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.GIRIS

Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter baumannii gibi bakteriler son
yillarda immiin sistemi baskilanmis ve Ozellikle hastanede yatan hastalarda artan
oranlarda goriilen firsat¢1 enfeksiyonlara neden olan non fermentatif Gram negatif
bakteriler olarak bilinmektedir (Wisplinghoff, 2012; Tijet, 2016). Yasam1 tehdit eden
coklu ilag direnci gosterebilen bu iki bakterinin yol agtig1 ciddi enfeksiyonlarda
karbapenem grubu antibiyotikler; genis antibakteriyel spektrumlari, bakteri
membranlarindan hizla gegebilmeleri, AmpC ve genislemis spektrumlu beta
laktamaz (GSBL) enzimlerine dayanikli olmalar1 gibi 6zellikleri nedeniyle dncelikli
olarak tercih edilen antibiyotik grubudur (Livermore, 2000). Karbapenemlerin klinik
kullanima girmesi ¢oklu ilag direngli bakterilerin neden oldugu ciddi hastane
enfeksiyonlarinda dnemli bir avantaj saglamistir. Fakat 6zellikle ampirik tedavide
yaygin kullanilmalar1 nedeniyle P. aeruginosa ve A.baumannii gibi non fermentatif

bakterilerde karbapenem direnci hizlibir sekilde artis gostermistir (Giir, 2004).

Gram negatif basillerin karbapenem direncinden 6&zellikle azalmis dis
membran gecirgenligi veya effluks pompa sistemi sorumlu tutulmaktadir. Bunun
yaninda beta-laktamazlar da direng¢de rol alabilmektedir. Karbapenemazlar; sinif A

penisilinazlar, sinif D oksasilinazlar ve sinif B metallo-beta-laktamazlardan olusurlar
(Nordmann, 2002).

Ik olarak 1991°de Japonya’da metallo-beta-laktamazlardan (MBL) IMP-1
tireten P.aeruginosa’ nin bildirilmesinden sonra Japonya basta olmak lizere gesitli
Asya ve Avrupa iilkelerinden Gram negatif basillerde, 6zellikle P.aeruginosa ve A.
baumannii suslarinda, yeni metallo-beta-laktamaz (MBL)’lar (IMP, VIM, GIM,
SPM) bildirilmistir ve son 3 yilda bunlarin sayilari artarak diinya ¢apinda yayilma
gostermektedir (Nordmann, 2002; Fritshe, 2005). MBL’lardaki bu hizli artis hem
endise vermekte hem de bu enzimlerin varligim1 ortaya koyacak testlerin
gelistirilmesi  konusunu  6nemli  hale  getirmektedir. MBL  aktivitesinin

etilendiamintetraasetik asit (EDTA) ve 2-merkaptopropionik asit (MPA) gibi metal



selatorler ile inhibe olma ozelliklerinden yararlanilarak bu enzimleri erken
taniyabilecek tarama amacgli basit fenotipik yontemler gelistirilmistir. Bunlar
imipenemli veya seftazidimli EDTA veya MPA disklerini kullanan ¢ift-disk sinerji
testi, Hodge testi, saftazidim veya imipenemli EDTA kombine disk testi, MBL Etest
ve imipenemli EDTA ya da meropemen EDTA kullanan testlerdir (Duman, 2017;
Atasoy, 2014).

Bu calismanin amaci, Afyonkarahisar Saglik Bilimleri Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilen c¢esitli klinik 6rneklerden
izole edilen tekrari olmayan A.baumannii ve P.aeruginosa izolatlar1t MBL enzimi
tireten suslarin fenotipik yontemlerle oranini belirlemek, MBL tayininde bu fenotipik
yontemleri degerlendirmek ve MBL firetiminde fenotipik yontemleri kullanarak

hangisinin rutin uygulamalarda daha yararl olabilecegi amaglanmustir.

1.1. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa daha onceki tarihlerde yaralarda, ozellikle de
ameliyat yaralarinda mavi-yesil renkli irin etkeni olarak goze ¢arpan ve 1882 yilinda
Gessard tarafindan tanimlanmistir (Bilgehan, 1995; Baron, 1990). Dogada yaygin
olarak bulunur. P.aeruginosa suda, toprakta, bitkilerde, boceklerde, baliklarda,
amfibialarda, kuslarda ayrica insan ve diger memelilerin gastrointestinal sisteminde
hastalik yapmadan bulunur. Pseudomonas cinsi Pseudomonadaceae ailesi i¢indeki

en Onemli nozokomiyal etkeni ve en iyi tanimlanms tiiriidiir (Vahaboglu, 2002;
Brooks, 1998).

Firsatc1 patojen olarak dnemli rol oynamasinda distile suda bile ¢ogalabilecek
kadar asgari besin maddesine ihtiyag gostermesi, sicaklik dahil, farkli fiziksel
sartlara uyum gostermesi yardimci olur (Brooks, 1998 ). Dezenfektan ve sivi
sabunlar, temizlik sivilari, hasta odalarindaki cicekler gibi bircok ortamdan

P.aeruginosa suslari izole edilmistir (Baron, 1990; Vahaboglu, 2002).



1.1.2. Mikroskopik Ozellikler

P.aeruginosa ¢esitlilik gostermekle birlikte nispeten 1,5-3 um uzunlugunda
ve 0,5 um genisliginde, gram negatif comaktir. Rutinde kullanilan boyama
yontemleriyle kolayca boyanir. Bir ya da birden fazla polar konumlu kirpigi

bulunmasi nedeniyle ¢ok hareketlidir (Baron, 1990; Vahaboglu, 2002).

1.1.3. Kiiltiir Ozellikleri

Aerop lreme Ozelligi gosteren P.aeruginosa {lireyebilmek igin oksijene
gereksinim duyar ve sivi besiyerinde yiizeyde zar olusturacak sekilde iirer. Zarin
hemen altinda mavi-yesil pigmenti ayirt ile edilebilir. Laboratuvarlarda 30-37°C’de
triptikaz soya agar, koyun kanli agar, cukulata agar, Mueller Hinton agar (MHA),
endo ve Mac Conkey gibi besiyerlerinde kolaylikla iireyebilir. Diger Pseudomonas
tirlerinden ayrilmasinda 42°C’de ireyebilme ozelligi onemlidir (Baron, 1990;
Erdem, 1999; Vahaboglu, 2002; Brooks, 1998). P.aeruginosa kanli agarda beta
hemoliz yapar. Genellikle 3-5 mm biiyiikliigiinde kenarlar1 diizensiz ve tizeri diizgiin
goriinimde koloni yaparlar. Mukoid tipte olanlar kistik fibrozlu hastalardan izole
edilen ve aljinat (mukoid ekzopolisakkarit) olusturan suslardir (Baron, 1990; Erdem,
1999; Vahaboglu, 2002).

1.1.4. Biyokimyasal Ozellikler

P.aeruginosa  Enterobacteriaceae familyasinda bulunan tiirlerden oksidaz
pozitif olmasi ve glikozu fermente etmemesiyle ayrilir. Laktoz ve sakkaroza
etkisizdir. Katalaz ve l-arginin dihidrolaz olusturur. Lizin dekarboksilaz ve ornitin
dekarboksilaz olusturmaz. Indol ve H,S iiretmez. Metil kirmizis1 ve Voges-Proskauer
reaksiyonlar1 negatiftir. Potasyum siyaniire direnglidir. Nitrat1 nitrite ¢evirir. Hem
organizmada, hem de kiiltlir ortaminda hidrosiyanik asit yapma 6zelligine sahiptir.
Ayni bakterilerin diger kokenlerine etki ederek onlar1 eriten bakteriyosinler yapanlar;

P.aeruginosa ve P.fluorescens cinsleridir. P.aeruginosa etkeni hastane enfeksiyonu



salginlarinda epidemiyolojik takip i¢in kullanilan yontemlerden biri bakteriyosin

tiplendirmesidir (Baron, 1990; Erdem, 1999; Vahaboglu, 2002; Brooks, 1998).

1.1.5. Virulans Faktorleri

P.aeruginosa’nin virulans faktorleri pigment, hemolizinler, ekzotoksin A,
ekzoenzim S, proteazlar (alkali proteaz ve elastaz), yiizey adhezinleri ve aljinattir.
Bunlar bakterinin konaga yerlesmesine ve konaga ait hiicreleri hasara ugratmasina

yardimci olurlar (May, 1991).

Pigment Olusumu: P.aeruginosa suslarinin biiyiik ¢ogunlugu bir yada daha
fazla miktarda pigment olusturur. Yesil renkli floresein en sik rastlanan pigmettir.
Diger bir pigmentte turkuaz mavisi renkli piyosiyanin baska hicbir bakteri tiirtinde
bulunmaz. P.aeruginosa ’nin tanisi i¢in bu 6zellik 6nemlidir. Bu her iki pigment
hayvan deneylerinde toksik bulunmamistir fakat diger tiirlerden bazilarinin tiremesini
yavaglatarak kendi kolonizasyon sanslarini artirdiklar1 goriilmiistiir. Piyosiyanin
pigmenti ek olarak bakteri hiicresinin demir aliminda da gorev alir. (Erdem, 1999;
May, 1991; Otkun, 1998). Sari renkli piyoverdin kirmizi renkli piyorubin veya
kahverengi piyomelanin pigmentinin ise bazi P.aeruginosa suslarinin yaptiklari
goriilmistiir. Bu suslar sari-yesil, mavi-yesil, kirmizi, mor ya da kahverengi
gorliiniimde besiyerlerinde tiremeleriyle Ozellik kazanirlar. Oksijensiz kosullarda
goriilmeyen fakat oda 1sisinda daha belirginlesen bu pigmentler bakteriler tarafindan

hiicre disina salinirlar. (Baron, 1990; Erdem, 1999; Brooks, 1998).

Hemolizinler: P.aeruginosa’nin glikolipid yapisinda olan ramnolipid
hemolitik aktivite gosteren bilesiklerinden biridir. Ramnolipid ramnoz ve beta-
hidroksidekanoid asitten olusur. Istya dayaniklidir ve bu molekiil deterjan benzeri bir
etki gostermektedir. Akciger yiizey gerilimini fosfolipaz C ile birlikte fosfolipidler
tizerinde olusturdugu ¢oziicii etki ile inaktive etmektedir. Ayrica siliyostaza sili
trakea hiicreleri lizerindeki etkisiyle neden olmaktadir. Ramnolipidin bir diger etkisi

P.aeruginosa ile enfekte kistik fibrozlu hastalarin akcigerlerinde doku hasarina



neden olmasidir ve bunu monositlerden oksijen radikalinin jenarasyonunu arttirarak
yapar.(Erdem, 1999; Delden, 1998). Fosfolipaz C P.aeruginosa ’nin hemolitik
aktivite gosteren bir diger bilesigidir. Fosfolipaz C 1siya duyarhidir ve lesitinden
fosforilkolini ayiran bir lesitinazdir. Kistik fibrozlu hastalarda solunum yollarinin
kolonizasyonu fosfolipaz C’nin 6nemli bir rol oynadigi tespit edilmistir. Diger
kiiltiirlerden izole edilen suslardan ziyade kan kiiltiiriinden izole edilen suslarin daha
fazla fosfolipaz C iirettikleri saptanmistir (Erdem, 1999; Delden, 1998; Bergman,
1989).

Ekzotoksin A: Ekzotoksin A’nin monositlerden toksik oksijen radikallerinin
salimmmin1 artirmasiyla bu bakteri ile enfekte hastalarda olusan kronik akciger
enfeksiyonlarinda doku hasarina neden olmaktadir. Kornea, yanik, yara ve akciger
enfeksiyonlarinda 6nemli bir virulans faktoriidiir. Ekzotoksin A difteri toksini ile
ayni intraselliiler etki mekanizmasina sahiptir; fakat neden oldugu enfeksiyon tipi
cesitlilik gostermektedir. Bu ¢esitliligin sebebi ekzotoksin A’nin, difteri toksininde
oldugu gibi kana karisarak viiciidun diger boliimlerine yayilmadan yerel etki
gostermesidir. Bu durumun diger sebebi ise bakterinin olusturdugu ekzotoksin A
miktariin susa bagli olarak degismesidir. Kandaki ekzotoksin A’nin miktar1 geriye
dontisiimlii olarak belirgin bir sekilde azalmasi kronik akciger enfeksiyonlarinda
bakterinin nonmukoid fenotipinin mukoid sekle doniismesinin sonucudur. (Erdem,

1999; Que, 1987; Woods, 1991).

Ekzoenzim S: Bir veya birden fazla proteini modifiye eden ekzoenzim S
okaryotik hiicrelerde bulunur. Mortalite orani1 sadece ekzotoksin A veya ekzoenzim S
olusturan suglara gore kiyaslandiginda her ikisini de olusturan suslarla enfekte olan
hastalarda daha yiiksektir. Ekzoenzim S P.aeruginosa ’nin etken oldugu kronik
akciger enfeksiyonlarinda gozlenen progresif pulmoner patolojide Onemli rol
oynadigin1 daha yiiksek mortalitenin goriilmesi ile gostermektedir (Erdem, 1999;
Sokol, 1981; Woods, 1985).



Proteazlar (alkali proteaz ve elastaz): P.aeruginosa enfeksiyonlarinin
patogenezinde rol oynayan en dnemli virulans faktorleri arasinda alkali proteaz ve
elastaz vardir. Bunlar jelatini, kazeini, laminini ve immiinoglobulinleri parcalarlar.
Alkali proteazdan farkli olarak elastaz, alblimin, fibrin ve elastini de parcalamaktadir.
P.aeruginosa ’nin konagin ilk savunma hattindan kagisinda 6nemli olan proteazlarin
P.aeruginosa ile kronik olarak enfekte kistik fibrozlu hastalarin tiikiiriigiinde
saptanan konsantrasyonlarda, insan periferik kan notrofillerinin kemotaksisini inhibe
etmesidir. Bakterinin iiremesine, ¢ogalmasina ve sonugta kolonizasyon olusturmasina

bu kagig mekanizmasi neden olmaktadir (Colin, 1997; Yagci, 2002; Wretlind, 1983).

Yiizey Adhezinleri: P.aeruginosa ’nin yiizeyinde biri polar yapidaki pili veya
fimbriya, digeri ise aljinat veya mukoid ekzopolisakkarit olan iki adhezin
bulunmaktadir. Immiin sistemi baskilanmis hastalarin {ist solunum yollarinin ve
hasar gérmiis alt solunum yolu epitellerinin kolonizasyonunda piliye bagl tutunma
onem kazanmaktadir. Bakterinin pilileri aracilifiyla enfeksiyon siireci ilk olarak
yanak epiteli ylizeyindeki belirli reseptorleri tanimasi ve yapismasiyla baslamaktadir.
P.aeruginosa normal kisilerin yanak epitelinden ziyade kistik fibrozlu hastalarin
yanak epiteline daha iyi tutunabilmektedir. Hastalarin tiikiiriiglinde bulunan
proteazlar hiicre yiizeyinden fibronektini ayirmaktadir. Bu sekilde pilinin tanidigi
yanak epitel hiicreleri ve trakeal epitel hiicre ylizeyindeki reseptorler agiga
cikmaktadir. Hasar gérmemis normal trakeal epitel hiicrelerine P.aeruginosa ’nin
mukoid suslar1 nonmukoid suslardan daha fazla miktarda tutunabilmektedir. Ust
solunum yollarmin kolonizasyonunda piliye baghh tutunma Onem kazanirken,
mukosiliyer atilimin  hasar goérdiigli durumlarda, alt solunum yollarmin
kolonizasyonunda ilk basamagi aljinata bagli tutunma olusturmaktadir ve burada
epitel hiicrelerinde belirgin bir hasar gerekmemektedir (Baron, 1990; Denton, 1997;
Doig, 1989).

Aljinat (Mukoid Ekzopolisakkarit):  Anyonik  bir  polisakkarittir.
P.aeruginosa ’nin aljinati antifagositik etkisi nétrofillerin kemotaksisini inhibe
etmesi, kompleman: alternatif yoldan aktive etmesi ve bakteriye kars1 zayif

opsoninlerin olusmasindan kaynaklanmaktadir. (Pitt, 1989).



1.1.6. P.aeruginosa Enfeksiyonlariin Tedavisinde Kullanilan Antibiyotikler

P.aeruginosa enfeksiyonlarinda antibiyotik kullanimi duyarlilik deneyi
sonuclarina gore yonlendirilmelidir. Clinkii ¢ok sik goriilen direng sorunlari vardir.
P.aeruginosa enfeksiyonlarinin tedavisinde penisinlerden tikarsilin, piperasilin ve
mezlosilin gibi; sefalosporinlerden seftazidim, sefoperazon, sefotaksim, seftriakson
ve sefepim gibi; karbapenemlerden imipenem ve meropenem gibi;
monobaktamlardan aztreonam gibi ; aminoglikozidlerden amikasin, gentamisin ve
tobramisin gibi; uzun etkili tetrasiklinler olanlarda tetrasiklin minosiklin ve
doksisiklin  gibi; florokinolonlardan siprofloksasasin ve levofloksasin  gibi
antibyotikler kullanilmaktadir (Bilgehan, 1995; Baron, 1990; Vahaboglu, 2002). Beta
laktamlar, hiicre duvari sentezini inhibe ederek antibakteriyel etki gosteren genis bir
antibiyotik grubu olan ve kimyasal yapilarinda ortak bir beta laktam halkasi tasirlar.
Beta laktam bes temel alt gruba ayrilirlar; beta laktam halkasina bagli yan zincirler
ve diger halkalara gore penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar, karbapenemler
ve beta laktamaz inhibitdrleri olmak iizere. Bu antibiyotikler gerek toplum gerekse
hastane kokenli enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan antibakteriyellerin basinda
gelmektedir. Ancak bu yaygin kullanima paralel olarak bakterilerin de yeni direng
mekanizmalar1 gelistirmistir. Beta laktam antibiyotiklere diren¢ oranlarinin giderek

arttig1 saptanmistir.(Giilay, 2001).

1.1.7. P.aeruginosa *da Antibiyotik Direnci Mekanizmalari

Biyofilm Direnci: Biyofilm i¢indeki mikroorganizmalar belli bir 6lgiide sakli
kaldiklar1 i¢in fagositik hiicreler tarafindan tanimmamamakta ve bu nedenle
fagositozdan korunmaktadirlar. Polianyonik bir bariyer olusturarn biyofilm aym
zamanda antimikrobiyal ilaglar igin ilag direncine yol agmaktadir. Ozellikle beta
laktam antibiyotiklerin hiicre i¢ine niifuz etmesini Onleyerek tedaviyi
giiclestirmektedir. Ayrica biyofilmin alt katmanlarina dogru pH degeri yedinin altina
inmesinden dolay1 antibiyotiklerin islevleri bozulmaktadir. En alt katmanlarda ise
oksijen geg¢isi yoktur ve anaerop kosullar olugsmaktadir. Bu nedenle antipseudomonal

ajanlar tek baslarina etki edememektedirler (Yoon, 2006).



Pompa (Efluks) Direnci: Pompa direnci bakterilerdeki yayginligi ve etkinligi
daha yeni anlasilmaya baslayan bir mekanizma olmasina ragmen  eskiden beri
bilinen bir mekanizmadir. Bakterilerde yer alan efluks pompa sistemini transport
proteinler olusturur. Pompa sistemi, ekspresyon diizenleyici olan bir gen kontroliinde
calisir. Bakteride hiicre i¢i antibiyotik diizeyi antibiyotik disar1 pompalaninca diiser,
ribozom antibiyotik etkisinden korunur ve bu nedenle protein yapimi yani bakteri
tiremesi devam eder. Substratlardan herhangi biri ile karsilasmasiyla pompa sistemi
indiiklenirse, diizenleyici gende mutasyon ile pompa proteinlerinin ekstrem tiretimi
baslayabilir. Bir ya da birden ¢ok substrata diren¢ seklinde sonuglanir. Gelisen
diren¢ diisiik diizeylidir ancak bir mutasyon  baska mutasyonlart harekete
gecirebileceginden, genellikle diizenleyici gen mutasyonunun ardindan bakteride
antibiyotigin baglandig1 hedefin degismesi, antibiyotige gecirgenliginin azalmasina
yol acacak sekilde porin iiretiminin bozulmasi veya antibiyotigi pargalayan bir
enzimin sentezlenmesi gibi durumlarla diger bir mutasyon geligir ve boylece direng

diizeyi katlanarak artar (Oztiirk, 2002).

1.2. Acinetobacter Cinsi Bakteriler
1.2.1. Acinetobacter: Tarihcesi ve Siniflandirmasi

Acinetobacter Hollandal1 mikrobiyolog Martinus Willem Beigerinck tarafindan
ilk defa 1911 yilinda tanimlanmis ve Micrococcus calcoaceticus olarak
adlandirilmistir. Giintimiize kadar bir¢ok degisik isimle adlandirilmis, tanimlanmalari
ve smiflandirmalar1 oldukg¢a karmasik zamanlardan ge¢mistir. 15“in {izerinde farkl
jenerik isimle bilim adamlar1 tarafindan adlandirilmislardir. Bu adlandirmalardan
bazilar1 Herellea Vaginicola/Mima polymorpha Bacterium anitratum, Alcaligenes,
Achromobacter Micrococcus calcoaceticus, B5W, Moraxella glucidolytica ve
Moraxella Iwoffii’dir (Peleg, 2008). 1971°de Acinetobacter cinsi olarak Brisou ve
Prevot“un 1954 yilinda Yunanca hareketsiz anlamina gelen “Akinetos” sozciigiinden
esinlenerek bu bakterilere  Acinetobacter adinin verilmesini 6nermesi 1968'de
Baumann ve ark.“nin yapmis oldugu caligmalarin ardindan kabul gormiistiir ve

Moraxellaceae ailesi i¢inde siniflandirmadaki yerlerini almiglardir. (Peleg, 2008).



Amerikan Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezinin (Centers for Disease
Control and Prevention (CDC)) siniflamasina goére Acinetobacter tiirleri oksidaz
negatif grup ile birlikte nonfermentatif gram negatif basiller igerisinde CDC Grup
EO-5, CDC Grup NO-1 ve Bordetella tiirleri igerisinde yer alirlar (Schreckenberger,
2003). Deoksiriboniikleik asit (DNA) benzerlikleri esas alinarak yapilan ¢aligsmalarda
33 genomik tiir tanimlanmis, 18 genomik tiire isim verilmistir. Bunlardan bazilar1 A.
calcoaceticus, A.baumannii, A. haemolyticus, A. junii, A. johnsonii, A. lwoffii, A.
radiorezistens, A.schindleri, A.ursingii’dir. Diger tiirler isimlendirilememistir
(Towner, 2009). Acinetobacter tiirleri sakkarolitik ve asakkarolitik olarak ele
alimmustir. Clinkii DNA gruplarini klinik laboratuvarda fenotipik testlerle ayirt etmek
giictiir. A.baumannii glikozu okside eden, hemolitik olmayan izolatlarinlarin birgogu,
A. lwoffii glikoz negatif hemolitik olmayanlar, A. haemolyticus ise hemolitik olanlar
seklinde tanimlanmistir (Schreckenberger, 2003). A. baumanni, A. calcoaceticus ve
A. Iwoffii Klinik literatiirde sik rapor edilen Acinetobacter tiirleridir (Munoz-Price ve
Weinstein, 2008). A.baumannii ise en sik ve en 6nemli klinik tablolara yol agan

tirdiir (Bergogne-Berezin, 1996).

1.2.2. Acinetobacter Morfolojik ve Kiiltiir Ozellikleri

Acinetobacter cinsindeki bakteriler nonfermentatif, oksidaz negatif, katalaz
pozitif, indol negatif, hareketsiz, nitratlar1 rediikte etmeyen, aerop gram negatif ve 1-
1,5 um x 1,5-2,5 pm boyutlarindaki mikroorganizmalardir (Bahar, 2008). Taze
kiiltiirlerinden ve kan kiiltiir siselerinden hazirlanirlar ve yaymalarda gram pozitif
boyanabilirler. Kanli agarda sabit iireme fazinda genellikle kokobasil formu
gortliirken, sivi besiyerinde erken iireme doneminde veye hiicre duvarinda aktif
antimikrobiyal ajanlar1 i¢eren plaklarda siklikla basil formunda goriiliir. Oksidatif
fermentatif besiyerinde ve ii¢ sekerli demirli besiyeri (TSI) asit olusturmazlar.
Fimbrialar1 vardir fakat flajellalart yoktur (Bergogne-Berezin, 1996). Klinik
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda rutin olarak kullanilan eozin-metilen blue (EMB)
agar koyun kanli agar, , triptik soy agar ve MacConkey besiyerlerinde kolayca
tirerler. Koyun kanli agarda 0,5-2 mm ¢apinda, seffaf veya opak, zeminden kabarik

koloniler olustururken diger tiredigi besiyeri olan MacConkey agarda renksiz veya



hafif pembe renkte koloniler olustururlar (Winn, 2006). Kiiltiirlerde bu bakterilerin
izole edilmesinde kullanilabilecek segici ve ayirt edici besiyerleri gelistirilmistir. Bu
amacla Leeds Acinetobacter Medium ve Holton"s agar kullanilmaktadir. Bu
besiyerleri diger mikroorganizmalarin {iremelerini inhibe eden safra tuzlan,
bromkrezol moru, laktoz, maltoz sekerlerini iceren Herellea agar, vankomisin,
sefsulodin, sefradin gibi antibiyotikleri igerirler. Bakterileri digki gibi kontamine
orneklerden izole etmek miimkiindiir. Bunun i¢in amonyum veya nitrat tuzlari igeren
pH 5.5-6.0 olan sivi mineral besiyerine 24-48 saat sallanarak yapilan inkiibasyon

sonrasi segici besiyerine inokiile edilerek izole edilebilir. (Jawad, 1994).

Geleneksel yontemlerle Acinetobacter tiir ayrimi yapilir fakat glikoza oksidatif
etki, hemoliz ve 44°C*de iireyebilme yetenegi ile degerlendirilir. En sik
karsilastigimiz tiirlerin ayrimina baktigimizda; A.baumannii glukozu oksitleyen ve
hemoliz yapmayan, 44°C“de {ireyebilenler kokenler, A. calcoaceticus glukozu
oksitleyen ve hemoliz yapmayan, 37°C“de iireyebilen kokenler, A. lwoffii glukoz
negatif kokenlerden hemoliz yapmayanlar, A. haemolyticus ise hemoliz yapanlar

olarak smmiflamdirilmistir. (Schreckenberger, 2008)

Acinetobacter“ler karbon kaynaklarimin asimilasyonu temeline dayanan yari
otomatize ve otomatize sistemlerle de tanimlanabilir ancak molekiiler yontemler en
duyarli yontemlerdir. Tanimlandigir farkli yontemlerde vardir. Bunlar; Protein
profili, serotiplendirme, bakteriyosin ve faj tiplendirme, multilokus enzim
elektroforez ile tipleme, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), ribotipleme, Pulsed
Field Gel Electrophoresis (PFGE), rastgele amplifiye polimorfik DNA analizi
(RAPD) gibi yontemlerdir.(Seifert, 1993).

1.2.3. Acinetobacter Virulans Faktorleri ve Patogenezi

Acinetobacter cinsine ait olan bakterilerin diisiik viriilans potansiyeline sahip

oldugu ge¢mis yillarda diisiiniilmekteydi. Ancak Acinetobacter enfeksiyonlarinin
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prevalansinda artis goriilmektedir. Bu artis giiglii yeni antimikrobiyal ajanlarin
tedavide yerini almasi ve hastanelerde o6zellikle yogun bakim {initelerinde invaziv
islemlerin artmasina bagl olarak artimistir. Bu organizmalarin yiiksek patojeniteye
sahip olabildigini ve invaziv hastaliga yol agabilecegini Toplum kokenli fulminan
Acinetobacter pnomonisinin goriilmesi gostermektedir (Doughari, 2011). Genelde
firsatc1 hastane enfeksiyonlarina neden olurlar (Bahar, 2008). Bakterinin yaygin
antibiyotik direnci gelistirebilme, hastane ortaminda ve tibbi cihazlarda kisith
kosullar altinda bile yasayabilme yetenegi A.baumannii enfeksiyonlarinin 6nlenmesi
ve tedavisinde yasanan zorluklardandir (Towner, 2009). Asagidakiler Potansiyel

viriilans etmenleri arasinda sayilabilir.

a-Hiicre Yiizey Ozellikleri: Bakterilerin yiizey ozellikleri ve iiriinleri konak
dokularinda hasara neden olarak enfeksiyonlarin patogenezinde Onemli rol
oynamaktadir. Acinetobacter cinsi hiicrelere hidrofobik yiizey bilesenleri araciligiyla
tutunur ve bunun nedeni  lipopolisakkarid O antijeninin hidrofobik 6zellik
gostermesidir. Bu tutunmada Polisakkarid kapsiil benzeri yapilar ve ince fimbria da
rol almaktadir. Son yapilan ¢alismalarda K1 kapsiil yapisinin énemli bir viriilans

faktorii oldugu gosterilmistir (Ciftgi, 2011).

b-Dokulara Yapisma ve Hasar Olusturma: A.baumannii onceleri Omp38
olarak adlandirilmaktaydi ve OmpA (AbOmpA), kiiciik maddelerin gecisinde rol
alan, 38 kda molekiler agirligina sahip bir yiizey proteinidir ve bu da
A.baumannii“nin epitelyal hiicrelere invazyonundan ve yapismasindan sorumludur

(Ciftei, 2011).

c-Litik/Toksik Bilesik Uretimi: Konagm immiin yamt1 ve klinik semptomlar
ile lipopolisakkarid yapilarm iligkili viriilans faktorleri olabilecegi diigiiniilmektedir
(Pantophlet, 2008). Ayrica lipid yikimina neden olan ekstraseliiler enzimler tiretirler
(Ciftei, 2011).
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d-Biyofilm Olusumu: A.baumannii“ ni bazi antimikrobiyal ajanlara karsi
koruyan biyofilm olustururlar ve bu biyofilm olusumuyla hastane ortaminda ve
cihazlarin ylizeyinde uzun siire canli kalirlar. Bu nedenle 6zellikle kateter kaynakli
enfeksiyonlara neden olmaktadir (Can, 2006). A.baumannii nin hiicrenin ¢evresine
yayilmis ayni zamanda bakterinin hiicresel bir komponenti olan uzun filamanlarin
abiyotik yiizeylerde biyofilm olusumunu sagladigi goriilmiistiir. Bu filamanlarin,
bakterinin hareketsiz olmasi nedeniyle yiizeylere sikica yapisabilen tip-1 pililer

oldugu diistiniilmektedir (Tomaras, 2008).

e-Quorum Sensing (QS): QS mekanizmast “Minimum popiilasyon birimini
algilama” olarak adlandirilir ve bakteri etrafindaki popiilasyon yogunlugunu saptar.
Bu bilgiyi bircok genin diizenlenmesini kontrol etmekte kullanir. Bu sistem
sayesinde bakteri enfeksiyon sirasinda viriilans faktorlerinin diizenlenmesi sonucu
konagin immiin yanitindan kagabilir. Ayrica davranislarini koordine ederek besin
kaynaklarina adaptasyon gelistirir ve bunun sayesinde ayni besin i¢in yarigan diger

bakterilere kars1 savasabilir (Cift¢i, 2011)

f-Demir Kazamim Mekanizmalari: Onemli virulans etmenleri arasinda yer
alan bir diger mekanizma da bakterinin insan viicudunda iireyebilmesi i¢in gerekli
olan demiri saglayabilme 6zelligidir. A.baumannii izolatlar1, bagimsiz demir kazanim
sistemine -ki bu da konaga kolonize olmay1 saglar- ve farkli demir kaynaklarini
kullanabilme yetenegine sahiptir. Bakteriler, siderofor aracili ve/veya hemin kazanim
fonksiyonlarmi eksprese etmesi demir kazanim kapasitelerindeki farkliliga gore

degiskenlik gosterir. (Ciftei, 2011)

g-Hastane Ortaminda Sagkalim: Bakterini salginlarin ortaya c¢ikmasina
neden olabilmektedir bunu da smirli besin kosullarinda ve kuru ylizeylerde
yasayabilme yetenegi hastane cihaz ve ekipmanlarindaki kolonizasyonun uzun siireli
olmas1 yol agmaktadir. A.baumannii* nin, tibbi cihazlar, yatak, eldivenler, elektrikli
ekipmanlar ve tibbi giysiler gibi abiyotik yiizeylerde gilinlerce hatta haftalarca

yasama yetenegine sahiptir. Bu da 6zellikle diiskiin hastalar arasinda meydana gelen
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nozokomiyal salginlarda 4.baumannii’ nin hastane ortamindaki inatg1 sagkaliminin
Onemini ortaya c¢ikarmaktadir. Bakterinin nozokomiyal c¢evrelerde uzun siire canli
kalabilme yeteneginin yaninda genis antibiyotik direncine sahip olabilmesi

enfeksiyonunun kontroliinii ve tedavisini giiglestirmektedir (Fournier, 2006).

1.2.4. Acinetobacter Epidemiyoloji

Acinetobacter tiirleri cansiz yiizeylerde giinlerce canli kalabilmektedirler. Bunu
da kuruluga dayanikli olmalari, farkli 1s1 ve pH ortamlarinda canli kalabilmeleri ile
saglarlar. Acinetobacter tiirleri gilinlerce canli kalabildiklerini hastane havasi, buhar
makinesi, musluklar, yatak kenarlari, tansiyon aletleri, anjiyografi kateterleri ve
mekanik ventilasyon cihazlarindan izole edilmesiyle gosterilmistir (Ayan, 2003).
Yasamlarin1 siirdiirebilmek i¢in gereksinimlerinin az olmasi ve c¢esitli karbon
kaynaklarin1 kullanabilme avantajina sahiptir; bu nedenle dogada toprak, su ve
yiyeceklerde saprofit olarak serbest yasayabilmektedirler (Bahar, 2008). Solunum
yollarinda, genitotiriner sistemde, asagi gastrointestinal sistemde Koltuk alti, kasik
gibi nemli bolgeler basta olmak iizere derinin normal florasinda ve agiz boslugunda
bulunabilirler (Bergogne-Berezin, 1996 34). Hastanede yatan hastalarda deri
kolonizasyonunun %40“in iizerinde oldugu bildirilirken saglikli insanlarin normal
deri florasinda kisa siireli diisiik yogunlukta bulunabilirler (Hartzel, 2007). Hasta
bakimi sirasinda saglik personelinin kontamine olmasina ve etkenin siirekli
yayilmasina deri tasiyiciligt oranlarmin yiiksek olmast neden olmaktadir (Bergogne-
Berezin, 1996). Yogun bakim initelerindeki  hastalarin diskilarinda direngli
Acinetobacter tilirleri  izole edilmistir. Trakeostomili hastalarin  %45“inde
kolonizasyon saptanmistir (Schreckenberger, 2003). Yogun bakim iiniterlerinde uzun
stire yatis risk faktorlerinden bazilari; antibiyotik tedavisi, cerrahi girisim, yabanci

cisim uygulamalari, mekanik ventilasyondur. (Schreckenberger, 2003).

1.2.5. Acinetobacter Tiirlerinde Antibiyotik Direnci ve Mekanizmalar
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Ik in-vitro ¢alismalarda pek ¢ok klinik izolat sik kullanilan antimikrobial
ajanlara duyarli bulunmus, bunlar; ampisilin, gentamisin, kloramfenikol ve nalidiksik
asit gibi. Ancak siire¢ igerisinde  A.baumannii kompleksine ait klinik izolatlarin
direng oranlarinda artis goriilmiistiir. Giinlimiizde izolatlarin biiylik bir kismi sik
kullanilan antibakteriyel ajanlara direnglidir. Bunlar da; aminopenisilinler,
tireidopenisilinler, genis spektrumlu sefalosporinler, ¢ogu aminoglikozidler,
kinolonlar, kloramfenikol ve tetrasiklinler gibi. Son yillarda Acinetobacter tiirlerinde
meydana gelen ¢ok ilaca direngli Acinetobacter enfeksiyonlar1 tedavisinde
karbapenemlerin (imipenem, meropenem) yogun sekilde kullanimina neden
olmustur. Baz1 izolatlar da tiim geleneksel antibiyotik ajanlara direngli
bulunmaktadir. Ancak, glinlimiizde Acinetobacter klinik izolatlarinda yiiksek oranda
karbapenem direnci tim diinyadan bildirilmektedir (Cift¢i, 2011). Nozokomiyal
Acinetobacter izolatlariin beta laktamaz tretimi, efluks pompasi ve porinlerdeki
degisikliklerdir siklikla kullandigi diren¢ mekanizmalaridir. Ayrica bilinen diger
antibiyotik diren¢ mekanizmalari antibiyotikleri degistiren enzimler, hedef bolge
mutasyonlari, ribozomal mutasyonlar veya degisiklikler, metabolik bypass

mekanizmalar1 ve lipopolisakkaritteki mutasyonlardir. (Lee, 2010).

1.3.Beta Laktamazlarin Siniflandirilmasi

Beta laktamlar baslica 4 grupta toplanir. Bunlar penisilinler, sefalosporinler,
monobaktamlar ve karbapenemlerdir. Beta laktam antibiyotiklere karsi direng ii¢
onemli mekanizma ile gelismektedir (Lee, 2001).

1. Tlacin hedefine etkin konsantrasyonda ulagmasinin engellenmesi

2. Hedef penislin baglayan protein (PBP) molekiillerinin degigmesi

3. lac1 inaktive eden beta laktamaz enzimlerinin iiretimi

Bakterilerin antibiyotiklere kars1i kendilerini korumak ic¢in en sik kullandiklar
mekanizma enzimler yolu ile antibiyotigin inaktive edilmesidir (Livermore, 1995).
Bakteri kromozomunda veya plazmid, transpozon, integron gibi hareketli genetik
elemanlarda beta-laktamaz genleri bulunabilir. Bu enzimler, gram negatiflerde
periplazmik aralikta bulunurken gram pozitif tiirlerde dogrudan dis ortama

salinirlar(Gtilay, 2003). Bu nedenle gram negatif bakteri tiirlerinde beta-laktamazlara
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bagl direngte siklikla ilag gecirgenligi ile ilgili mekanizmalar da gorev almaktadir
(Cornaglia, 2000). ilk beta laktamaz enzimi olan penisilinaz penisilinin kullanima

girmesinden kisa bir siire sonra tanimlanmastir.

Penisilinaz sentezleyen stafilokoklar penisilinin gelistirilmesinden sonraki 20
yil i¢inde tiim diinyaya yayilmaya baslamistir. Beta laktamazlar {iizerindeki
calismalar bunlar {izerinde yogunlasmustir. ilk beta laktamaz enzimi 19601 yillarin
basinda gram negatif bakterilerde E.coli’ de tamimlanmis ve TEM-1 olarak
adlandirilmistir (Medeiros, 1984). Hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakteriler
tarafindan TUretilirler fakat beta laktamazlar Enterobacteriaceae liyeleri ve non-
fermentatif Gram negatif bakterilerdeki beta laktam direncinin en Onemli

mekanizmasini olustururlar.

Bu enzimlerin gruplandirmasim zorunlu hale getiren beta-laktamazlarin say1 ve
cesitlerindeki artistir. Beta laktamazlarin siniflandirilmasinda en ¢ok Bush-Jacoby-
Medeiros smiflandirilma kullanilir ve bu smiflandirilmada substrat profilleri ve
inhibitorlere duyarlilik gibi islevsel 6zellikleri degerlendirilir. Diger siiflandirma

olan Ambler’de ise molekiiler yapilarina gore degerlendirme yapilir.

Beta-laktamazlar molekiiler yapilarina gore iki genis gruba ayrilirlar, aktif
bolgelerindeki serin aminoasiti bulunanlar veya ¢inko (Zn+2) atomu bulunanlar
olmak iizere. Ambler siniflamasina gore bu iki grubun iiyeleri dort molekiiler sinifta

yer alirlar:

Smif A beta-laktamazlar; aktif bolgelerinde bir serin aminoasiti bulunur. Temel
substratlar1 penisilinler olan beta-laktamazlardir ve bu enzimlerin ¢cogu plazmidlerle

taginirlar.

Simif B beta-laktamazlar; aktif bolgelerinde Zn+2 bagimli bir thiol grubu

bulunduran metalloenzimlerdir. Cogu karbapenamaz aktivitesi tasimaktadir.
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Siif C beta-laktamazlar, Amp C tipi enzimler olarak adlandirilabilir
kromozomal amp C geni tarafindan kodlanmasiyla nedeniyle ve Salmonella spp.
haricinde tiim gram negatif basillerde bulunan beta-laktamazlardir. Bu enzimler de
aktif bolgelerinde serin aminoasiti tasiyan ve temel olarak sefalosporinaz
niteligindedirler. Simif C beta-laktamazlar PBP'lerden koken almis olabilirler bunun

nedeninin yapi olarak PBP'lere cok benzemeleri olarak diisiiniilmektedir.

Siif D beta-laktamazlari, serin proteazlardir ve oksasilinin hizla hidrolize
edebilme yetenegindedirler. Bush, Jacoby ve Mederios tarafindan 1995 yilinda beta-
laktamazlarin yapisal 6zellikleri yanisira substrat profilleri, inhibitorlere duyarlilik
gibi islevsel Ozelliklerinin de degerlendirildigi yeni bir fonksiyonel smiflama

onerilmistir. Gliniimiizde en yaygin olarak bu siniflama kullanilmaktadir (Tablo 2.1)

(Bush, 1995)

a.Bush Grup 1 Kromozomal Enzimler (Amp C beta-laktamazlar)

Gram negatif basillerin bir¢ogunda yaygin olarak kromozomal beta-
laktamazlar bulunmaktadir, ancak bunlarin miktari, sentez yolu ve direngteki
tistlendikleri rolleri farkli farklidir (Giir, 2005) Ambler grup C enterik bakterilerin
biiyiik ¢ogunlugunda bulunan kromozomal enzimlerdedir ve Amp C olarak da
tanimlanabilmektedir. Bu enzimler 1., 2. ve 3. kusak sefalosporinleri, penisilinleri ve
monobaktamlar1 aktif bolgelerinin 6zellikleri nedeniyle hidrolize edebilirler
(Medeiros, 1997). Grup 1 kromozomal enzimlerin etkilerine goreceli olarak
dayanikli olan sefepim Sefalosporinlerdendir. Karbapenemler tizerine etkileri son
derece azdir fakat bu enzimlerin asir1 tiretimi dis membran porin degisiklikleri gibi
bir diger mekanizma ile birlestiginde karbapenem direncine neden olabilmektedirler.
Bu enzimler klavulanik asit ve sulfonlarin beta-laktam halkalarina aktif bolgelerinin
yapisal Ozellikleri nedeniyle baglanmazlar. Bu nedenle de bu beta-laktamaz
inhibitorlerine direnglidirler (Wiedemann Bi Dietz, 1998).

Grup | beta-laktamazlar indiiklenebilir 6zellige sahiptir. Indiiksiyona gerek

olmaksizin yiiksek oranda beta-laktamaz tireten (dereprese) mutantlarin bulunmasidir
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Bu tip beta-laktamazlari {ireten tiirlerde esas sorundur. Yukarida sozii edilen ve
kromozom kontroliinde olan Amp C enzimlerinin plazmid kontroliinde olan tiirleri
1989 yilindan itibaren bulunmaya baglanmistir. Bu enzimler indiiklenebilen Amp C
sentezledigi bilinen Enterobacter ve Citrobacter haricinde E.coli, Klebsiella spp.,
Salmonella spp. ve Proteus mirabilis gibi bakterilerde de gézlenmektedir. Plazmid
kokenli aktarilabilir kromozomal Amp C beta-laktamaz genlerinin plazmidlere
transfer olmasi ile Amp C tipi beta-laktamazlar gelismistir (Negri, 2000). Ancak
plazmid kokenli Amp C tipi enzimler parental enzimlerden indiiklenebilir
olmamalari ile ayrilirlar. Glinlimiizde Amp C tipi plazmid kdkenli enzimlerin sayist
20'yi asmustir. MIR,FOX, MOX, BIL, CMY, LAT olarak isimlendirilmistir
(Livermore, 1995).

B- Grup 2 Beta-Laktamazlar

Grup 2a Klavulanik asit ile inhibe olan penisilinazlari igerir ve Gram pozitif
bakterilerin penisilinazlarinin birgogu bu grupta yer almaktadir. Penisilini bu
gruptaki enzimler sefalosporinlerden daha hizli hidrolize etmektedir. Betalaktamaz
enzimlerinin en sik bulundugu gram pozitif bakteri Stafilokoklardir. Bunlardaki

betalaktamazlar plazmid kontroliindedir. Benzilpenisilin, aminopenisilinler ve

karboksipenisilinlere kars1 aktiftir (Bush, 1995).

Grup 2b'de yer alan enzimler penisilin ve sefalosporinlerdir. Bu enzimler de
klavulanik asit ile inhibe olurlar. TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 enzimleri yaygin olarak
bulunur, plazmid kontroliindedir ve bu grupta yer almaktadir (Bush, 1989). Diisiik
diizeyde direng dar spektrumlu sefalosporinlere goézlenmektedir. En etkili inhibitor
kombinasyonlar1 Piperasilin-tazobaktam ve sefoperazon-sulbaktamdir (Livermore,
1995). Grup 2b'de Haemophilus influenzae’ nin ROB-1 enzimi de yer almaktadir
(Bush, 1995).

Grup 2be Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar1 (GSBL) igeren gruptur.

GSBL 'lar penisilinler ve seturoksim, sefotaksim, seftriakson, seftizoksim, seftazidim,
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sefpirom ve sefepim gibi oksiimino-aminotiazolil sefalosporinleri hidrolize

etmektedir.

Karbapenemler ve sefamisinler bunlara dayaniklidir (Giir, 2005). GSBL'lar
klavulanik asit, tazobaktam ve daha az oranda sulbaktam gibi beta-laktamaz
inhibitorlerine duyarhidirlar. GSBL"ler iki gruba ayrilabilmektedir;

1 -TEM ve SHV tiirevi GSBL'ler
2 -TEM ve SHV dis1t GSBL'ler (PER-2, VEB-1, GES-1, GES-2, CTX-M)

Grup 2br'de TEM ve SHV enzimlerinin inhibitorlere direngli mutantlar
bulunmaktadir (Bush, 1995). Inhibitorlere direngli enzimlerin ¢ogu inhibitdrlere
Rezistan TEM (IRT) olarak adlandirilir TEM tiirevi olduklar1 i¢in bu sekilde

adlandirilirlar.

Grup 2c, bu grup klavulanik asit ile inhibe olan ve karbenisilini hidroliz eden
enzimleri igermektedir. PSE-l, PSE-3, PSE-4 enzimleri, Moraxella catarrhalis'm
BRO-1 ve 2 enzimleri, Aeromonas hydrophila’ nin kromozomal AER-1 enzimi bu
gruptadir (Bush, 1995)

Grup 2d'de OXA grubu enzimler oksasilini hizla hidrolize edebilir ve bu
grupta yer almaktadir. OXA tipi enzimlerden 6zellikle iki alt smif giincel dnem
tasimaktadir;

1) Plazmid veya integron kokenli, seftazidim veya sefotaksim, sefepim, aztreonami
inaktive edebilen enzimler OXA tipi genislemis spektrumlu beta-laktamazlardir.

2) Ozellikle A.baumannii izolatlarinda goriilen molekiiler smif D'de bulunan
karbapenemleri hidrolize eden enzimlerdir. (Giilay, 2003). Bu enzimler modifiye
Hodge testi ile karbapenemaz aktivitelerini gosterilebilirler. Karbepenemaz aktivitesi
bulunan metallo enzimlerden EDTA'ya dayanikli olmalarina kars1 klavulanik asit ve

tazobaktama kismen duyarli olmalar1 ile ayrilabilirler.
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Grup 2e, Sefalosporinazlar igermektedir. Bunlarda klavulanik asit ile inhibe
olurlar. Stenotrophomonas maltophilia’ nin kromozomal L-2 enzimi, Bacteroides

fragilis ve Proteus vulgaris kromozomal enzimleri bu gruptadir (Livermore, 1995)

Grup 2f, Karbapenem antibiyotikleri inaktive eden, ancak metallo enzim

olmayan serin beta laktamazlar1 icermektedir (IMI-l, NMC-A) (Ambler simif A).

C- Grup 3 Beta Laktamazlar

Aktif bolgelerinde bir Zn" iyonu bulunmasiyla simdiye kadar gordiigiimiiz
enzimlerden farkli olan enzimlerdir. Bundan dolayr bu enzimler klavulanat,
tazobaktam, sulbaktam gibi beta laktamaz inhibitorlerinde etkilenmezler fakat EDTA
gibi bir metal selatorii ile inhibe olurlar. Bu gruptaki enzimler hem kromozomal hem
de plazmid koékenlidirler. Giiniimiizde MBL’arin IMP, VIM, SPM-1 ve GIM-1 gibi
enzimlerinin sayist olduk¢a artmistir. Bu enzimler kodlayan genler integronlar
tizerinde yer almaktadir (Giilay, 2003). MBL'lar igerisinde ti¢ islevsel grup vardir;
1. Alt grup 3a,

2. Alt grup3b
3. Alt grup 3c

D- Grup 4 Beta Laktamazlar

Bu grupta yer alan penisilinazlar klavulanik asit ile inhibe olmazlar. Heniiz
dizgi analizi yapilmamis veya diger gruplara girmeyen cesitli beta-laktamazlardir.

Alcaligenes faecalis, B. fragilis kromozomal enzimleri bu gruptadir (Bush, 1989).
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Tablo 1.1. Beta Laktamazlarin Siniflandirilmasi

Bush-Jacoby-Mederios | Temel Alt
Siiflamasi gruplar

Ambler
Siniflamasi

Oncelikli Substrat/Temel Ozellikler/
Enzimler

Grup 1

C

Sefalosporinazlar/ karbapenem harig

Biitiin beta laktamlara direngli, klavulanik asit ile inhibe
olmaz/

Kromozoma! enzimler: Sinar, CMY-3b, Yent,Pstu.

Plazmid koékenli enzimler: CMY-1-9, FOX-I-5,
LAT-1-4, M1R-1, MOX-I-2, ACT-I, ACC-1

Grup 2 2a
(Klavulanik asit ile
inhibe olurlar) 2b

2be

2br

2c

2e

2f

2d

Penislinler/ Stafilokok penislinazlar

Penisilinler, dar spektrumlu sefalosporinler/ TEM-
1, TEM-2, SHV-1, SHV-11, SHV-19, ROB-1

Penislinler,  setamsinler  hari¢  tim  setalosporinler.
monobaktamlar/Genisletilmis  spektrumlu/ TEM ve SHV
tiirevi enzimler, PER-1, PER-2, CTX-M, TOHO1-2

Penislinler/Inhibitore direngli TEM (IRT)'LER, SHV-10,
SHV-26 (SHV kokenliler GSBL etkisindedir)

Penisilin, Karpenisilin/PSE-I, PSE-3, PSE-4, BRO-1-3,
CARBS3-5.

Setalosporinler/ P.vulgaris'in indiiklenebilir selalosporinazi

Penisilin, setalosporin, katbapenemler. monobaktamlar/
Klavulanik asit ile inhibe olan karbapenemazlar/ IMi-1, NMC-
A, Sme-1-2, KPC-1

Oksasilin, penislin/Dar spektrumlu: OXA1-10, OXA-20-27,
OXA-30-31 GSBL etkinligindekiler: OXA-l 1-19, OXA-28
Karbapenemleri hidrolize edenler: OXA-23-27

Grup 3 3a
(EDTA ile inhibe
olurlar)

3b

3c

Monobaktamlar hari¢ tiim beta laktamlar. BC-II,CcrA.B,
PCM-1, L-I

Aeromonas tiirlerinin metallo enzimler
Legionella metallo-beta-laktamazi

Grup 4

Diger gruplara girmeyen veya heniiz dizgi analizi
yapilmamus gesitli beta-laktamazlar

1.4.Beta-Laktamaz Tayini I¢in Testler

1.4.1.Beta-Laktamaz Aktivitesi I¢in Direkt Testler

Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis ve Neisseria spp. ler i¢in daha

cok direkt testler kullanilmaktadir. Daha ¢ok penisilin ile kromojenik sefalosporinler,

iyodin ve pH indikatdrleri hidrolizi arasinda renk degisimine bagl bir iliski kuran

testler kullanilmaktadir (Livemiore, 1996).

Direkt testleri siniflandirirsak;
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A-Kromojenik Testler:
Nitrosetin testi: Hidrolize bagli olarak sandan kirmiziya renk degisimi olan

Kromojenik sefalosporin testidir.

B-Iyodometrik Testler: Penisiloyik asit penisilinin hidroliz iiriiniidiir ve
iyodini indirger. Bunun sayesinde de nisasta-iyodin kompleksi renksizlesir . Bu test 2
degisik sekilde yapilabilir;

1) Tip metodu
2) Kagit strip metodu

C-Asidimetrik Testler: Karboksil grubunu beta-laktam halkasinin hidrolizi
ortaya ¢ikartmaktadir (Livermore, 2005). Bu asidite;
1) Tip metodu
2) Kagit strip metodu ile gosterilebilir.

1.4.2.Beta-Laktamaz Aktivitesi I¢in Indirekt Testler

1) GSBL Testleri: GSBL saptanmasinda, ilk tarama olarak rutin uygulanan
antibiyogramlardaki direngler bizim icin yol gdsterici olabilirler. Ikinci asamada
GSBL varligimin belirlenmesi ve dogrulanmasi i¢cin GSBL'lerin klavulanik asitle
inhibe olma 6zelliginin aranmasi gerekmektedir. Bu 6zelligin GSBL saptanmasinda
kullanilacak birkag yontemi bulunmaktadir (Yanik, 2003). Bunlar;
a-Cift disk sinerji testi
b-E test
c-kombine disk testi

d-Otomatize sistemler
2) Indiiklenebilir Amip C Testleri (IBL Tayini): Bu enzimleri birinci kusak

sefalosporinler, ampisilin ve amoksisilin indiiklerler ve sonucunda bu antibiyotikler

enzimlerce yikilir. Uciincii kusak sefalosporinler, sefuroksim (CXM), piperasilin

21



(PIP) ve aztreonamlar (ATM) ise zayif indiikleyicidirler ve baska bir mekanizma
yoksa bu indiiklenebilir beta-laktamaz kokenleri duyarli goziikebilirler. Dereprese
mutantlardan ayri tutulan bu indiilklenebilir Amp C yapan
organizmalardir(Livemiore, 1996). Bu mutantlar hemen hemen biitiin penisilinlere ve
sefalosporinlere direnglidirler. Duyarlilik testleri ile {i¢lincii kusak sefalosporinlere
duyarlhilik gosteren IBL igeren kokenler burada en onemli sorunu olusturur. Bir
tedavi hatasi ortaya ¢ikabililmesi igin bu ilaglar kullanildigi zaman dereprese

mutantlar segilir.

Iyi bir bakteri tamimlamas1 IBL yapan Enterobacteriaceae'leri tanimlamadaki
olmasi gerekendir. Sefoksitin (FOX) direncine ve ii¢iincii kusak sefalosporinlere

duyarli olmasina bakilmasi en iyi yoldur eger ki bakteri tanimlanamiyorsa.

Antagonizm testleri ile IBL rutinde de gosterilebilir. Antibiyogramda IPM veya
FOX gibi gii¢lii bir beta-laktamaz indiikleyicisinin yanina, merkezler arasi mesafe
1.5-2 cm olacak sekilde ATM veya iiglincii kusak sefalosporin (CTX, CXM gibi)
diski yerlestirilir ve IBL gdsterilmesi zayif olanimn inhibisyon zonu giiclii indiikleyici

tarafindan kesintiye ugratilmasiyla olur (Carmeli, 1999).

3) MBL'larin Tayini:

MBL varligin1 belirlemek i¢in standardize edilmis herhangi bir fenotipik
yontem yoktur. Fakat onerilen birtakim testler vardir. Bu nerilen testlerin 6zgiilliik
ve duyarliliklar bakteriye ve belirlenecek enzime gore farklilik gostermektedir. Bu
konudaki calismalar ise devam etmektedir (Livermore, 2002).

Tayin i¢in Onerilen testler;

a- EDTA veya diger enzim inhibitorii selatorleri ile CAZ veya IMP arasindaki sinerji
testleri

b- Kombine E testler
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c- Modifiye Hodge testleridir.
Bu fenotipik yontemlerin haricinde diger beta laktamazlarin tayininde de kullanilan

molekiiler tekniklerin aynis1t MBL belirlemek i¢in de kullanilmaktadir.

1.5.Metallo-Beta Laktamazlar
1.5.1.Metallo-Beta-Laktamazlarin Simiflandirilmasi:

MBL'lar ilk olarak 1980'de serin beta laktamazlardan Ambler'in
siiflandirmasina gore katagorize edilmislerdir. Bu tablo ¢ikarildigi zaman heniiz ¢ok
az MBL tanimlanmaina ragmen aralarinda en ¢ok dikkat ¢ekenler LI (S. maltophilia)
ve BCII (B. cereus) idi. Bush, fonksiyonel 6zelliklerini goz oniine alarak MBL’ar1
1989'da ayr1 bir grup (grup 3) ile smiflandirmistir. Genel olarak hala beta
laktamazlarin siiflandirilmasi igin aktif olarak kullanilan grup da budur (Walsh,
2005). Bu tablo ocncelik olarak substrat profilleri (6zellikle imipenem hidrolizi),
EDTA'ya olan hassasiyetleri ve serin beta laktamaz inhibitérleri ile inhibe olmalarina
dayanilarak hazirlanmigtir. Tablo ayrica 1995'te giincellenmistir. Grup 3 enzimlerinin
stirekli biiylimesi ve simiflandirilmast da géz Oniine alinarak tekrar uyumlu hale
getirilmistir. Tablonun ilk hazirlandigi donemde MBL/larin sadece 2 transfer
edilebilen Bacteroides fragilis CcrA ve P.aeruginosa" dan elde edilen IMP-1

calisiimastir.

Tim MBL'lar imipenemi hidrolize edebilirler fakat basarabilme glicleri
oldukca degiskenlik gosterir. Bakterinin direng diizeyine goére hidroliz orani,
degiskenlik gosterebilir veya gostermeyebilir (Bush, 1999). Buna uygun olarak bu
enzimlerin simiflandirilmasi, Oncellikle imipenem ve beta laktam hidrolizi baz

alinarak alt gruplara ayrilmistir (Rasmussen, 1997).

Penisilinleri imipenemden daha hizli olarak hidrolize edebilenler genellikle alt
grup 3a'da bulunan enzimlerdir. Bu grup igerisinde Bacillus cereus Il, B.fragilis' in
Cer A, B.cepacia’ nin PCM-1, S.maltophilia’ nin LI enzimleri yanisira, S.

marcescens, P.aeruginosa, A.baumannii, Shigella flexneri, K. pneumoniae gibi
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degisik tiirlerde saptanan IMP 1-8 (Giilay, 2003; Yano, 2001) ve P. aeruginosa'da
saptanan VIM 1-3 (Livermore, 2005) enzimleri de yer almaktadir.

Alt grup 3b, Aeromonas tiirlerinin metallo enzimlerini kapsar ve bunlar ger¢ek
karbapenemazlardir. Karbapenemler disindaki beta-laktamlara etkileri nitrosefin

hidrolizine dayanan testlerle gosterilemez ¢iinkii varliklar1 ¢ok azdir.

Alt grup 3c Legionella gormanni metallo-beta-laktamazlarim igerir. Bu enzim

diger alt gruplardan yiiksek sefalosporinaz aktivitesi ile ayrilmaktadir.

MBL'lar molekiiler diizeyde siniflanmasi ve standardize edilmesi neredeyse
imkansiz olan, ayr1 bir grup proteinlerdir. Sinif B enzimlerin, alt gruplara ayrilmasi
yoniinde sekans o6zellikleri ve diger yapisal 6zellikleri baz alinarak gesitli denemeler
yapilmistir (Walsh, 2005). Nukleotid sekans ile bir enzimin digeri ile alakali
oldugunu Filogenetik sema ile gosterilmistir. Sinif Bl rasyonelinde anahtar parca
olan c¢inkonun, 3 histidin ve 1 sistein residiiellerini koordine ettifi ve gecis
gosterebilen IMP, VIM, GIM ve SPM-I'e yer saglamaktadir. Sinif B2'ler, ¢inko ile
baglanma bolgesinde asparagin olan bir gruptur ve (SFH-1), aktif bolgesinde
NXHXD bulundurmaktadir. (SFH- 1). Sinif B3’tin tek tiyesi MBL LI iiyesi ve tiim
beta laktamazlarda fonksiyonel ve tek olan tetramer olarak bilinmektedir (Quirago,
2000)

Kromozomal Olarak Kodlanmms MBL'lar:

Kromozomlarca kodlanan MBL'lar B. cereus (BCII), B. anthracis, S.
maltophilia  (LI), Aeromonas hydrophilia  (CphA),  Chryseobacterium
meningosepticum (BlaB veya GOB-1), Chryseobacterium indologenes (IND-1),
Legionella gormanni (FEZ-1), Caulobacter crcscentus (MblIB), Myroides spp.
(TUS-1, MUS-Il) ve Janthinobactcrium lividum (THIN-B), Flavobacterium
johnsoniae (JOHN-I) VE S. Fanticola’lan igermektedir (Walsh, 2005; Rossolini,
2001). Genel olarak kromozomal MBLlar birbirlerinden wufak farkliliklarla
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ayrilmaktadirlar. Chryseobacterium meningosepticum'un enzimlerindeki farklilik en
belirgin belirtilmesi gereken farklilik olarak goriilmektedir. Bu nedenle ayri bir

subsinifa ayrilmistir.

Kromozomlarca kodlanan enzimler, serin beta laktamazlar disinda MBL’ler
tarafindan da diizenlenmektedir. Ornegin penisilinaz, sefalosporinaz ve MBL olmak
tizere 3 ¢esit beta laktamaz Aeromonas hydrophilia ve A. veronii biovar sobia
iretmektedir. Bunlarin hepsi yiiksek derecede beta laktam direnci olan mutantlarin
(dereprese mutantlar) se¢ildigi sirada fazlaca eksprese olmaktadir. Bacteroides
spp.'lerde goriilen bir grup MBL transfer edilebilir 6zelliktedir ancak kromozomal
olarak tanimlanmistir. Diger anaerobik bakterilerle karsilastirilacak olursa, CfiA ve

CcrA'ya bagli olarak nisbeten beta laktamlara direnglidir (Thompson, 1990).

Bazi bakteriler dogal ¢cevrede de MBL tasimaktadir. Tasimalarinin sebebiyle
alakali bircok goriis vardir. Bir gorlis bu enzimlerin hiicresel bir fonksiyonu yerine
getirmek i¢in olduklar1 yoniinde iken, diger bir goriis ise dogada bu bakterilerin
belirli bir slire beta laktam ve beta laktam tipi bilesiklere maruz kalmalari

dogrultusundadir.

MBL'larin Biyokimyasi:

Beta laktam  halkalarinin amidlerinin baglanma noktasina serin beta
laktamazlar ve MBL'larin ikisi de etki ederler ancak bu isi farkli sekillerde yaparlar.
MBL’lar aktif yapiy1 belirleyen bir aminoasite etkiler ki bunun sonucu ¢inko
iyonlart diizenlenmis olur. Genellikle ¢inko baglanma motifi histidin-X-histidin-X-
aspartik asit (HXHXD) seklinde olanlar Simif B2 enzimleri disinda kalan
MBL’lerdir. Cinko iyonu tercih edilen iyondur. Sinif B2'de 1 ¢inko iyonu bulunur
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fakat bir¢ogunun aktif bolgesinde 2 ¢inko iyonu bulunur. (Walsh, 2005; Spencer,
2001).

MBL'larin hidroliz metabolizmas: farkli MBL'lar arasinda farkliliklar
gostermektedir ve olduk¢a karmasiktir (Docquier, 2003) MBL'in katalitik yapisinin

anlasilmasinda kristal yapisinin bilinmesi bayagi yardimci olmaktadir (Concha,

2000).

Serin beta laktamazlardan farkli olarak MBL'lar genis bir aktif bolgeye
sahiplerdir ve bununla alakali olarak da beta laktamlar i¢in uygun bolge
olusturmaktadirlar. MBL'lar sulbaktamdan ve zayif substratlar olan ve serin
inhibitorleri olarak bilinen klavulanik asit etkilenmezler. Aztreonami hi¢cbir MBL
tam olarak hidrolize edemez, bu nedenle aztreonam, terapotik bir MBL inhibitorii
olarak diistiniilmektedirler. Ancak hayvanlar iizerine yapilan bir ¢alismada VIM-2
tireten P. aeruginosamin neden oldugu pnomonilerde yiiksek dozda aztreonam

verilmesinin infeksiyonu eradike edemedigi izlenmistir (Bellais, 2002).

Bu enzimler, beta laktamlara baglanma ve hidroliz etme Ozelliklerinde ¢ok
cesitlilik gostermektedirler ancak aktif bolgelerinde ve kivrimlarinda ortak noktalar
da barindirirlar. Bu duruma en iyi 6rnek yapisal olarak birbirine ¢ok yakin olan VIM-
1 ve VIM-2'dir. Ancak beta laktamlara VIM-2, VIM-1'e gore daha sikica baglanir.
Beta laktamlar1 hidrolize etmeleri bakimmdan SPM-1, IMP-1 i¢in ampisilin,
imipenem ve moxalaktamlar1 bunlardan ayri tutarsak, IMP-1 VE GIM-1'e gére daha
etkilidir. Penislin ve karbapenemlere kiyasla SPM-1 sefalosporinlere daha iyi
baglanir. GIM-1, dar spektrumlu sefalosprin ve karbapenemlere penislinaz aktivitesi
ile etki etmektedir (Walsh, 2005).

TRANSFER EDILEBILIR MBL'LAR

IMP Tipi MBL'lar :
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Ik olarak Japonya'da 1988'de P.aeruginosa kokenlerinde hareketli (mobile)
MBL'lar bulunmustur. Yine Japonya'daki (Okazaki) bir hastanede 3 yil sonra ayni
gen S. marcescens kokenlerinde Tn9106 izolatinda gosterilmistir . Okazakiye ¢ok
yakin bir hastanede 2 yil sonra ayn1 gene S. marcescens'de rastlanilmistir (Arakawa,
1995). Bu IMP-1 alleli (blalIMP) genis bir plazmidin {lizerinde aac(6')Ib-ye benzer

gene ¢ok yakin olan siif 3 integron i¢inde bulunmustur.

Japonya'daki 5 hastanede 1993'de yapilan bir ¢alismada blaiMP tasiyan 4 adet
S. marcescens bulunmustur. Japonya'daki 15 hastanede 1992-1994 yillar1 arasinda
3700 P. aeruginosa ile yapilan hibridizasyon ¢alismasinda , 5 hastaneden toplam 15
koken blanvip-1 yoniinden pozitif bulunmustur. Fakat bu pozitif olanlarm IMP MIK
degerine bakildiginda enterasan bir sekilde degerlerin 2mg/l- 128mg/l arasinda

degistigi goriilmiistiir.

Japonya'da CAZ'e direncli olan 54 izolat ile yapilan bir ¢alismada 22 blaiMP-

1geni tasiyan kokenler polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile gosterilmistir.

Shigella flexneri, S. marcescens, P.aeruginosa ve Alcaligenes spp. kokenleri ile
yine Japonya'da yapilan ¢aligmada IMP-T in mindr varyantlari olan IMP-3, IMP-6 ve
IMP-10 tanimlanmistir. IMP-3 S. flexneri de gosterilmistir ve bu IMP-1'den yalniz 2
aminoasit farkliligi vardir. Genetik ve kinetik calismalar, 196. pozisyona giysin
yerine serin eklenmesinin, penisline karsi aktivitede azalma ile sonug¢landigim
gostermistir. Ayni aminoasit degisikligi IMP-6'da da gozlenmesine ragmen burada
sadece penislin G'ye kars1 aktivite azalmasi ile kalmamigtir. Ayn1 zamanda IMP ve

piperasiline gore MEM hidrolizinde artiga sebep olmustur.

P. aeruginosa ve Alcaligenes spp. izolatlari 1995-2001 tarihleri arasinda

toplanmistir ve yapilan ¢aligmalar sirasinda IMP-10 kesfedilmistir.
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MBL'larin atasi sayilan BCII'de IMP-3 ve IMP-6 'daki gen degisimlerinin de
goriilmesi, IMP-3"lin IMP-1'in varyanti olmasindan ziyade IMP-3"iin IMP-1'in atas1
olabilecegi hipotezini ortaya koymustur (Walsh, 2005).

BlaVIP-10 geni P.aeruginosa’ lann bir izolatinda kromozomal kokenli, bir
tanesinde ise plazmid aracilt oldugu bulunmustur. 49. Pozisyonda valin yerine
fenilalanin gelmesine sebep olan tek baz degisikligi ile blaIMP-10 ve blaVIP-1
genleri birbirinden ayrilmaktadir. 1997'de blaIMP-2, 1998'de blalMP-5 sirasiyla
Italya ve Portekiz’de de MBL genleri goriilmiistiir (78) ancak Ilk baslarda MBL

genlerinin sadece Japonya'da problem olusturdugu diistiniilmiistiir.

IMP-2, IMP-5 17 aminoasit degisikligi gosterirken, IMP-1'e gore 36 aminoasit
farklihig: gostermektedir. Ikisi arasinda da genetik gesitlikler mevcuttur. 2 ayr1 IMP
varyant: Italya'da bu raporlar1 takiben tanimlanmustir. IMP-12 50- kb'lik transfer
edilemeyen bir plazmidde bulunmaktadir ve 36 aminoasitle IMP-1'den ayrilarak
diistik penislin aktivitesi gostermektedir. Digeri ise 19 aminoasit farklilig: ile IMP-T
den ayrilan blaIMP-13 italya'da bulunmustur ve kromozomlarca kodlandig
bildirilmistir (Docquier, 2003).

Ingiltere'de yakin zamanda A. baumanii ve A. junii kokenlerinde IMP-1 genini
gostermislerdir. Bulunan A.junii kokeninin Ispanya'da tatilde olan ve Ingiltere'ye
donmeden Once, 4 hafta gibi siire oradaki hastanede kalan kadin hastadan izole
edildigi bildirilir fakat genetik agidan detayl bilgiler heniiz tam anlamiyla acikliga
kavugsmamustir. Hong Kong ve Canada'da 1994 ve 1995 yillarinda IMP-4 ve IMP-7
tanimlanmistir. 1994-1998 yillar1 arasinda MBL geni olan blaiMP-4, imipeneme
direngli kokenlerin %66'sinda ortaya c¢ikarilmistir (Chu, 2001). Acinetobacter
kokenlerinin %14 prevalans ile IMP-4 enzimini tasidiklar tespit edilmisken, 1999
yilinda nedeni bilinmeyen bir sebeple ortadan kaybolmuslardir. Daha sonralari

2000'i yillarda Cin'de, Citrobacter youngae ve P.aeruginosa’ larda ortaya ¢ikmuistir.
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IMP-7 klonal P.aeuroginosa Canada'da salginina yol agmig, IMP-8 Taiwan'da
bulunmustur. IMP-8, IMP-I'e kiyasla IMP-2'ye daha benzer bulunmustur (Gibb,
2002). Ilerki safhalardaki ¢alismalarda MBL iireten izolatlarin Japonya'dan diinyaya
yayillmis oldugu diisiiniilse de bu konuda yeterli bilgi elde edilememistir. Genetik
veriler bu konu igin yetersiz kalmistir. iki ¢alismada Kore'de yapilan MBL'ler
yiizinden karbapenem direnci ile ilgili ciddi sorunlarin ortaya ciktig1 goriilmiistiir.
130 karbapenem veya seftazidime direngli izolatin %35'inde IMP benzeri MBL
genlerinin tasindig tespit edilmistir. Imipenem direnci 1996'da %6 iken, 2001'de
%19'a yiikselmistir. Diinya ¢apindaki SENTRY c¢alismasinda Brezilya'dan 5 tane
IMP-1 ve yeni bir IMP olan IMP-16 tanimlanmistir. New Mexico'da P.aeruginosa'da
IMP-18 bulunmustur (Hanson, 2004).

VIM Tipi MBL'lar:

VIM- tipi enzimler kazanilmis MBL'larin ikinci temel grubudur. VIM-1
P.aeniginosa izolatinda Italya'da, Verona'da bir tanimlanmistir. 1997'de elde edilen
bu klinik izolat piperasilin, seftazidim, imipenem ve aztreonami kapsayan gesitli beta
laktamlara direngli bulunmustur. Ozellikle imipenem MIK degerinin >128j.1g/ml

oldugu goriildii.

Biyokimyasal analiz, EDTA ile inhibe olan ve Zn" eklenmesiyle yeniden
kazanilan karbapenem hidrolizi gosteren bu kokenin kaba ekstresinden yapildi. Bu
gozlemler bir metallo enzim {iretimini dislindirmiistiir. Beta laktamaz geni
klonlanmis ve diger MBL'lardan uzaktan iligkili olan VIM (Veronese imipenemaz)
ortaya konmustur. Sadece %39 aminoasit ortakligi olan BCII daha yakin iligkide
oldugu bulunmus, daha sonra aztreonam disindaki ¢ogu beta laktam1 hidrolize eden

tipik B smifi enzimi olan VIM-I'in hidrolitik profili analiz edilmistir.

BlaIMP gibi blaVIM geni de simf 1 integron icindeki bir gen kasetindedir
(Lauretti, 1999). Bu integron, smif 1 integronlarin tipik bir integraz genini ve blaviM
gen kasedine ek olarak, aminoglikozid direnci kodlayan bir aacA4 gen kasedini

tasimaktadir. Sonrasinda, bir blaviM-1 geni Verona'daki ayni hastanede
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Achromobacter xylosoxidans’ta bulundu. Karbapenemler dahil biitiin beta laktamlara
direng gostermekteydi, gen kasetinin agag1 bolgesinde yer alan 3 farkli aminoglikozid

direng geni icermekteydi.

VIM-1, cgevresel izolatlarin MBL'ler i¢in kaynak yada en azindan vektor
olduklarin1 vurgularcasina Italya'da bir nozokomiyal infeksiyon kaynagi olarak

klonal iligkili ti¢ P.putida izolatinda saptanmustir.

VIM-1 ¢esitli K. pneumoniae izolatlarinda ve E. coli'de Yunanistan'da
saptanmigtir. Benzer bir VIM-1 pozitif K. pneumoniae kokeni yakin zamanda
Fransa'da GSBL SHV-5 ile iliskili olarak bulunmustur.

Ik olarak 1996'da Fransa'min giineyinde nétropenik bir hastanin kan
kiltiriindeki P. aeruginosa izolatinda BlaVIM-2 saptanmistir (Walsh, 2005).
Aztreonama duyarl iken Cogu beta laktama direngli kalmistir. VIM-1 ve VIM-2
arasinda %90 aminoasit ortaklig1 s6z konusudur. Dizi heterojenligi VIM-1 ve VIM-
2'nin ¢ogunlukla NH2 ve karboksi terminal bolgelerinde goriilmektedir. Sonrasinda,
Fransa ve Paris'te ayn1 blaVIM-2 gen kasetini tasiyan 2 adet P. aeruginosa izolati
tanimlanmistir.  Her iki izolatim da P. aeruginosa'nin COL-1 izolatiyla
karsilastirildiginda aztreonam disindaki tiim beta laktamalara yiliksek diizeyde
direngle benzer diren¢ paternlerine sahip oldugu goriilmiistir. Bu iki izolatta

blaVIM-2 gen kasetleri farkli sinif 1 integronlar igine yerlesmistir (Walsh, 2005).

Benzer sekilde Italya ve Yunanistan'da salgin kaynagi VIM-2 iireten P,
aeruginosa izolatlari olarak bulunmustur . Giiney Kore, Portekiz, Ispanya, Polanya,
Hirvatistan, Sili, Venezuela, Arjantin, Belcika ve yakin zamanda ABD'lerinden de

VIM-2 iireten P. aeruginosa izolatlar1 bildirilmistir (Walsh, 2005).
Son zamanlarda VIM-3 VIM-2 ve VIM serisinin varyanti Taiwan'da

P.aeruginosa izolatlarinda tanimlanmistir. 2 aminoasit degisimi ile VIM-2'den

ayrilmaktadir.
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Yunanista'da VIM-4 bir P.aeruginosa izolatinda bildirilmistir. Bu koken daha
once imipenem kullanmis bir hastadan elde edilmisti ve bu da beta laktamlara
direngli iken, aztreonama kars1 aktivitesini korumaktaydi. Isveg'te de VIM-1'den 1
aminoasit degisikligi ile ayrilan VIM-4 iireten, P.aeruginosa izolati tanimlanmistir
ancak izolatin Yunanistan'dan gelen bir hastadan oldugu goriilmiistiir (Giske, 2003).
Italya'da Mayis 2002'de E. cloacae ve K. pneumoniae izolatlarinda ayn1 MBL geni
saptanmistir. Bu hasta VIM f{ireticilerinin secilimine katkida bulunmasi olasi olan
karbapenem igerikli tedavi almistir. Bu izolatlarin imipenem, meropenem minimal
inhibisyon konsantrasyonu (MIK) degerlerinin sirasiyla 0,25 ve 0,12j.1g/ml ile 2 ve
0,5}.1g/ml oldugu gorilmiistiir.

BlaVIM-4 'iin bu iki izolatta da ayni plazmid tarafindan kodlandigi halde
karbapenem MIK diizeylerinin ¢esitliligi oldukea ilging karsilanmustir. Polonya'da
yiiriitiilen bir ¢alismada klonal olarak ayr1 ¢esit VIM-4 iireten P.aeruginosa kokenleri
oldugunu gostermistir (Patzer, 2004).

VIM-5, VIM-1'den 5 aminoasit degisikligi ile ayrilmaktadir. Tiirkiye'de
P.aeruginosa'da tanimlanan VIM-5 K.pneumoniae'da. da tanimlanmustir.
P.aeruginosa kokeninin azteronam dahil tim beta laktamlara direngli oldugu

gorilmiistiir.

VIM-6 Singapur'da P. putida izolatinda tanimlandi. Beta laktamlara yiiksek
diizeyde direngliydi (Koh, 2004).

VIM-7 Texas'da karbapeneme direngli bir P.aeruginosa gosterildi VIM-I ile
%77i, VIM-2 ile %74 benzerlik gostermektedir. Bu yiizden VIM tipi MBL'lar
arasinda 3. bir grup olusturur. BlaVIM-7 aztreonam ve polimiksin B hari¢ tiim diger
antibiyotikler ve beta laktamlara direngli bir kokende bulunmustur. MBL verilerinde

yeni blaVIM genlerinin ¢esitli dizileri sunulmustur ancak resmen yaymlanmamastir.
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VIM-8, VIM-9, VIM 10 ve VIM-I1 1 enzimleri de gesitli izolatlarda yakin zaman
icinde gosterilmistir (Bush, 1999).

SPM-1 Tipi MBL'lar:

1997'de Sao Paulo, Brezilya'da SENTRY siirveyans programi dahilinde olarak
bir Klinik P. aeuginosa kokeninde tanimlanmustir. 4 yasindaki bir 16semi hastasinin
kanindan izole edilmistir. Biitin anti Gram negatif antibiyotiklere direngli

bulunmistur fakat Aztreonam ve kolistin disindaki. (Gales, 2003).

SPM-1 diger MBL’ler ile kiyaslandiginda benzerlikler, IMP-1 ile %35,5, ImiS
ile %32,2, BCII ile %30 oldugu goriilmiistiir. IMP ve VIM'den 6nemli oOlciide
farklilik gostermektedir. Aktif bolge HFHLD'den sonra gelen, 24 aminoasitlik bir
insersiyon bulunmaktadir. Bu insersiyonun beta laktamlar1 hidrolize eden bir halka
olarak calistig1 gosterilmistir. blaSPM-1’in genetik icerigi tektir, transpozonlarla ya
da integronlarla ilgkili degildir. IMP-1 ve VIM-1'deki gibi SPM-1 de klavulanik asit
ya da aztreonami hidroliz etmez, yarismaci inhibitor olarak calisir. Sefalosporinlere

penislinlerden daha sik1 baglanir (Walsh, 2005).

GIM-1 Tipi MBL'lar:

Almanya'da 5 farkli hastadan 2002'de elde edilen P.aeuginosa izolatlarinda
GIM-1 (German imipenemaz) olarak tanimlanan smif B beta laktamaz {iretilmistir.
Bu 5 izolat da polimiksine duyarli bulunmustur. GIM-1'in aminoasit sekanslarina
gore en ¢ok benzerlik IMP- varyantlarindan olan IMP-6, IMP-1, IMP-4 ile; VIM
varyantlarindan ise VIM-4, VIM-5, VIM-1 ve VIM-7 ile gosterilmistir (Walsh,
2005).

GIM-1 MBL smif Bl ailesine uygun olarak 2 ¢inko baglayan HXHXD motifi
aktif bolgesinde bulundurmaktadir. GIM-1 daha zayif olan bir enzimdir ancak IMP-
I'e benzer sekilde hidrolitik bir enzimdir. 3 farkli diren¢ genini Smif 1 integron

uzerinde barindirr.
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1.6. Metallo-beta-laktamazlarin Tespit Edildigi Yontemler
1.6.1. Kombine Disk Testi

MBL varliginin Inhibisyon zon ¢apt farkina bakilarak arastirildigi bir
yontemdir. Aymi plak yiizeyine 2 imipenem diski ki bu disklerinin arasinda 22mm
olarak yerlestirilerek bir tanesinin tlizerine EDTA soliisyonu eklenir. Test pozitif
kabul edilmesi icin EDTA’l1 imipenem diskinin inhibisyon zon c¢api tek basina
imipenem diski zon c¢apindan >7 mm olmast gerekir. Uygulanmasi ve
yorumlanmasinin kolay olmasi bu testin avantajidir. Bu avantajlarinin yaninda yanlis

pozitif ve yanlig negatif sonuglarda bildirilmistir (Yong, 2002).

1.6.2. Cift Disk Sinerji Testi

2000 yilinda Arakawa ve ark.( Arakawa, 2000) seftazidim direngli suslarda
seftazidim-MPA (merkapto propionikasit), seftazidim-SMA (Sodyum merkapto
asetikasit), imipenem-EDTA-+SMA diskleriyle bu testi uygulamiglardir ve bu iki disk
arasindaki inhibisyon zonunun artmasini pozitif olarak yorumlamislardir. 2001
yilinda Lee ve ark.(Lee, 2003) imipeneme direngli suslarla imipenem ve EDTA diski
kullanarak bu testi yapmuslardir. 1ki disk arasindaki inhibisyon zonunun EDTA
eklenmis bos diske dogru genislemesi sinerjistik inhibisyon zonu olarak
degerlendirilmis ve bu durumda test pozitif olarak yorumlanmigtir. 2004 yilinda Yan
ve ark.( Yan, 2004) tarafindan seftazidim ve seftazidim+klavulanik asit, sefepim ve
sefepim+klavulanik asit diskleri Mueller-Hinton agar plagmmin kenarlarina
yerlestirilmistir ve sonra plagin ortasina MPA, EDTA ve SMA diskleri yerlestirerek
bu testi yapmisglardir. Pozitif sonug¢ olarak yorumlanmasi i¢in selatdor madde iceren
diskler ile herhangi bir disk arasindaki inhibisyon zonunun artmasi1 gézlenmelidir. Bu

yontemle imipeneme duyarl suslarda da MBL taranabilmistir.
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1.6.3. MBL E-Test Yontemi

Test stribinin kullanilarak bir tarafinda imipenem diger tarafinda ise imipenem
ve EDTA bulunan yapildig: testtir. MBL pozitifligi olarak degerlendirilmesinde
EDTA’nin oldugu taraftaki MIK degerinin imipenem MIK degerinden >8 olmasi
gereklidir(Yan, 2004). MBL E-test seritleri bakteriyoloji laboratuarlarinda fenotipik
yontemlerden kolay uygulanabilir olmasindan nedeniyle kullanilabilir. Diisiik
diizeydeki dirence bagli olarak yanlis negatif sonu¢ verebilmesi bu yodntemin

dezavantajidir(Lee, 2005).

1.6.4. Modifiye Hodge Testi

Bu test penisilinaz iireten Neisseria gonorrhoeae tespitinde kullanilan Hodge
testinin modifiye edilmesiyle olusturulmustur. Hodge testinde kullanilan S. aureus
(ATCC 25923) yerine E. coli (ATCC 25922) ve penisilin diski yerinede imipenem
diski kullanilarak yapilmaktadir. imipeneme duyarli E. coli susu MBL iireten bir
bakteri ile bir arada bulundugunda imipeneme ragmen iireyebilir. Bu durumda test

pozitif kabul edilir.( Lee, 2001)

1.6.5. Mikrodiliisyon Yontemi (MDT)

2002 yilinda Migliavacca ve ark.(Migliavacca, 2002) tarafindan gelistirilmistir.
Test edilen susun imipenem MIK degeri mikrodiliisyon yontemi ile belirlenir sonra
metal selatorlerden EDTA ile tekrar MIK degerlerine bakilir. Pozitif olarak
yorumlanabilmesi MIK degerleri arasinda sekiz kat azalma goriilmelidir. Bakteriden
saflastirilan enzimin spektrofotometrik olarak imipenem ve meropenem hidrolizinin
gosterilmesi fenotipik yontemlerden “altin standart™ olarak tanimlanan duyarliligi en

yiiksek olan testtir (Urban, 2003).

1.6.6. Genotipik MBL Tespit Yontemleri

MBL’lerin tespitinde fenotipik yontemlerden genotipik yontemlerin duyarlilig

daha yiiksektir. Bu yontemler asagidaki gibi siralanir;
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1. Polimeraze chain Reaction (PCR)

2. DNA prob yontemi

3. Klonlama ve sekanslama yontemi (Altin standart)

Polimerane chain Reaction (PCR): Belirli primerler kullanilarak bir izolatta MBL
geni olup olmadigi PZR uygulanarak belirlenebilir bunun yaninda her enzime 6zgiil

primerler kullanilarak enzim tipini saptamak da miimkiindiir (Walsh, 2005).
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Bakteri Suslariin Identifikasyonu

Afyonkarahisar Saglik Bilimleri Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvarina 2017-2018 yillar arasinda gesitli servislerdeki hastalardan gonderilen
ve klinik orneklerden izole edilen, imipenem (IMP) ve/veya meropenem (MEM)’e
direngli toplam 54 A.baumannii, 40 P. aeruginosa susu bu calismaya dahil edildi.
A.baumanii izolat1 en fazla anestesizi yogun bakim servisinden P.aeruginosa izolati
ise en ¢ok beyin cerrahi yogun bakim servislerinden gonderilen 6rneklerden elde
edilmistir. Laboratuvara gonderilen kan, beyin omirilik sivis1 (BOS), idrar, balgam,
yara yeri siriintiisii gibi ornekler kiiltlirii yapilmak iizere kanli agar (BioMérieux,
Fransa), cikolatamsi agar (BioMérieux, Fransa) ve Eosin Methylene Blue (EMB)
(BioM¢érieux, Fransa) agar besiyerlerine ekildi. A.baumanii en fazla trakeal aspirat
kilnik 6rneginden, P. Aeruginosa izolati da en ¢ok yine trakeal aspirat klinik
orneklerinden elde edilmistir. 35-37°C’lik etiivde 24 saat boyunca inkiibasyona
birakildi. Her hastadan tek bir 6rmek calismaya dahil edildi. Izolatlarin tiir diizeyinde
tanimlanmast ve antibiyotik duyarlilik testleri konvansiyonel kiiltlir yontemlerinin
yanisira VITEK 2 Compact® (BioMérieux, ABD) otomatize sistemi ve gradient strip
testi ile “The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST)” kriterlerine gore degerlendirildi.

Calisma igin Afyonkarahisar Saglik Bilimleri Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu Bagkanligi’ndan 02.02.2018 tarih ve 2018/2-60 toplanti

numarali etik kurul onay1 alinmigtir.

3.2. Antimikrobiyal Duyarhlik Testleri

Bu caligmada; amikasin, piperasilin/tazobaktam, piperasilin,
trimetoprim/siilfametaksazol, seftazidim, gentamisin, aztreonam, tobramisin,
siprofloksasin, levofloksasin, imipenem, meropenem, sefepim, kolistin ve tigesiklin
antimikrobiyal ajan olarak kullanildi. Duyarhilik testleri ¢alisilincaya kadar suslar
%15 gliserol eklenmis triptik soy broth iceren 2 ml’lik steril ependorf tiiplerinde -
80°C’de muhafaza edildi.
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EUCAST onerilerine gore disk difiizyon yontemi ile imipenem (IPM) (10 mg)
veya meropenem (MEM) (10 ng) diskleri (BioMérieux) etrafindaki inhibisyon zon
caplart < 16 mm olan P.aeruginosa i¢in (< 3 mm. direngli, 14-15 mm.orta derecede
duyarli) A.baumannii igin (< 13 mm. direngli, 14-15 mm.orta derecede duyarli) olan
suslar calismaya alindi. Bu suslardaki direng, E test yontemi (BioM¢érieux, Fransa)
ile imipenem ve meropenem icin MIK tespit edilerek (MIK degeri < 4 mg/ml
duyarli, > 16 m g/ml direngli) dogrulandi. Tiim suslarin karbapenem duyarliliklar
her iki yontemle de uyumlu sonuglar verdi. Kontrol susu olarak Escherichia coli
ATCC 25922 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 kullanildi.

3.3. Metallo-Beta-Laktamaz (MBL) Aktivitesinin Belirlenmesi:

Karbapenemlere direngli veya azalmis duyarliligi olan suslarin karbapenemaz
ve MBL iiretimi modifiye Hodge testi ve IMIPENEM-EDTA / MEROPENEM-
EDTA disk yontemi ile tarandi.

imipenem-EDTA / Meropenem-EDTA Disk Yontemi (Kombine Disk
Testi-KDDT): Calismanin baglangicinda EDTA stok soliisyonu hazirlandi. Bunun
icin, 1000 mL distile suda 186,1 g disodyum EDTA.2H,O (Sigma, Almanya)
cozdiiriilerek 0,5 M EDTA soliisyonu elde edildi ve NaOH ile pH 8,0’e ayarland:
daha sonra otoklavlanarak sterilize edildi. 0.5 McFarland bakteri siispansiyonu
miiller hinton agara ekildi. Iki adet imipenem ve meropenem diski (10pg) aralarinda
en az 22 mm olacak sekilde besiyeri ylizeyine yerlestirildi, imipenem disklerinden
bir tanesinin tizerine 10 ul EDTA eklendi. 35°C’de 24 saatlik inkiibasyondan sonra
zon ¢aplan Olctldii (Sekil 1). Her iki karbapenem diskleri i¢in ayr1 ayr etraflarindaki
zon c¢aplart ile bu disklerin EDTA ile kombine edildigi disklerin etrafindaki zon
caplar1 arasindaki fark her bir sus i¢in kaydedildi. Imipenem ve meropenem diskleri

zon ¢aplari, EDTA’l1 disklerin zon ¢aplarindan 7 mm’den daha az ise pozitif kabul
edildi.
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Sekil 1. imipenem-EDTA ve meropenem-EDTA disk érnekleri

Modifiye Hodge Testi (MHT): E.coli ATCC 25922 susunun McFarland 0,5
bulanikligindaki slispansiyonu hazirlanarak Mueller Hinton agar plaginin yilizeyine
ekildi. Plagin merkezine imipenem diski (10 mg) yerlestirildi. Test suslari, bu diskin
dort bir kenarindan perifere dogru ¢izgi ekimi seklinde 6ze ile ekildi. 35°C de 24
saatlik inkiibasyondan sonra diskin etrafindaki inhibisyon zonunda yonca goriiniimii

pozitif olarak kabul edildi (Sekil 2).

Pozitif Klinik
izolat

Pozitif |
Klinik izolat

Sekil 2. Modifiye hodge testi; pozitif ve negatif drnekler.
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4. BULGULAR

Calismaya bir yillik siire igerisinde toplanan ve belirtilen kosullara uygun olan
40 P. aeruginosa ve 54 A.baumannii susu dahil edilmistir. A.baumannii izolatlarinin

gonderildigi servislerin dagilimi tablo 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.1. A.baumannii izolatlarinin génderildigi servislerin dagilimi

Servis Say %
Anestezi Yogun Bakim 7 13
Beyin Cerrahisi 2 3,7
Beyin Cerrahi Yogun Bakim 2 3,7
Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar 3 55
Dahili Yogun Bakim 2 3,7
Genel Cerrahi 1 19
Genel Cerrahi Yogun Bakim 10 18,5
Goglis Hastaliklart 8 14,8
Gogiis Hastaliklart Yogun Bakim 1 1,9
Hematoloji 2 3,7
Kardiyoloji 2 3,7
Noroloji 1 1,9
Ortopedi ve Travmatoloji 5 9,1
Plastik ve Rekonstruktif Cerrahi 1 19
Yeni Dogan Yogun Bakim 7 13
Toplam 54 100
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Sekil 3. A.baumannii izolatlarinin génderildigi servislerin dagilimu.
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P.aeruginosa izolatlarinin gonderildigi servislerin dagilimi tablo 4.2°de

gosterilmistir.

Tablo 4.2. P.aeruginosa izolatlarinin gonderildigi servislerin dagilimi

Servis Say1 %
Beyin Cerrahi Yogun Bakim 3 7,5
Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar 3 7,5
Dahili Yogun Bakim 5 12,5
Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon 2 5
Gogiis Hastaliklari 5 12,5
Gogiis Hastaliklart Yogun Bakim 6 15
Infeksiyon Hastaliklar1 2 5
Ortopedi ve Travmatoloji 7 17,5
Plastik ve Rekonstruktif Cerrahi 4 10
Uroloji 3 7,5
Toplam 40 100
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Sekil 4. P.aeruginosa izolatlarinin génderildigi servislerin dagilimi
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A.baumannii izolatlarinin izole edildikleri klinik orneklerin dagilimi Tablo

4.3’te verilmistir.

Tablo 4.3. A.baumannii izolatlarinin klinik 6rneklere gore dagilimi

Klinik Ornek Say1 %
Balgam 10 18,5
Doku 8 14,8
Idrar 6 11,2
Kan Kiiltiirii 12 22,3
Trakeal Aspirat 13 24
Yara Ornegi 5 9,2

%
50
45
40
35
30
25
20
15
10

110

_

Trakeal Kan Kiltiirii  Balgam Doku idrar  Yara Ornegi

Aspirat

Sekil 5. A.baumannii izolatlarimin klinik 6rneklere goére dagilimi

P.aeruginosa izolatlarinin izole edildikleri klinik 6rneklerin dagilimi Tablo

4.4’te verilmistir

Tablo 4.4. P.aeruginosa izolatlarimin klinik 6rneklere gore dagilimi

Klinik Ornek Say1

%
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Balgam 10 25
Kateter 2 5
Idrar 7 17,5
Kan Kiiltiiri 4 10
Trakeal Aspirat 11 27,5
Yara Ornegi 6 15
%
50
40
30
20
0 B -
Trakeal Balgam idrar Yara Ornegi Kan Kiltiiri  Kateter
Aspirat

Sekil 6. P.aeruginosa izolatlarinin klinik 6rneklere gore dagilimi

A.baumannii ve P.aeruginosa suslarmin duyarliliklar1 VITEK 2 (BioMérieux,

ABD) otomatize sistemi ile saptanmistir. Direngli suslar E test metodu ile

dogrulanmistir. Calismaya alinan A.baumannii izolatlarinin antibiyotik direng profili

Tablo 4.5’te verilmistir.

Tablo 4.5. A.baumannii suglarinin antibiyotik direng profilleri

Antibiyotik Direncli Sus Sayisi %
Imipenem 44 81,5
Meropenem 42 77,7
Amikasin 36 66,6
Gentamisin 40 74
Levofloksasin 52 96,3
Siprofloksasin 49 90,7
Kolistin 0 0
Piperasilin 51 94,4
Piperasilin/Tazobaktam 54 100
Tigesiklin 12 22,2
Trimetoprim/Sulfametoksazol 41 75,9
Sefepim 49 90,7
Seftazidim 50 92,6
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Sekil 7. A.baumannii suslarinin antibiyotik direng profilleri

P.aeruginosa izolatlarinin antibiyotik direng profili Tablo 4.6’da verilmistir.

Tablo 4.6. P.aeruginosa suslarinin antibiyotik direng profilleri

Antibiyotik Direngli Sus Sayis1 %
Imipenem 24 60
Meropenem 23 57,5
Amikasin 23 57,5
Gentamisin 25 62,5
Levofloksasin 27 67,5
Siprofloksasin 24 60
Kolistin 0 0
Piperasilin 28 70
Piperasilin/Tazobaktam 36 90
Sefepim 27 67,5
Seftazidim 39 97,5
Aztreonam 34 85
Tobramisin 6 15

43



%

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

N <& N <& & & N
. & o & 0 © &
4 ¥ oSS

M Direngli

H Duyarli

Sekil 8. P.aeruginosa suslarinin antibiyotik direng profilleri

Calismamizda 40 P.aeruginosa susunun 5 (%12.5)’i MHT ile, 21 (%52.5)’i
imipenem-EDTA disk testi ile 23 (% 57.5)’ii meropenem-EDTA disk testi ile pozitif
olarak tespit edilmistir. 54 A.baumannii susunun 43 (% 84.3)’t MHT ile, 35 (%
68.6)’1 imipenem-EDTA disk testi ile 46 (% 90.2)’s1 meropenem-EDTA disk testi ile
pozitiflik olarak bulunmustur. Fenotipik testler i¢inde en yiiksek pozitiflik oram
A.baumannii’de imipenem-EDTA disk testi (% 90.2) ve  P.aeruginosa’da
meropenem-EDTA disk testi 23 (% 57.5) yonteminde goriilmiistiir. En az pozitiflik
orant A.baumannii igin imipenem-EDTA disk testi (% 68.6) iken P.aeruginosa igin

MHT (%12.5) olmustur. Testlerin pozitiflik oranlar1 Tablo 4.7°de gosterilmistir.

Tablo 4.7. Fenotipik testlerin pozitiflik oranlar.

P.aeruginosa A.baumannii
MHT  Imipenem- Meropenem- MHT (%) Imipenem- Meropenem-
(%) EDTA (%) EDTA (%) EDTA (%) EDTA (%)
Pozitif 12,5 52.5 57,5 84,3 68,6 90,2
Negatif 475 42,5 15,7 31,4 9,8

87,5
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5. TARTISMA

Aerobik, gram negatif basil olan P. aeruginosa, yalnizca yaygin goriilen
enfeksiyon etkeni olmasi nedeniyle degil ayni zamanda enfeksiyonlarinin yiiksek
morbidite ve mortalite ile iligkili olmasi nedeniyle klinik 6nem arz etmektedir
(Driscoll, 2007). Tim diinyada nazokomial enfeksiyonlarin %10-15’inden sorumlu
tutulmaktadir. Sahip oldugu dogal diren¢ mekanizmalarinin yani sira birden fazla
antimikrobiyal grubuna karsi kazanilmig direng gelistirebilmesi P. aeruginosa

enfeksiyonlarinin tedavisini zorlastirmaktadir (Strateva, 2009).

Kazanilmis diren¢ mekanizmalarindan biri olan MBL’lerin yayiliminin hizh
olmasi, ¢esitliliginin her gegen giin artmasi ve tiirler aras1 yayilim gosterebilmesine
karsin bu enzimlerin tanimlamasinda kullanilabilecek yontemlerin standardizasyonu
heniiz saglanamamistir. Ayrica MBL iretiminin Klinik etkisi, hastane enfeksiyon
kontrol ve antimikrobiyal tedavi politikalar1 iizerine etkisi net olarak

belirlenememistir (Cornaglia, 2007).

Acinetobacter baumannii’yi inceledigimizde ise; karbapenem direnci dahil
olmak iizere coklu antibiyotik direncinin giderek artan oranlarda karsimiza ¢ikmasi
ve Ozellikle yogun bakim birimlerinde salginlara yol agabilmesi, bu etkenin 6neminin
artmasina ve siirekli giindemde olmasina neden olmaktadir (Schreckenberger, 2008).
Acinetobacter tiirlerinin 6zellikle yogun bakim iinitelerinde yatmakta olan hastalarda
ventilator iliskili pndmonilerde giderek artan sayilarda etken olarak gosterildigi rapor
edilmektedir. Risk faktorleri, antibiyotik tedavisi, cerrahi girisim, yabanci cisim
uygulamalari, mekanik ventilasyon, yogun bakim {initesinde kalma siiresidir

(Bergogne-Berezin, 2008).

A.baumannii yogun bakim {initelerinde pnomoni disinda dolasim sistemi
enfeksiyonu, menenyjit, liriner sistem enfeksiyonu gibi nozokomiyal enfeksiyonlara

neden olmaktadir (Schreckenberger, 2008). Ek olarak ayaktan devamli peritoneal
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diyaliz peritoniti, endokardit, menenjit, osteomiyelit, artrit, korneal perforasyon da
bildirilmistir (Bergogne-Berezin, 2008).

Bu calismada  Acinetobacter baumannii izolatlari en ¢ok yogun bakim
{initelerinden (%53,7) izole edilmistir. YBU’sini gogiis hastaliklart (%14,8) ve
ortopedi ve travmatoloji (%9,1) servisi takip etmistir. Keskin H. ve ark’nin(Keskin,
2014) yapiklar ¢alismada, 201 Acinetobacter izolatiin en sik YBU (%53,7) ve acil
servislerden (%14,4) izole etmisler, bunlar1 beyin cerrahisi (%12,4) ve genel cerrahi
klinikleri (%6,7) takip etmistir.

Gozitok ve ark.( Goziitok, 2013) 2013°te yaptiklart ¢alismada A.baumannii
izolatlarin1 en sik yogun bakim {initesinden (%84,4) ve ikinci olarak ortopedi
servisinden (%6,2) izole etmislerdir. Tiirkiye’de yapilan genis ¢apli katilhimla
gerceklestirilen bir calismada Acinetobacter izolatlarinin en fazla (%90,3) yogun
bakim {initesinde yatan hastalardan izole edildigini bildirmislerdir (Cift¢i, 2013).
Bizim ¢alismamizda da izolatlarm en sik YBU“den izole edilmesiyle diger

calismalarla uyumlu goriilmiistiir.

P.aeruginosa enfeksiyonlari siklikla yogun bakim servisleri olmak iizere, yanik
tiniteleri, kemoterapi ve radyoterapi liniteleri ve yogun antibiyotik tedavisi uygulanan

bolimlerde goriilmektedir (Er, 2015).

Kirk farkli hastanenin dahil edilerek yapildigi Belgika’daki bir caligmada
P.aeruginosa izolatlarnin %38’ yogun bakim {nitelerinden, %21’i dahili
servislerden, %12’si cerrahi servislerden, %35.5’1 hematoloji servisinden %23’1i ise

diger servislerde yatan hastalardan izole edildigi bildirilmistir (Peix, 2009).

Tayvan’da yapilan bir ¢aligmada ise P. aeruginosa izolatlarinin %37.8’1 gogiis
hastaliklar1 servisinden, %23.5’1 cerrahi servislerden, %19.8’1 ise poliklinik

hastalarindan izole edildigi rapor edilmistir (Shu, 2012).
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Ulkemizde yapilan bir ¢alismada 75 imipenem direngli P. aeruginosa nin en
stk yogun bakim tinitelerinden daha sonra sirasiyla cerrahi ve dahili birimlerden izole
edildigini bildirmislerdir (Onguru, 2008). Bu ¢alismada P.aeruginosa en sik yugun
bakim fiinitelerinden (%35) izole edilmistir. YBU’sini ortopedi ve travmatoloji

(%17,5) ve gogiis hastaliklar1 (%12,5) servisi takip etmistir.

Cok farkli klinik 6rneklerden A.baumannii suslari izole edilebilmektedir. Aral
ve arkadaglar1 (Aral, 2010) Acinetobacter suslarmin %30’unu balgam, %29’unu yara
stiriintiisii ve %25’ini kanda tespit etmislerdir. Toplam 377 susun dahil edildigi
tilkemizdeki bir baska ¢alismada ise trakeal aspirat (%43), kan (%19), yara siirlintiisii
(%18), idrar (%6) ve balgamdan (%6) izole edildigi goriilmiistiir (Bayram, 2013).
Giilhan ve ark.’nin yaptig1 bir calismada ise izolatlarin %54,9°u yara, %19,7’si kan,
%5,6’s1 solunum yolu orneklerinden meydana gelmektedir (Giilhan, 2009). Bizim
calismamizda en sik kan (%22,3), balgam (%]18,5), doku (%14,8) ve idrar (%11,2)

orneklerinden izole edilmistir.

Strateva ve ark.’nin yaptiklart bir ¢alismada 203 P. aeruginosa susunun
%38,9’u idrar, %19,2’si cerrahi yara, %13,3’1 trekeal aspirat ve % 12,81 balgam

orneklerinden izole edilmistir (Strateva, 2007).

Pitoutd J ve ark.’nin yaptig1 bir ¢alismada 241 P. aeruginosa susunun %43’
idrardan, %3’ii kandan, %21°1 yaradan, %20’si solunum sistemi salgilarindan ve
kalan %9’u diger klinik salgilardan izole edilmistir (Pitout, 2005). Calismamiza dahil
edilen 40 P.aeruginosa susunun %27,5’i trakeal aspirat, %25°i balgam, %17,5’i
idrar, %15°1 yara ornegi, %10’u kan kiltirii, %5’1 kateter Orneklerinden izole

edilmistir.

Acinetobacter enfeksiyonlarinin tedavisinde karbapenem, sulbaktam ve kolistin
ilk tercih edilen antibiyotiklerdir. Fakat, yaygin olarak karbapenemlerin ampirik

tedavide kullanilmasi, bu antibiyotiklere karsi diren¢ oranlarinin artmasina sebep
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olmaktadir. Direngli Acinetobacter enfeksiyonlarinda aminoglikozidler baska bir
antibiyotikle kombine sekilde kullanilabilmektedir(Maragakis, 2008).

Cogul antibiyotik direngli suslarin izole edilme oranlarindaki artis A.baumannii
enfeksiyonlarinin tedavisinde 6nemli bir problem teskil etmektedir. Bununla birlikte
tedavide kullanilabilecek antibiyotik seceneklerini de azaltmaktadir. Son zamanlarda
cogul direncli kokenlerle iligkili infeksiyonlar da rapor edilmektedir. Antimikrobiyal
direng oranlar1 merkezden merkeze farklilik gosterse de ¢ogul direngli kdkenlerin

giderek artmasi endise vericidir (Souli, 2008).

Ulkemizde 2004 -2005 yillar1 arasinda alti merkezin katildigi bir ¢alismada
Acinetobacter suslarinda imipenem direncinin % 33 ile % 62 arasinda degistigi
bildirilmistir (Giir, 2008). Atasoy ve arkadaslarinin (Atasoy, 2014) 2014 yilinda
yaptig1 ¢alismada incelenen suslarda, A.baumannii tedavisinde siklikla tercih edilen
karbapenemlere karsi ¢ok yliksek oranda (> % 80) dirence sahip olduklar
gozlenmigtir. Tigesikline (% 30.9) ve amikasine (% 58.6) karsi ile direng

saptanmistir.

Bes yillik antibiyotik direng profillerinin ortaya konuldugu bir ¢alismada
A.baumannii’ye kars1; piperasilin-tazobaktama % 96, sefepime % 95, siprofloksasine
% 93, seftazidime % 94, gentamisine % 90, sefoperazon-sulbaktama % 89,
meropeneme % 72, imipeneme % 71, trimetoprim-siilfametoksazole % 62,
levofloksasine % 86, tetrasikline % 55, amikasine % 64 oraninda direng tespit
edilmistir (Bayram, 2013).

Shoja ve ark. 2017°de A.baumannii izolatlar1 ile yaptiklart g¢alismada
siprofloksasine % 97,5, sefepim ve seftazidime % 92,5, amikasine % 80, gentamisine

% 85 oraninda direng tespit etmislerdir fakat kolistine diren¢ saptanmamustir (Shoja,
2017).
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Kaur ve ark.’nin 964 A.baumanni izolati ile ilgili ¢alismasinda direng oranlari
imipenem %40.3, amikasin %64.9, gentamisin %88.1, siprofloksasin %88,
seftazidim %89.5, sefepim %86.9, piperasilin-tazobaktam %28.9 olarak bulmuslardir
(Kaur, 2014).

Bu ¢alismada 54 A.baumannii izolatinda imipenem direnci %81,5, meropenem
direnci ise %77,7 olarak tespit edilmistir. Calismamizdaki antibiyotik diren¢ oranlari

tablo 4.5’te gosterilmistir.

P.aeruginosa enfeksiyonlarinda tedavisinde kullanilan antibiyotikler;
piperasilin ve tikarsilin gibi penisilinler, seftazidim ve sefoperazon gibi iigiincii kusak
sefalosporinler, imipenem ve meropenem gibi karbapenemler ve siprofloksasin gibi
kinolonlar ilk secenek olarak kullanilmaktadir. Ancak giin gegtikge artan direng

oranlar1 nedeniyle bu antibiyotiklerin kullanilabilirligi tehdit altindadir (Zhao, 2010).

Adama HJ. ve ark’nin 2011 yilinda yapmis olduklar1 bir calismada kan
kiiltiirlerinden izole edilmis 332 P. aeruginosa izolatinin direng oranlart su
sekildedir; piperasilin/tazobaktam icin %5.4, seftazidim i¢in %9.2, gentamisin i¢in

%15.3, siprofloksasin i¢in %19.0 olarak tespit edilmistir (Adama, 2011).

Morfin-Otero R. ve ark’nin 2012 yilinda Meksika’da yapilan bir ¢alismada iki
farkli hastaneden 404 P. aeruginosa izole edilmis ve bu izolatlarn %15.5’1
piperasilin/tazobaktama, %?24.0’1  seftazidime, %9.9’u sefepime, %31.9’u
gentamisine, %23.7’si amikasine ve %?20.0’1 siprofloksasine direngli olarak tespit

edilmistir (Morfin-Otero, 2012).

Gupta V. ve ark’nin Hindistan’da 2012 yilinda yapilmis bir ¢caligmada ise 109
P.aeruginosa  izolatinin  %90.8’inde  piperasilin  direnci,  %63.3’linde
piperasilin/tazobaktam  direnci, %65.1’inde  amikasin  direnci, %79.8’inde

siprofloksasin direnci saptanmistir (Gupta, 2012).
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Bahar ve ark. (Bahar, 2010) ise 2010 yilinda izole ettikleri P.aeruginosa’larda
yapmis olduklar1 ¢alismada imipenem direngli izolatlarin %80’ini piperasiline,
%100’tinii seftazidime, % 100’lini gentamisine, %81.7’sini amikasine %77.4’linl

siprofloksasine direngli oldugu belirtilmistir.

Bayram ve ark. (Bayram, 2013) 2013 yilinda yaptiklari c¢alismada yanik
hastalarindan  izole ettikleri 30 P. aeruginosa izolatimin  %31’ini
pipersilin/tazobaktama, %32’sini  seftazidime, %25’in1 sefepime, %36’sim

gentamisine, %21’ini amikasine, %25’ini siprofloksasine direncli bulmustur.

Bu ¢alismada, gesitli klinik 6rneklerden izole edilen P.aeruginosa izolatlarinin
imipenem direnci % 60, meropenem direnci ise %57,5 olarak tespit edilmistir.

Calismamizdaki P.aeruginosa antibiyotik direng oranlari tablo 4.6’da verilmistir.

A.baumannii ve P.aeruginosa gibi non-fermentatif Gram negatif bakterilerde
antibiyotik direnci enzim {iretimi, efliilks pompalarinin asir1 ekspresyonu, hedef bolge
degisiklikleri, dis membran proteinleri veya porin kaybi gibi cesitli mekanizmalarla

gerceklesir (McGowan, 2006).

Karbapenemlere karst direng siklikla pompa sistemleri ve membran
gecirgenligindeki azalmaya bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir. MBL’lara bagl direnc,
karbapenemlerin yani1 sira birgok beta laktam antibiyotige kars1 direng gelisimine de
sebep olmalari, klinikte kullanilabilecek inhibitdrlerin bulunmayist ve integronlarin
izerinde taginarak bakteriler arasinda hizla yayilabilmeleri nedeniyle giderek dnemli
bir hale gelmistir. Ayrica MBL genlerini tasiyan integronlar aminoglikozidler,
kloramfenikol gibi farkli antibiyotik siniflari, dezenfektanlar veya diger beta-
laktamaz genlerinin diren¢ faktorlerini tasiyan ek gen kasetlerini de
barindirabilmektedir. Bu nedenle MBL iireten bakteriler, odak etken olduklari
diistiniilmese bile dikkate alinmalidirlar. Ciinkii ayn1 hastanin diger viicut bolgelerine

veya yakinindaki diger hastalara bulagsma riski tagirlar (Cornaglia, 2007).
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Dolayisiyla MBL iireten suslarin  erken tanimlanmasi uygun tedavi
protokollerini belirlemek ve ¢oklu direncin yayilmasini 6nlemek igin gereklidir.
Gram negatif bakterilerde MBL varligini arastiran ¢alismalarda izolatlarin se¢imiyle
ilgili farkli kriterler goz oniinde bulundurulmustur. Baz1 arastirmacilar seftazidime
(Arakawa, 2000), bazilar seftazidim ve/veya imipeneme (Picao, 2008), bazilar1 da
(Aktas, 2008; Al, 2011; Qu, 2009) bizim gibi karbapenemlere direngli

mikroorganizmalar1 caligma kapsamina almislardir.

Cornaglia ve ark. (Cornaglia, 2000) imipenem direncinin kriter olarak alindig
calismalarda MBL firettigi halde karbapenemlere diisiikk diizeyde direng gosteren
suslarin gozden kagabilecegini belirtmislerdir. Bu nedenle sus sec¢iminin 1iyi

planlanmasi gerekmektedir.

Suslarin belirlenmesini takiben MBL arastirilmasinda kullanilacak yontem
secimi giindeme gelmektedir. Biitin MBL'lar aktif bolgelerindeki ¢inkonun
uzaklagtirllmasindan etkilendikleri i¢in c¢alismalar bu o6zellik gbéz Oniinde
bulundurularak yapilmistir. Bununla birlikte MBL’lar arasindaki fark aktif
bolgelerindeki kiigiik varyasyonlardan kaynaklanmakta bu nedenle tek bir inhibitor
ajan tiim enzimlere etkin olamamaktadir. Dolayisiyla fenotipik testlerin sonuglari
kullanilan yonteme, bakterinin cinsine, beta-laktam substrata ve MBL inhibitoriine
bagli olarak uyumsuzluk gosterebilmektedir (Walsh, 2005). MBL tespitinde
giinlimiizde standardize edilmis herhangi bir fenotipik yontem yoktur. Dolayisiyla

caligmalar duyarlilig1 ve 6zgiilliigii en yiiksek testin belirlenmesine odaklanmaistir.

Klinik mikrobiyoloji  laboratuvarlarinda, ~Metallo-beta-laktamaz iireten
bakterilerin erken tanis1 hem direncli izolatlarin yayilmasini 6nlemek agisindan, hem
de klinisyenleri tedavi konusunda erken bilgilendirmek agisindan ¢ok Onemlidir.
Direngli suglarin oranlarinin zamanla artis gdstermesi laboratuvarlarda rutinde kolay
uygulanabilen ve oOzgilligi yiiksek, duyarli yontemlerin bulunmasini zorunlu
kilmistir. Gelistirilen fenotipik yontemlerden MBL E test, ¢ift disk sinerji testi,

kombine disk testi ve modifiye Hodge testinin duyarliligi ve ozgilligi ile ilgili
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caligmalarin yapilmasina glinlimiizde devam edilmektedir. Giliniimiizde halen
duyarliligr ve 6zgilligi yiiksek bir test yonteminin olmamasi aragtirmacilari daha
fazla ¢alisma yapmaya yoneltmistir. Calismalarin ¢ogunda bir veya iki fenotipik
yontem uygulanmis, PCR analizi ile sonuglar dogrulanmistir (Bahar, 2004; Urban,
2003). Bizim ¢aligmamizda ise iki farkli fenotipik yontemle MBL enzimi varligi
saptanmaya c¢alisilmigtir. Bu yontemler kombine disk testi ve modifiye Hodge

testidir.

Yan ve ark. (Yan, 2004)’nin 2004 yilinda yayinladiklar1 ¢alismada KDDT
testinin P. aeruginosa izolatlarinda metallo-beta-laktamazin fenotipik tanisindaki
duyarliliginin % 87, 6zgilliiginin ise % 96.7 oldugu tespit etmislerdir. Lee ve ark.
(Oh, 2003) disk difiizyon yontemiyle imipenem direngli P. aeruginosa ve
A.baumannii izolatlarina KDDT testi uygulamis ve sonuglar1 PCR analizi ile
dogrulamiglardir. Calisma sonunda KDDT testinin bazi metallo-beta-laktamazlari
yilksek duyarlilikta saptarken bazi tiirleri saptamada basarisiz  oldugunu

bildirmislerdir.

Erdil ve ark. (Erdil, 2014) yaptiklar1 calismada A.baumannii izolatlarinda MBL
pozitifligi en ¢ok %98,9 orami ile kombine disk testi ve cift disk sinerji testi ile
saptarken, modifiye hodge testinde %95,7 pozitiflik saptanmistir. Ulusoy AL ve ark.
(Ulusoy, 2011) MBL’in fenotipik tespiti amaciyla 79 Acinetobacter baumannii
izolatinin KDDT ile 46’sinda (%58,2) MBL firetildigi, ¢ift disk sinerji testi ile
44°tinde (%55,7), MHT ile 55’inde (%69,6) MBL pozitifligi saptandig: belirtilmigtir.

Sesli-Cetin ve ark’nin (Sesli-Cetin, 2009) 2009 yilinda yaptigi ¢alismada MBL
tiretimi imipenem direngli A.baumannii ¢ift disk sinerji testi ile %84, KDDT ile %75,

MHT ile %74 oraninda bulunmustur.

Bu galismaya 54 tane A.baumannii ve 40 tane P. aeruginosa izolati dahil
edilmistir. Bu izolatlar aym1 zamanda karbapenem grubunda yer alan

antibiyotiklerden (meropenem, imipenem) en az bir tanesine direncli bulunmustur.
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MBL enzim saptanmasinda kullanilan testlerin temelinde enzimin metal selator
tarafindan inhibisyonu mantig1 yatmaktadir. Bizim ¢alismamizda yer alan Kombine

disk yontemi de bu prensibe dayanan testlerden bir tanesidir.

Metallo-beta-laktamaz enzimlerinin arastirilmasinda kullanilan ¢ift disk sinerji
testine(CDST) gore daha objektif olan KDDT, siklikla kullanilan fenotipik bir
yontemdir. CDST’nde gercek sinerjizmin tespit edilmesinde yorumlayan kisinin
deneyimi ¢ok Onemlidir. KDDT ile yapilan ¢alismalarda da kullanilan c¢esitli
inhibitorlerin, esik deger olarak kabul edilen zon c¢api1 farklarimin sonuglari etkiledigi

cesitli caligmalarda ortaya konulmustur.

Qu ve ark.‘nin 2009 yilinda yaptiklar1 ¢alismada (Qu, 2009) CDST, KDDT, E-
test ve PCR ile P. aeruginosa izolatlarinda Metallo-beta-laktamaz varligini
arastirmislar; en iyi sonucglar1 IMP-EDTA (750 pug)’nin kullanildigi ve 6 mm’lik zon
capt farkinin esik deger kabul edildigi KDDT ile elde etmislerdir. Testin
duyarliligimi, 6zgilligiini, pozitif ve negatif prediktif degerlerini %100 olarak tespit
etmislerdir. Sadece P. aeruginosa izolatlarinda yapilmis olmakla birlikte KDDT nin
CDST ve hatta E-testten daha {istlin oldugunu belirtmislerdir.

Picao ve ark.’nin 2008 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada (Picao, 2008) farkli MBL
genlerine sahip izolatlarda 8 mm’lik zon ¢ap1 farkini esik deger kabul ettikleri ve
inhibitor bilesik olarak CAZ-EDTA / CAZ-MPA kullandiklar1 KDDT ile
Pseudomonas tiirleri i¢in testin duyarliligini %96, 6zgiilligini %100 bulmuslar;

Acinetobacter tiirleri i¢in testin performansinin basarili olmadigini belirtmislerdir.

Yong ve ark. (Yong, 2002), 750 ve 1000 mg EDTA igeren farkli iki kombine
disk hazirlayarak ¢ogunlugu VIM-2 iireten MBL pozitif = Pseudomonas ve
Acinetobacter izolatlarinda imipenem-EDTA disk metodunu test etmislerdir. 750 mg
EDTA igeren diskin kullanildigi yontem tiim MBL iireten Pseudomonas’lar1 ayirt
edebilmis ve Acinetobacter spp. i¢in duyarlilig1 ve 6zgiilliigi, sirasiyla % 95.7 ve %

91 olarak tespit etmislerdir. Pseudomonas aeruginosa’da tim MBL pozitif izolatlar,
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EDTA cklendiginde >7 mm inhibisyon zonunda artig gostererek MBL negatif
izolatlardan etkili bir sekilde ayrilmistir. Tek basina kombine diskin inhibisyon
zonlarinin blylikligliniin de yararli oldugu gosterilmis, MBL pozitif izolatlarda
imipenem-EDTA disklerinin inhibisyon zonlar1 >17 mm iken MBL negatif
izolatlarda <14 mm olarak gosterilmistir. Yong ve ark.’larmin yaptig1 bu calismada
imipenem-EDTA disk metodunun basit ve olduk¢a duyarli oldugu, 6zgiilliigiiniin

Pseudomonas spp. i¢in mitkemmel, Acinetobacter spp. i¢in iyi oldugu gériilmektedir.

Pitout ve ark. (Pitout, 2005), MBL iireten P. aeruginosa izolatlarini tespit
etmek igin bir EDTA disk tarama testi gelistirmislerdir. Imipenem ve meropenem
disklerinin tek basia ve 930 pg EDTA ile kombinasyonunda, inhibisyon zon ¢aplari
belirlenmis ve bu testin MBL E-test ile kiyaslanabilir oldugu gortilmiistiir. PCR ile
blaVIM ve blalMP genlerine sahip izolatlarda meropenem-EDTA disk tarama testi
% 100 duyarhilik, % 97 oOzgillik gosterirken imipenem-EDTA disk testi % 96
duyarlilik, % 91 6zgiilliik gostermistir. 930 ug EDTA varliginda >7 mm zon ¢apinda
artis MBL varligi1 i¢in pozitif test olarak kabul edilmistir.

Altoparlak ve ark. (Altoparlak, 2005) karbapenemlere direngli 40 tane P.
aeruginosa ve A.baumannii susunun imipenem-EDTA KDDT ile 22 (% 55)’ini

pozitif olarak bulmuslardir.

Ulkemizdeki calismalarda KDDT igin yalanci pozitiflik oranlarmin yiiksek
oldugu gozlenmektedir. Aktas ve ark. (Aktas, 2008) blaIMP ve blaVIM negatif P.
aeruginosa ve A.baumannii izolatlarinda IMP- EDTA (0.5 M 10 pL)’nin kullanildigi
KDDT ile yalanci pozitifligi %100 bulmuslar, IMP- EDTA(0.1 M 10 pL) ile yalanci

pozitiflik oraninin %0-%11 oraninda azaldigini tespit etmislerdir.

Dag1 ve ark. (Dag1, 2012) IMP- EDTA(0.5 M 10 pL)’nin kullanildigt KDDT
ile karbapenem direngli 202 A.baumannii susunun 139’unda (% 69) MBL pozitifligi
bulmuglar ancak izolatlarin higbirinde PCR ile blaIMP ve blaVIM genlerini

gosterememiglerdir.  Yalanci pozitifligin  EDTA’nin  bakterisidal etkisinden
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kaynaklanabilecegini veya karbapenem direncinden IMP ve VIM dis1 enzimlerin

sorumlu olabilecegini agiklamiglardir.

Al M. ve ark. (Al, 2011) PCR ile sadece blaIMP-1 geninin arastirildigi bir
calismada da IMP- EDTA(0.5 M 10 puL)’ nin kullanildigi KDDT ile 79 Acinetobacter
izolatinin % 58,2’sinde MBL varlig1 tespit edilmis ancak izolatlarin hi¢birinde PCR

pozitifligi bulamamaiglardir.

EDTA’nin bakteri hiicre duvar1 gecirgenligini arttirarak bakterisidal 6zellik
kazanmasi, EDTA ile selasyon olusturan ¢inkonun imipenemin etkinligini ve P.
aeruginosa’nin OprD ekspresyonunu azaltmasi yalanci pozitifligin nedeni olarak

gosterilmektedir (Conejo, 2003).

Bu ¢alismada bir yillik siire igerisinde toplanan P. aeruginosa ve A.baumannii
suslar1 dahil edilmistir. Imipenem ve meropenem diskleri zon caplari, EDTA’l1
disklerin zon caplarindan 7 mm’den daha az ise sonug pozitif olarak kabul edildi.
Calismamizda 40 P.aeruginosa susunun 21 (%52.5)’1 imipenem-EDTA disk testi ile
23 (% 57.5)’i meropenem-EDTA disk testi ile pozitif olarak tespit edilmistir. 54
A.baumannii susunun ise 35 (% 68.6)’i imipenem-EDTA disk testi ile 46 (% 90.2)’s1
meropenem-EDTA disk testi ile pozitif olarak bulunmustur. Fenotipik testler i¢inde
en yiiksek pozitiflik oran1 4.baumannii’de imipenem-EDTA disk testi (% 90.2) ve
P.aeruginosa’da meropenem-EDTA disk testi 23 (% 57.5) yonteminde goriilmiistiir.
En az pozitiflik oran1 A.baumannii i¢in imipenem-EDTA disk testi (% 68.6) iken
P.aeruginosa i¢in MHT (%12.5) olmustur. Testlerin pozitiflik oranlari tablo 4.7°de

gosterilmistir.

MHT ise MBL tespitinde diger fenotipik yontemlerden farkli olarak enzim
inhibisyonu temeline dayanmamaktadir. MBL enzimi {reten bakteri varliginda
aslinda imipeneme duyarli olan bir bakteriye imipenemin etkisiz hale gelmesi sonucu
diskin etrafinda tiremenin goriilmesi ile test pozitif olarak kabul edilir. OXA ve MBL

gibi enzimlerin varli@ini birlikte tespit edebilmesi ve uygulamasi kolay bir test
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olmast nedeniyle kullanighh bir yontemdir. Bu enzimlerin ayirimini ortaya
koyamamasi nedeniyle epidemiyolojik olarak kullanigh bir test olarak goériillmemekle
birlikte AmpC iireten suslarla azalmis ya da kaybolmus porin salinimi yalanci pozitif
sonuglara neden olabilmektedir (Patel, 2009; Cohen Stuart, 2010). Bizim
calismamizda modifiye Hodge testi A.baumannii suslarinda diger testlerle benzerlik
gosterirken, P. aeruginosa suslarinda pozitiflik oraninin diisiik olmasi yorum farki

kaynaklanmaktadir.

MHT MBL tespitinde CDST, KDDT gibi EDTA ile inhibisyon temeline
dayanmamaktadir. Oh ve ark.(Oh, 2003) yaptiklar1 ¢alismada MHT nin MBL iireten
izolatlarin hepsini tanimlayamadigini, yanlis negatif sonuglar alinabildigini

belirtmektedir.

Lee ve ark.(Lee, 2010) imipeneme direngli P. aeruginosa ve Acinetobacter
izolatlarinda modifiye Hodge testinin duyarliligini %100, 6zgiilliigiinii ise %88
olarak saptamislardir. MHT nin MBL iireten izolatlarin hepsini tanimlayamadigini,

yanlis negatif sonuglar alinabildigini belirtmislerdir.

Amudhan ve ark. (Amudhan, 2012) 2012’de yaptiklar1 ¢alismada MBL
pozitifligini fenotipik testlerden MHT ile %94,4, KDDT ile %80,4 olarak bulduklari
Pseudomonas ve Acinetobacter kokenlerinde genotipik yontemle %51,4 oraninda

VIM ve IMP genlerini pozitif olarak bulmuslardir.

Ulusoy ve ark. (Ulusoy, 2011) yaptig1 bir ¢alismada ise ¢aligmaya alinan 79
Acinetobacter izolatinin MHT ile 55’1 (%69.6) MBL pozitif, 24’ii (%30.4) ise negatif

olarak tespit edilmistir.

Noyal ve ark. (Noyal, 2009) 2009 yilinda yaptig1 bir ¢alismada meropeneme
direngli 32 P. aeruginosa izolatinin 9 (% 28.1)’unda MHT ile MBL iiretimi tesbit
edilirken 46 A.baumannii izolatinin sadece 2 (% 2.2)’sinde MBL iiretimi tesbit

edilmistir.
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Ulkemizde yapilan bir baska calismada yaptign caliymada modifiye Hodge
testi ile meropeneme direngli 40 Acinetobacter baumannii izolatinin 29 (%
72.5)’unda, 10 P. aeruginosa izolatinin 6 (%60)’sinda MBL pozitifligi saptanmistir
(Caglar, 2012).

Bu c¢aligmada 40 P.aeruginosa susunun 5 (%12.5)’t MHT ile pozitif olarak
tespit edilmistir. 54 A.baumannii susunun 43 (% 84.3)’ii MHT ile pozitiflik olarak
tespit edilmistir. Calismamizda A.baumanni’ye oranla P.aeruginosada MHT
pozitifligi diisiik bulunmustur, ancak KDDT ve MHT ile elde edilen MBL oranlari

tilkemizde ve yurt disinda yapilan ¢alismalar ile uyumlu bulunmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Calismaya 2017 ile 2018 tarihleri arasinda Afyonkarahisar Saglik Bilimleri
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina génderilen gesitli
klinik orneklerden izole edilen tekrari olmayan A.baumannii ve P.aeruginosa

izolatlar1 dahil edilmistir.

2. Calismada Acinetobacter baumannii izolatlar1 en ¢ok yogun bakim iinitelerinden
(%53,7) izole edilmistir. YBU’sini gdgiis hastaliklar1 (%14,8) ve ortopedi ve
travmatoloji (%9,1) servisi takip etmistir. P.aeruginosa ise en sik yugun bakim
{initelerinden (%35) izole edilmistir. YBU’sini ortopedi ve travmatoloji (%17,5) ve

g0giis hastaliklari (%12,5) servisi takip etmistir.

3. A.baumannii etkeni en sik kan (%22,3), balgam (%18,5), doku (%14,8) ve idrar
(%11,2) 6rneklerinden izole edilmistir. Bu ¢alismaya dahil edilen 40 P.aeruginosa
susunun %27,5’1 trakeal aspirat, %25°1 balgam, %17,5’1 idrar, %15’1 yara Ornegi,

%10’u kan kiiltiirii, %5°1 kateter 6rneklerinden izole edilmistir.

4. A.baumannii izolatlarinda imipenem direnci %81,5, meropenem direnci ise %77,7
olarak tespit edilmistir. A.baumannii izolatlarinin hepsi kolistine duyarlidir.
Calismamizda, ¢esitli klinik orneklerden izole edilen. P.aeruginosa izolatlarinin

imipenem direnci % 60, meropenem direnci ise %57,5 olarak tespit edilmistir.

5. Hastanemizde A.baumannii ve P. aeruginosa suslarinda yiiksek oranda
karbapenem direnci ve MBL iiretimi saptanmistir. Bu suslarin tamaminda etkili olan

tek antimikrobiyal ajanin kolistin oldugu tespit edilmistir.
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6. MBL tayini i¢in yapilan tiim calismalar degerlendirildiginde fenotipik testlerin
uygulanmasi sirasinda diskler arast mesafenin dogru ayarlanmasi, test sonucunun

yorumlanmasi gibi kii¢iik detaylarin sonuglari etkiledigi goriilmektedir.

7. Bir yillik siire igerisinde toplanan ve belirtilen kosullara uygun olan 40 P.
aeruginosa ve 54 A.baumannii susu dahil edilmistir. Calismamizda 40 P.aeruginosa
susunun 5 (%12.5)’i MHT ile, 21 (%52.5)’i imipenem-EDTA disk testi ile 23 (%
57.5)’t meropenem-EDTA disk testi ile pozitif olarak tespit edilmistir. 54
A.baumannii susunun 43 (% 84.3)’ti MHT ile, 35 (% 68.6)’1 imipenem-EDTA disk
testi ile 46 (% 90.2)’s1 meropenem-EDTA disk testi ile pozitif olarak bulunmustur.
Fenotipik testler icinde en yiiksek pozitiflik orant A.baumannii’de imipenem-EDTA
disk testi (% 90.2) ve P.aeruginosa’da meropenem-EDTA disk testi 23 (% 57.5)
yonteminde goriilmiistiir. En az pozitiflik orant A.baumannii i¢in imipenem-EDTA

disk testi (% 68.6) iken P.aeruginosa i¢in MHT (%12.5) olmustur.
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OZET

P.aeruginosa ve A.baumannii izolatlarinda Imipenem-EDTA/Meropenem-
EDTA Disk Yontemi ve Motifiye Hodge Testi ile Metallo-Beta-Laktamaz

Varhginin Arastirilmasi

Metallo beta-laktamaz (MBL)’lar aztreonam disinda karbapenemler de dahil olmak
lizere tim betalaktam grubu antibiyotikleri hidrolize ederler. Antibiyotiklerdeki
direncin yayilmasini sinirlamak ve tedaviye yon vermek amaciyla karbapenem direng
tiplerinin tespit edilmesi gerekmektedir. Bu c¢alismanin amaci, giderek artan
imipenem ve meropenem direngli Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter
baumannii klinik izolatlarinda MBL {iretimini iki farkli fenotipik yontem kullanarak
incelenmesidir. Karbapenem direngli 54 A.baumannii ve 40 P.aeruginosa Klinik
suslarina MBL tespiti i¢in Kombine disk difiizyon testi(KDDT) ve Modifiye Hodge
testiMHT) uygulanmigtir. KDDT: 0.5 McFarland bakteri siispansiyonu miiller
hinton agara ekildi. Iki imipenem diski (10pg) aralarinda en az 22 mm olacak sekilde
besiyeri ylizeyine yerlestirildi, imipenem disklerinden bir tanesinin iizerine 10 pl
EDTA eklendi. Aynm1 ydéntem meropenem/EDTA i¢in de uygulandi. Imipenem ve
meropenem diskleri zon ¢aplari, EDTA’1 disklerin zon ¢aplarindan 7 mm’den daha
az ise pozitif kabul edildi. MHT: Miiller Hinton Agar besiyerine E.coli ATCC 25922
standart susu yayildi, meropenem 10 pg diski plagin ortasina yerlestirildi. Izolatlar
imipenem diskinden perifere dogru ekildi. Duyarlilik zon capinin yonca yapragi
seklinde bozulmasi durumunda test pozitif kabul edildi. Bu c¢alismada, 40
P.aeruginosa susunun 5 (%12.5)’i MHT ile, 21 (%52.5)’1i imipenem/EDTA disk testi
ile 23 (% 57.5)’@ meropenem/EDTA disk testi ile pozitiflik verdi. 54 A.baumannii
susunun 43 (% 84.3)’ti MHT ile, 35 (% 68.6)’1 imipenem/EDTA disk testi ile 46 (%
90.2)’st  meropenem/EDTA disk testi 1ile pozitiflik olarak tespit edildi.
Calismamizdaki KDDT ve MHT ile elde edilen MBL oranlan iilkemizde ve yurt
disinda yapilan g¢alismalar ile uyumlu bulunmustur. Sonug olarak, antibiyotiklere
karsi hizla gelisen direng probleminin Oniine gegebilmek icin yoresel olarak
antibiyotik duyarlilik profilleri belirlenmeli ve diren¢ yayilimini 6nlemek i¢in MBL

varlhigi birden farkli yontemle taranmalidir. A.baumannii ve P.aeruginosa’nin etken
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oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde antibiyotik duyarlilik test sonuglarmma gore

antibiyotik regete edilmelidir.

Anahtar Kelimeler: Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Metallo
beta-laktamaz
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SUMMARY

Investigation of Metallo-Beta-Lactamase Producing P.aeruginosa and
A.baumannii Isolates by Imipenem-EDTA/Meropenem-EDTA Disk Method and
Modified Hodge Test

Metallo-beta-lactamase (MBL) hydrolyzes all betalactam group antibiotics, including
carbapenems, except for aztreonam. In order to prevent the spread of antibiotic
resistance and to guide the treatment, carbapenem resistance types should be
determined. The aim of this study is to investigate MBL production by using two
different phenotypic methods in increasing imipenem and meropenem resistant
Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter baumannii clinical isolates. Combined
disk diffusion (CDT) test and Modified Hodge test (MHT) were performed to detect
MBL of 51 A.baumannii and 40 P.aeruginosa clinical strains with resistant to
carbapenem.The CDT:0.5 McFarland bacteria suspension was plated into the Muller
Hinton Agar.The two imipenem disks (10ug) were placed on the medium surface
with a minimum of 22 mm between them, 10 ul of EDTA was added onto one of the
imipenem disks. The same method was applied for meropenem/EDTA.The results
were considered to be positive if zone diameters of imipenem and meropenem disks
were less than 7 mm from the zone diameters of EDTA disks.MHT: E.coli ATCC
25922 standard strain was spread on Miiller Hinton Agar medium,10 pg of
meropenem was placed in the center of the plate.lsolates were plated from the
imipenem disk to the periphery. The deterioration of sensitivity zone clover leaf
accepted as positive. In this study, 5 (12.5%) of 40 strains of P.aeruginosa were
positive by MHT ,and 21 (52.5%) were positive by imipenem/EDTA disk test and 23
(57.5%) by meropenem/EDTA disk test.43(84.3%) of 54 A.baumannii strains were
detected by MHT, 35 (68.6%) were by imipenem/EDTA disk test and 46 (90.2%)
were positive by meropenem/EDTA disk test. In our study,we found that MBL rates
obtained with CDT and MHT were consistent with the studies performed in our
country and abroad. In conclusion,antibiotic susceptibility profiles should be
determined in order to prevent the rapidly growing resistance problem against
antibiotics and MBL should be screened by different methods to prevent resistance
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spread. Antibiotics should be prescribed in according to antibiotic susceptibility test

results for the treatment of A.baumannii and P.aeruginosa infections.

Key Words: Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Metallo beta-
lactamase
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