezlerinden Arjantin, Brezilya,
Sili, Meksika ve Venezuella’da Ocak 2001-Aralik 2003 arasinda izole edilmis
463 Acinetobacter spp., 1186 P.aeruginosa ve bes P.fluorescens ornegi
incelenmigtir. Yirmibir (%1.77) P.aeruginosa SPM-1, yedi (%1.51) Acinetobacter
spp. ve bir (%20) P.fluorescens IMP-1, U¢ P.aeruginosa ve bir P.fluorescens
VIM-2 varligi acisindan pozitif bulunmuslardir. ilk IMP-16 varyanti da bu
calismada bulunmustir'®.

Japonya’da 1991'den beri [IMP-1 P.aeruginosa, P.fluorescens,
Burkholderia cepacia, Alcaligenes xylosoxidans ve Enterobacteriaceae ailesi
dyelerinin de iginde bulundugu gram negatif ¢omaklar arasinda giderek
yayginlasmistir. Yine Japonya’da 1996-1997 vyillari arasindaki bir ¢alismanin
sonuglarina gore P.aeruginosa izolatlarinin %1.3’'Gndn ve S.marcescens
izolatlarinin %4.4’Gnlin plazmid kaynakli IMP-1 Urettikleri saptanmistir "'

Kanada'da 1995-1996 vyillari arasinda Gibb ve ark.’nin'" yaptigi
calismada iki ayri rehabilitasyon servisinden dokuz hastada karbapenemlere,
aminoglikozidlere, siprofloksasine ve seftazidime direngli ancak piperasiline
duyarli P.aeruginosa izolatlari bulunmustur. Yapilan ¢alismalarin sonucunda bu
izolatlarin IMP-1 ile %91 oraninda benzerlik gésteren IMP-7 beta laktamazina
sahip olduklari saptanmistir. Son 10 vyilda Japonya’da ve Cin’de
P.aeruginosa’da yaygin olan fakat Avrupa ve Kanada’'da da gorulen IMP-tipi
enzimler artan oranlarda identifiye edilmeye baslanmistir®®.

Ulkemizde ilk IMP-1 enzimi bir K.pneumoniae susunda bulunmustur'™*.

VIM tipi enzimler Avrupa ve Guneydogu Asya’da izole edilen suslarda
yaygindirlar. Avrupa’da ilk MBL olarak VIM-1 italya'dan; daha sonra VIM-2

Fransa, Yunanistan, italya ve ispanya’dan, ayrica Kore’den; VIM-2 ve VIM-3
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Tayland’dan ve VIM-4 Yunanistan’dan bildiriimistir®"'"®. VIM-1 ile VIM-2
arasinda %90 aminoasit benzerligi bulunmaktadir'™. VIM tipi MBL'ler
cogunlukla  P.aeruginosa, P.putida, P.stutzeri,  Acinetobacter  spp.,
Achromobacter xylosoxidans ve S.marcescens’te bulunmaktadir'™.

2002 yilinda SENTRY calismasina bagli olarak Walsh ve ark. ®
Polonya’da bir yenidoganin kan kultirinden izole edilen P.aeruginosa susunun
VIM-2 tipi MBL Urettigini saptamiglardir. VIM-2 enzimi Bati Avrupa’dan bildirilen
ilk MBL olmamakla birlikte bu sonu¢ MBL varliginin Avrupa kitasina yayildigini
isaret etmektedir.

VIM-2, VIM ailesinin dominant tipidir ve Avrupa’nin bir¢cok Ulkesinde izole
edilmektedir'®.

Ulkemizde Bahar ve ark.'® imipeneme direncli bir P.aeruginosa
susundan VIM-5 izole etmislerdir. Bizim c¢alismamizda ise (%37.9) VIM-1
pozitifligine rastlanmistir.

En ¢ok bilinen ve en ¢ok arastirilan metallo beta laktamazlar VIM 1 gen
ailesidir. 27 gesidi ile 23 ayri gram negatif basillerden 40 dan fazla Ulkede izole
edilmigtir. VIM varyantlarinda amino asid benzerligi %729 ila %99.6
oranlarindadir. Cogu blaVIM hizli kazanilabilen genetik bdlge olan clas 1
integronda tasinir. integronlar transpozonlar iginde yer alirlar ama zaman iginde
daha hizli genetik gecis yapan plazmidler ile de tasinabilirler.Codu izolatta
diger direnc genleri ile birlikte bulunurlar'®.

Meksikada yapilan arastirmada 86 karbapenem direngli P.aeruginosa
izolatlari MBL aktivasyonu igin arastirimis ve blaVIM-2 ve blaIMP-15 genleri
bulunan klas 1 integronlar saptanmis.Bu calisma karbapenem direncinin
yayllmasini Onlemek i¢in uygun gozetim gerekliligini vurgulayan tek bir
P.aeruginosa sugunda farkh MBL dreten 2 gen bolgesinin bulunabildigini
gosteren ilk bildiri olmustur'".

Metallo-beta-laktamaz gen varliginin dnemi, karbapenemler dahil olmak
Uzere hem pek ¢ok antibiyotige direng gelisimine neden olmasi, hem de direng

genlerinin horizontal yayilim ile diger bakterilere kolaylikla gecebilmesidir '%.
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6. SONUG VE ONERILER

Calismamizda elde ettigimiz sonuglar Dlnya’daki ve Turkiye'deki diger
calismalarla uyum gdstermektedir. Calismamizin sonuglarina ve diger
literaturlerin verilerine gore Dunya genelinde klinik orneklerden ¢oklu ilag
direncli P. aeruginosa izolasyonunun giderek artan bir trend izledidi
gorulmektedir. P.aeruginosa’nin klinik materyallerden artan izolasyon sikligiyla
birlikte antibiyotik direng profillerinin de degistigi gorliimektedir. Hastane
izolatlari arasinda giderek daha ylksek oranda c¢oklu ilag direncinin izolatlar
arasinda artigs gostermesi, hastane kokenli P. aeruginosa enfeksiyonlarinin
takip edilmesini gerektirmektedir. Bu sayede uygun tedavinin uygulanmasi
mumkuin olabilecektir.

Calismamiz sonucunda, P. aeruginosa’ da MBL'larin hizla yayilmasi ve
EUCAST standartlarina gore degerlendiriien duyarlilik testlerinde, bunlarin
karbapenemlere duyarli gorulebilmesi nedeniyle, GSBL i¢in oldugu gibi, MBL
uretimini de ortaya koyacak daha iyi standardize edilmis ve degerlendirme
kriterleri  belirlenmis fenotipik testlere ve bu testlerin genotipik olarak
dogrulanmasina yonelik calismalara gereksinim oldugu goértsiune varimistir.
Bundan sonraki en 6nemli hedef bu enzimleri tanimlayabilecek duyarlligi ve
O0zgullugu yuksek testlerin gelistiriimesi icin arastirmalarin devam etmesi

olmalidir.
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