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VII. OZET

Klinik 6rneklerden izole edilen Pseudomonas aeruginosa kokenlerinde
genislemis spektrumlu, metallo ve AmpC tipi beta laktamaz varhgimin
arastirillmasi, AmpC tipi beta laktamaz iiretiminin genotipik olarak saptanmasi

Giris ve Amac: Antimikrobiyal ilaclara karsi zamanla gelisen direng
infeksiyon hastaliklarinin tedavisini gii¢lestirmekte ve ©onemli bir sorun olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu ¢alismada klinik 6rneklerden izole edilen Pseudomonas
aeruginosa kokenlerinde GSBL, MBL ve AmpC tipi beta laktamaz varliginin
arastirilmasi, AmpC geninin PZR yontemiyle saptanmasi amaglandi.

Materyal ve Yontem: Calismaya 100 P.aeruginosa kokeni dahil edildi. Tim
kokenlerin antimikrobiyal duyarliliklar1 Vitek 2 otomatize sistemi ile belirlendi.
P.aeruginosa kokenlerinde GSBL varligi kombine disk dogrulama testi ile MBL
varhigl E-test yontemi ile AmpC tipi beta laktamaz varligi disk indiiksiyon testi ile
arastirildi. AmpC tipi beta laktamaz iiretiminin genotipik olarak saptanmasi i¢in PZR
yontemi kullanildi.

Bulgular: En c¢ok 6rnegin geldigi klinik %30 ile Yogun Bakim Uniteleri
olarak tespit edildi. Calisilan kokenlerin en duyarli oldugu antibiyotiklerin imipenem
amikasin, meropenem oldugu saptandi. Piperasilin/tazobaktam, sefepim,
levofloksasin, seftazidim ise en direngli olduklar1 antibiyotiklerdi. Kokenlerin sadece
birinde (%]1)’inde MBL pozitif olarak bulundu. Kokenlerin %4’i GSBL pozitif
olarak belirlendi. Disk indiiksiyon testi ile orneklerin %73’tinde AmpC tipi beta
laktamaz pozitif olarak bulundu. Bunlarin %8’ konstitiitif (indiiklenemeyen-stabil
dereprese mutant) AmpC tipi beta laktamaz pozitif 6rneklerdi. Caligilan 6rneklerin
%96’sinda PZR yontemiyle AmpC geni tespit edildi.

Sonu¢: Bu calismada bulunan GSBL ve MBL oranlar1 yapilan diger
calismalara gore daha diisiik bulunurken AmpC beta laktamaz orani yiiksek
bulunmustur. Bazi kokenlerde (%23) AmpC geni saptanmasina ragmen disk
indiiksiyon testi ile AmpC beta laktamaz iiretmedigi saptanmaistir.

Beta laktamazlarin ve bu beta laktamazlari kodlayan genleri tasiyan
kokenlerin  saptanmasi  infeksiyon hastaliklariin  tedavisinde  kullanilacak
antibiyotiklerin  se¢iminde, tedavinin takibinde, infeksiyon hastaliklarinin
onlenmesinde ve infeksiyon kontrol programlarmin gelistirilmesinde yol gdsterici
olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Pseudomonas aeruginosa, direng, genislemis spektrumlu
beta laktamaz, metallo beta laktamaz, AmpC beta laktamaz, AmpC geni.



VIIl. ABSTRACT

Determination of the presence of extended spectrum, metallo, AmpC beta
lactamase enzymes and genotypic detection of AmpC type beta lactamase in
Pseudomonas aeruginosa strains isolated from clinical samples

Background and Aim: Antimicrobial resistance developed over time,
complicates the treatment of infectious diseases and this condition emerges as the
problem. In this study in Pseudomonas aeruginosa strains which were isolated from
clinical samples, the production of ESBL, MBL and AmpC beta lactamase enzymes
were aimed to be investigated. And also AmpC gene was aimed to be detected by
PCR method.

Methods: A hundred P.aeruginosa strains were included in the study.
Antimicrobial susceptibilities of all the strains were determined by Vitek 2
automated system. The presence of ESBL was investigated by combined disk
confirmation test, the presence of MBL was investigated by E-test method and the
presence of AmpC beta lactamase was investigated by disk induction test. In order to
detect the production of AmpC type beta lactamase genotypically, the PCR method
was used.

Results: The clinic from which the most frequently samples (30%) were sent
was determined as intensive care units. The strains were mostly susceptible to
amikacin, meropenem. The highest resistance rates were found against to
piperacillin/tazobactam, cefepime, levofloxacin, ceftazidime. Only one strain was
found to be MBL positive. 4% of strains were found to be ESBL positive. AmpC
type beta lactamase production was positive in 73% of the strains via disk induction
test. Eight percent of them were constitutive (uninductible-stable dereprese mutant)
AmpC type beta lactamase positive. AmpC gene was detected in 96% of the studied
strains by PCR method.

Conclusion: While ESBL and MBL rates in this study were significantly
lower than the rates found in other studies, the rate of AmpC beta lactamase was
higher. Although AmpC gene was detected in some strains (23%), they were found
not to produce AmpC beta lactamase by disk induction test.

Detection of beta lactamases and the strains carrying beta lactamases
encoding genes will be guide for selection of antibiotics used in the treatment of
infectious diseases, following the treatment of infectious diseases and the
development of prevention and infection control programs.

Key words: Pseudomonas aeruginosa, resistance, extended spectrum beta
lactamase, metallo beta lactamase, AmpC beta lactamase, AmpC gene.
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1. GIRIS VE AMAC

Penisilinin kesfinden giiniimiize kadar ¢ok sayida yeni antimikrobiyal ilaclar
gelistirilmis ve infeksiyon hastaliklarina kars1 tedavide kullanilmistir. Antimikrobiyal
ilaglara karst1 zamanla gelisen diren¢ infeksiyon hastaliklarinin tedavisini
gliclestirmekte ve 6nemli bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Antibiyotiklere
kars1 giderek artan direng sorunu son yillarda tim diinyayr tehdit etmeye

baslamistir (1).

Pseudomonas aeruginosa kokenleri ciddi infeksiyonlara ve hastane
infeksiyonlarina yol agmaktadir. P.aeruginosa bir¢ok antibiyotige dogal olarak
direnglidir. Ayrica mutasyonlar sonucunda ¢ok sayida antibiyotige direncli izolatlar
ortaya ¢ikmaktadir. Bu da P.aeruginosa kokenlerinin hastane infeksiyonlarinda en
onemli bakterilerden biri olmasina yol a¢mistir. Seftazidim, siprofloksasin,
gentamisin ve imipenemden en az {igline direngli P.aeruginosa kokenleri ¢ogul ilaca
direngli (multi drug resistant-MDR) P.aeruginosa’lardir. Coklu ilag direnci 6zellikle

hastane infeksiyonlarinda sorun olusturmaktadir (2).

Beta laktamaz iiretimi bir¢ok bakteri tiiriiniin en Onemli direng
mekanizmalarindan birisidir. Beta laktamazlar, beta laktam antibiyotikleri hidrolize
ederek inaktif hale getirirler. Glinlimiize kadar tanimlanan 340 farkli beta laktamaz
enziminin yaklasik 150 tanesi genislemis spektrumlu beta laktamaz (GSBL)’lardir
(3,4). GSBL’ler penisilinler, 1., 2. ve 3. kusak sefalasporinleri hidrolize ederler.
Ancak karbapenemler, sefamisinler ve beta laktamaz inhibitérleri GSBL’lerin
hidroliz etkisine dayaniklidir (5,6). GSBL iireten kokenlerle infeksiyon riski bazi
faktorlerle artmaktadir. Bunlar uzun siire hastanede yatig, yogun bakim iinitesinde

bulunma, idrar, vendz kateter uygulamalar gibi ¢esitli girisimler ve genis spektrumlu



beta laktam antibiyotik kullanimidir (7). GSBL iireten kokenlerin hastane
infeksiyonu etkeni olarak sikliklari artmaktadir ve bunlar genellikle g¢oklu ilag
direncine sahip olduklarindan bunlarla olusan infeksiyonlarin tedavisinde giicliiklerle
karsilasilmaktadir (8,9). Bu enzimleri sentezleyen genlerin plazmidler tizerinde

bulunmasi direncin hizla yayilimina neden olmaktadir (10).

Metallo beta laktamazlar (MBL) bircok beta laktam antibiyotigi hidrolize
eder ve beta laktamaz inhibitorlerine duyarli degildir. Bu yiizden kazanilmig MBL
genleri tasiyan bakteriyel patojenler beta laktamlara karsi genis spektrumlu direng
gosterir. Bu enzimlerin etkili karbepenemaz aktiviteleri dolayisiyla MBL iireten
bakterilerin direng profili en genis spektrumlu ve Gram negatif hastane
infeksiyonlarinin tedavisinde son ¢are ilaglar olan karbapenemleri de igerir. Ayrica
MBL genleri ¢ogul direng integronlarindaki diger ilag direng genleri ile birlikte
bulunabildikleri igin MBL {ireten bakteriler ek olarak bazi ilaglara da direng fenotipi
sergilerler (3,11,12).

P.aeruginosa, birka¢g Enterobacteriaceae iiyesinde bulunan kromozomal
olarak kodlanmig AmpC beta laktamaz benzeri indiiklenebilir AmpC sefalosporinaz
tasir. P.aeruginosa suslar1 genellikle diisiik diizeyde AmpC beta laktamaz iiretirler ve
antipsédomonal penisilinlere, penisilin-inhibitér kombinasyonlarina, sefalosporinlere
ve karbapenemlere duyarlidirlar. Bununla birlikte P.aeruginosa’da AmpC beta
laktamaz iiretimi onemli Olglide arttigi zaman karbapenem disindaki tiim beta
laktamlara karsi direng gelisir. Hastalarda tedavi Sirasinda ortaya ¢ikan P.aeruginosa
direnci daha biiyiik bir tehlike olusturmaktadir. Ilk antibiyotik duyarlilik verilerine
dayanarak uygun bir beta laktam ile baslanan tedavi AmpC aracili direng ortaya
¢ikmast nedeniyle basarisizlikla sonuglanabilmektedir (13). Bundan dolayi
P.aeruginosa’nin yol agtig1 hem toplum kokenli hem de hastane infeksiyonlarinin
tedavisinde ciddi zorluklarla karsilagilabilir. P.aeruginosa infeksiyonlarinda beta
laktamazlarin saptanmasi ve antibiyotik duyarliliklariin takibi, ampirik tedavide
uygun antibiyotik secimine ve etkin tedavi yaklasimlarina katki saglanmasi agisindan

son derece onemlidir.



Bu ¢aligmada Mustafa Kemal Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na Haziran 2011 - Eylal 2012 tarihleri
arasinda ¢esitli kliniklerden gonderilen orneklerden (idrar, yara, bronkoalveolar
lavaj, balgam, trakeal aspirat, plevral sivi, kan) izole edilen P.aeruginosa
kokenlerinde GSBL, MBL ve AmpC tipi beta laktamaz arastirilmasi, AmpC geninin

saptanmasi amaglanmaistir.



2. GENEL BILGILER

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas cinsi, Pseudomonadaceae familyasi igerisinde yer alan klinik
ve gevresel agidan dikkate alinmasi gereken genis bir cinstir (14). Pseudomonas
tirleri Gram negatif, nonfermentatif, sporsuz, aerop, diiz veya hafif kivrimli, tek
veya coklu flajellalar1 ile genellikle hareketli ve dogada c¢ok yaygin bulunan
basillerdir. Bu bakteriler toprakta ve suda yasarlar. Cogu tiirler bitki ve hayvanlar
icin patojen olmalarina ragmen insanlar icin genellikle firsat¢i patojendir. Nemli
ortamlar basta olmak iizere dogada yaygin olarak bulunurlar (14-16). P.luteola ve
P.oryzihabitans disindaki ¢ogu tiirii oksidaz pozitiftir. Is1 gereksinimleri 4-36 °C
olup c¢esitli besin kaynaklarim1 kullandiklarindan farkli c¢evresel yerlesim
gosterebilirler (14). Pseudomonas cinsinde en sik izole edilen insan patojeni
Pseudomonas aeruginosa’dir. Birgok hastanede ilk sirada olmasa da hastane
infeksiyonuna sik yol agan bir patojendir. Yiiksek ilag¢ direnci nedeniyle genellikle

agir ve tedavisi zor infeksiyonlara yol agarlar (15).
2.1. Tarihce

P.aeruginosa, kiiltiirii sirasinda olusturdugu mavi-yesil renge dayali olarak
tarin  boyunca ¢esitli adlar almistir. Sedillot 1850 yilinda cerrahi yara
pansumanlarinda mavi renk degisikligi yapan bir ajan oldugunu ilk gdzlemleyen
kisidir. Mavi renklenmeye neden olan pigment 1860 yilinda Fordos tarafindan
tanimlanmis ve 1862 yilinda Lucke bu pigmenti cubuk sekilli organizmalar ile

iligkilendirmistir (13). Carle Gessard’mn “iki hastanin mavi-yesil irinli cilt

yaralarindaki organizmalarin ¢ogalmas1” isimli yaymminda bildirilene kadar,



P.aeruginosa basariyla saf olarak izole edilememistir. Ancak bu organizma,
Gessard'm ¢aligmalar1 ile 1882'de saf kiiltiir halinde izole edilmistir (17).
P.aeruginosa 1889-1894 yillar1 arasinda mavi-yesil irin etkeni olarak tanimlanmigtir
(13). Akut ya da kronik bir infeksiyona yol a¢an P.aeruginosa’nin invazyon ve
yayillma yollar1 ile ilgili ayrintilar, Freeman tarafindan 1916 yilindaki bir

makalesinde yaymlanmigtir (18).

P.aeruginosa, tarih boyunca Bacterium aeruginosum, Bacterium aerugineum,
Micrococcus pyocianeus, Bacillus aeruginosus, Bacillus pyocianeus, Pseudomonas
pyocianea, Bacterium pyocianeum, Pseudomonas polycolor gibi isimlerle anilmigtir
(16).

2.2. Goriiniim ve Boyanma Ozellikleri

Sporsuz, diiz veya hafif kivrik, 0.5-0.8 um eninde, 1.5-3.0 um boyunda bazen
cift ¢ift ve bazen de kisa zincirler halinde goriilen kapsiilsiiz, kolay boyanan Gram
negatif basil ya da kokobasillerdir. P.aeruginosa’da ¢ogu Pseudomonas’lardan farkli
olarak bir ugta tek Kirpik bulunur ve hareketlidir (15,16).

2.3. Ureme ve Biyokimyasal Ozellikleri

Rutin besiyerlerinde kolayca iirerler ve izolasyonlar1 kolaydir. En iyi
37 °C’de irerler ve zorunlu aeroblardir. Kanli agarda beta hemolitiktir ve
MacConkey agarda piyosiyanin pigmentine bagli olarak tipik yesil-mavi koloniler
olusturur. Izolasyonlar1 i¢in inkiibasyon siiresi 24-48 saattir. Ayrica kirpik proteinleri
diigiik 1silarda daha iyi sentez edildiginden hareket besiyerleri oda isisinda inkiibe
edilmelidir. P.aeruginosa nonfermentatiftir. Maltoza etki etmezken, glikoz, ksiloz
gibi sekerlere oksidatif etki gosterir. L-lizin dekarboksilaz ve L-ornitin
dekarboksilaz1 negatif iken oksidaz, sitrat ve L-arginin dihidrolaz1 pozitiftir. Triple

sugar iron (TSI) agarda hidrojen siilfiir (H,S) yapmaz (15).

P.aeruginosa basilleri temelde iki gesit pigment yaparlar. Yesil-sar1 renkte
piyoverdin ve mavi renkte piyosiyanin adi verilen floresan pigmentler olustururlar.
Klinik izolatlarin ¢cogu piyosiyanin yapar. Bu pigmentten otiirii “aeruginosa” adi

verilmistir. Depolanan kiiltiirlerde bu &zelliklerini kaybedebilirler. Bu pigmentler



Wood lambasi ile floresan verirler. Piyosiyanin sadece P.aeruginosa tarafindan
meydana getirilirken fluorescein ise diger bir grup Pseudomonas tiirleri tarafindan da
olusturulur (15-16). Pyoverdin kloroformda erimez, sadece suda erir. Bu ozelligi ile
piyosiyaninden ayrilir (16). Piyosiyanin varligi P.aeruginosa i¢in 6zgiin, ayirici bir
ozelliktir. Kiiltiirdeki 2-aminoasetofenona ait tath liziim benzeri koku o&zelligi de
P.aeruginosa’yr tamimlamada ve dogrulamada ayni derecede o6zgilin bir 6zelliktir
(15). Baz1 suslar ayrica koyu kirmizi renkte piyorubin veya kahverengi siyah

piyomelanin pigmentleri yaparlar (15,16).
2.4. Virulans ve Patojenite Ozellikleri

P.aeruginosa firsat¢1 bir patojendir. Cesitli yapilar1 ve hiicre dis1 enzimleri
hastalik olusturmasinda yardimci olmaktadir. P.aeruginosa nin protein adezinleri,
piluslar ve tutunucu hiicre yiizeyi yapilar1 (nonpilus adezinler) olmak tizere iki
cesittir. Bu yapilar epitellere tutunmadan sorumludur. P.aeruginosa, piluslar ile
oncelikle sialik asitsiz gangliosid reseptorlere tutunur. P.aeruginosa suslari ayni
zamanda gangliosidlerdeki sialik asit kalintilarin1 kaldiran néraminidaz tretir ve
olusan bu néraminidaz ile piluslarin tutunmasi i¢in daha uygun bolgeler olusturulmus
olur. Piluslar epitel hiicrelere tutunmay: saglarken musine tutunmaz. Nonpilus
adezinlerin bir bolimii hem epitele hem de musine tutunmayi, geri kalan bolimii ise
yalnizca musine tutunmayi saglar. P.aeruginosa suslari, bazi kosullarda, polisakkarid
kapsiil yapar. Hiicre disinda bulunan bu yap1 slime tabakasi, glikokaliks veya mukoid
ekzopolisakkarid olarak tanimlanir. Bu yap1 bakterinin etrafinda bir matriks olarak
sekillenerek onu iyice tesbit eder ve onu mukosiliyer aktivite, fagositik hiicreler,
antikorlar ve kompleman gibi konak savunmasindan korur (15). P.aeruginosa nin
olusturdugu proteaz niteligindeki enzimleri; koagiile serumu, kazeini, fibrini, jelatini,
hemoglobini ve elastini eritir. Bu enzimler kollagenaz, elastaz, jelatinaz ve hemolitik
etki gosteren maddelerdir (16). Bunlar deride, akcigerde ve korneada nekrozlar

yaparak virulansla direkt iliski iginde olurlar.

Sitotoksin ¢ogu Okaryotik hiicreye toksik bir proteindir. Lokositlere de
sitopatik etki gosterdiginden l6kosidin olarak da adlandirilir. Hiicre membranlarina
etki eder, polimorfoniikleer 16kositlerin fonksiyonunu bozar ve akcigerlerde

damarlarin hasarina neden olur (15).



P. aeruginosa biri 1stya duyarli, fosfolipaz C olarak adlandirilan bir protein ve
digeri 1stya dayanikli bir glikolipid olmak iizere iki ¢esit hemolizin yapar. Bunlar
sinerjik etkiyle lipidleri ve lesitini hasara ugratir. Hemolizinlerde proteazlar gibi

nekroz yaparak, infeksiyon etkeninin doku invazyonuna yardim eder (15).

Lipit A Pseudomonas endotoksinidir ve diger bakteriyel lipopolisakkaritler
gibi organizmanin biyolojik etkisini diizenler. Ancak diger Gram negatif bakterilerin

lipopolisakkaritlerinden biyolojik olarak daha zayif gibi gériinmektedir (15).

Ekzotoksin A (ExoA) 613 aminoasitten olusan tek bir polipeptit zinciridir ve
P.aeruginosa suslarinin ¢ogu tarafindan yapilan, 1siya dayaniksiz, formalin ile
bekletildiginde toksoid haline doniisen, 6zgiil antitoksik serumu ile ndtralize olan
tipik bir ekzotoksindir (15-16). Bu toksin adenozin difosfatin transferini katalize
ederek elongasyon faktorii 2 (EF2)’yi inaktive eder ve dolayisiyla protein sentezini

inhibe eder. Ayrica lokal doku hasarinda ve bakteriyel invazyonda rolii vardir (15).

Ekzoenzim S (ExoS) de hiicre dist enzimdir. Ex0A gibi adenozin difosfat
ribozil transferazdir. Ancak hedef proteini henliz tanimlanmamistir. EX0S
salgilayamayan mutant suslar, deneysel yanik ve kronik akciger infeksiyonlarinda
daha az viriilandir (15). P.aeruginosa’nin virulans faktorleri, rolleri ve kontroli

Tablo 1°de gosterilmistir.



Tablo 1. P.aeruginosa’nin virulans faktorleri, rolleri ve kontrolii (15)

Virulans Faktorii

Rolii

Kontrolii

Piluslar ve

Nonpilus adezinler

Akcigerlere ve yara bolgesine

yerlesme

Nitrojen diizeyi

Piluslarla yapismay1

Noraminidaz Osmolarite
kolaylastirir.
Olasilikla konak hiicre G

Ekzoenzim S proteinlerini etkiler ve Is1, oksijen diizeyi

fagositozu engeller.

Difteri toksini gibi EF2’yi

Ekzotoksin A etkileyerek doku hasari yapar, | Demir
fagositozu engeller.
Damarlar ve akcigerleri
Elastaz hasarlandirir. Immun kompleks | Bakteri yogunlugu

depolanmasindan sorumludur.

Alginat sentezi

Tutunma ve fagositozun

engellenmesi,bazi

Osmolarite ve Nitrojen

(Slime tabakast) o _ diizeyi
antibiyotiklere direng
] ] ] Septik sok, bazi antibiyotiklere
Lipopolisakkarid ' Bilinmiyor
direng
Antibiyotik direnci | Tedavinin etkinligini bozar Bilinmiyor




2.5. Direnclilik

Pseudomonas’lar 1siya direngsizdirler. 55 °C’de 1 saat ve 60 °C’de
15 dakikada oliirler (16). Cevre 1sis1 kosullarinda sularda aylarca canli kalirlar.
Vejetatif bakteriler iginde, ¢evre kosullarina kendini en iyi uydurabilenlerden birisi
de P.aeruginosa’dir. Yeterince nemli ortamda ¢ok az besin maddesiyle, uzun siire
canli kalabilir. P.aeruginosa’lar 6zellikle hastanelerde daha kolay barinma ortami
bulurlar. Hastanede solunum cihazlari, duslar, banyolar, fosetler, soguk su
nemlendiricileri, yataklar, ¢arsaflar, gazli bezler, tamponlar, yerler gibi ¢ok sayida
alandan izole edilebilir. Bir¢ok dezenfektana karsi oldukga direnglidir ve dortli
amonyum bilesikleri, hekzaklorofenli sabunlar ve iyotlu solusyonlar iginde bile
tireyebilir. Fenoller ve beta gluteraldehitler Pseudomonas’larin dezenfeksiyonunda
etkili olabilir (15,16). Ozellikle penisilinler ve birinci kusak sefalosporinler olmak
tizere siklikla kullanilan ¢ogu antibiyotikler, Pseudomonas’lara etkili degildir (15).
Pseudomonas’lar iirettikleri beta laktamaz enziminin aktivitesine bagl olarak ytiksek
derecede direnclilik gosterirler. Antibiyotikler arasinda kolistin, karbenisilin,
azlosilin, mezlosilin, tikarsilin, piperasilin ve gentamisin disindakilere degisik

derecelerde direnglilik gosterirler (16).
2.6. Antijenik Yap1

Lipopolisakkarit yapisindaki somatik (O) antijenleri P.aeruginosa 'nin gesitli
suslarm1 epidemiyolojik amaglar igin gruplara ayirmada kullanilir. Iki yaygin
serotiplendirme semas1 vardir. Birisi Fisher-Devlin-Gnabasik sistemidir ve 7 tipi
vardir. Digeri uluslararasi antijen tiplendirme sistemi (IATS)’dir ve toplam 17 farkli

tip gosterir (15).
2.7. Plazmidleri, Fajlari, Bakteriyosinleri

Pseudomonas’larda bir yandan metabolizma ile ilgili olaylarda rol alan, diger
yandan da cesitli antibiyotiklere diren¢ kazanmalarinda rol oynayan ¢ok sayida
plazmid bulunmaktadir. Pseudomonas’lar ¢oklu ilag direnglidirler. Bunun sebebi
olasilikla enterik bakterilerden ve diger Pseudomonas suslarindan kazanilan direng
plazmidleri ile olusan direnctir. Pseudomonas’larda gen transferleri konjugasyon,

transdiiksiyon ve transformasyonla olmaktadir (15). Cogu Pseudomonas susu en az



bir profaj i¢in lizojendir. Faj tiplendirmeleri i¢in degisik sayidaki faj setleri
kullanilmaktadir. ~Enterobakterilerde bakteriyosin yapimimni Saglayan genler
plazmidlerde  yer alirken, Pseudomonas’larda  kromozoma  yerlesmistir.
Pseudomonas’larin  ¢esitli suslarinca olusturulan bakteriyosinlere piyosin ve
aeruginosin de denir. P.aeruginosa’da 35-40 kadar stabil piyosin tipi belirlenmistir
(15).

2.8. Patogenez

P.aeruginosa saglikli kisilerde nadiren hastaliga neden olur. Bir¢ok olguda
hastalik normal konak savunmasimin bozulmasiyla baslar. Bagisiklik sisteminin
baskilandigi durumlar Pseudomonas infeksiyonlarina zemin hazirlar. Notropeni,
hipogamaglobulinemi, kompleman eksikligi buna &rnektir. Deri ve mukozalarin
biitiinliigliniin bozulmasi, damar i¢i veya iriner katater varligi, endotrakeal tiip
kullanim1 hastalik gelismesini kolaylastirir. Ayrica P.aeruginosa’min farkli cevre
sartlarina uyum saglayabilmesi, beslenme gereksinimlerinin azlig1 ve antibiyotiklere
kolay direng kazanabilmesi patojenligine katkida bulunur. P.aeruginosa hem invaziv
hem de toksinojeniktir (15).

P.aeruginosa infeksiyonlari sirasiyla {i¢ asamada gergeklesir (15):

1. Bakteriyel tutunma ve kolonizasyon
2. Lokal yerlesme

3. Sistemik yayilim ve sistemik hastalik.

2.9. Yaptig1 Hastahiklar

P.aeruginosa firsatg1 bir patojendir ve insanlarda bir¢ok infeksiyona neden
olmaktadir. Son yillarda hastane ortaminda bu infeksiyonlar gittikge artmistir.
Bakterilerin bu ortamda ¢ok kolay barinmakta oldugu ve direncli suslarin bir hayli

arttig1 gézlenmektedir (15,16).
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Pseudomonas infeksiyonlarinin meydana gelebilmeleri igin bakterilere ait ve
virulansla ilgili faktorler disinda insanlara ait faktorleri baslica su sekilde toplamak

miimkiindiir (16):

a) Viicudun infeksiyonlara karsi direncinin kirilmig olmasi: Agir hastaliklar,
yaslilik, anti metabolit ve immunosupressif ila¢larin kullanimi bu sonuca vardiran en

onemli etmenlerdir.

b) Yenidogan ve oOzellikle prematire ¢ocuklarin  Pseudomonas

infeksiyonlarina kars1 agik bir duyarliliklart vardir.

€) Saglam ve direnci yerinde bulunan viicutta bakterilerin gesitli yollardan
savunma mekanizmasini atlayarak doku icine sokulmalari: Ozellikle tibbi girisimler
bu yonde Onem tasirlar. Yanik yaralari bu konuda en 6nemli giris ve yerlesme

zeminini olustururlar.

Pseudomonas infeksiyonlarinin son 20 yil i¢inde hastane ortaminda gittikge
artti@1 acikca gozlenmektedir. Hastane ortaminda Pseudomonas infeksiyonlarina yol

acan kosullar su sekilde 6zetlenebilir (16):

1-Hastanede kullanilan enjektabl kontamine sivilarin damara, dokuya,
intratekal yola verilmeleri, yikama sivilarinin yaralara ve idrar kesesine
uygulanmalari, aerosol halinde solunum yoluna verilmeleri hastanedeki
Pseudomonas infeksiyonlarinin birgogunda rol oynar. Yenidogan ve o&zellikle
prematiire ¢ocuklarin derilerine siiriilen losyonlar ve benzeri uygulamalar da

infeksiyon kaynagidirlar.

2-Yanik, yogun bakim ve iiroloji servislerinde duyarli kimselere yerleserek
infeksiyon yapan P.aeruginosa bakterileri bakicilarin elleri veya ortak kullanilan

aygitlar aracilig ile hastadan hastaya bulasarak kiiciik ¢apta salginlara neden olurlar.

3-Hastanelerde  bir slire kalan kimselerin  bagirsak  florasinda
Pseudomonas’larim arttig1 ve hatta ayni1 grup bakterilerin yer aldig1 goriilmekte olup
bu bakterilerin hastalarda kendi yaralarina bulagsmak yolu ile otoinfeksiyona yol

actiklar1 bilinmektedir.
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P.aeruginosa 'nin yol agtig1 6nemli infeksiyonlar sunlardir:

1. Endokardit: Ozellikle intravendz ila¢ kullananlarin kalp kapaklarinda
infektif endokardite neden olur (15).

2. Solunum Sistemi Infeksiyonlar1: Daha ¢ok entiibasyon, bronkoskopi vb.
girisimlerden sonra goriiliir (16). P.aeruginosa ile alt solunum yolu infeksiyonlari
daha ¢ok immunsuprese hastalarda goriiliir. Kistik fibrozisli hastalarda akcigerlerde
kronik Pseudomonas infeksiyonlar1 goriiliir. Ciinkii bu hastalarda anormal solunum
yollar1 sekresyonu mevcuttur Ayrica opsonizasyon, fagositoz ve bakterisit

mekanizmalar: etkili degildir (15).

3. Bakteriyemi: Mortalite oran1 kanserlilerde % 33-38 arasinda olmak iizere
degiskendir. Solunum, gastrointestinal ve iriner Sistem, deri ve yumusak dokular,

damar ve ¢evresi odaklar1 primer infeksiyon bolgeleridir (15,16).

4. Merkezi Sinir Sistemi Infeksiyonlari: Daha ¢ok lomber ponksiyon ya da
lomber anestezi sirasinda kontamine igne veya soliisyonlarla etkenin beyin-omurilik
stvisina bulastirilmasi ile goriliir. Septisemi esnasinda da kan yolu ile yayillim
sonras1 menenjitler goriilebilir (16). P.aeruginosa, kanserlilerde menenjit ve beyin

abselerinde ikinci siklikta goriilen bir etkendir (15).

5. Kulak infeksiyonlari: P.aeruginosa saglikli insanlarda ¢ok nadir
goriilmekle birlikte siklikla yiiziiciilerde dis kulak yolu infeksiyonuna yol acar.
Diyabetiklerde bu infeksiyon yaygin ve agir seyredebilir (15,16). Ayrica orta kulak
infeksiyonu veya dis kulak yolu infeksiyonlarindan sonra mastoidit gelisebilir. Bu
hastalarin ¢ogunda diabetes mellitus veya bagisiklik sistemini etkileyen baska bir

hastalik vardir (15).

6. Goz Infeksiyonlari: P.aeruginosa, bakteriyel kornea iilseri, keratit ve
endoftalmite sik neden olan etkenlerdendir. Korliige varan, goziin kaybi ile

sonuglanabilen infeksiyonlara yol agabilir (15,16).

7. Kemik ve Eklem Infeksiyonlar
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8. Uriner Infeksiyonlar: Genellikle hastanede kazanilir. Uriner
kataterizasyon, tibbi girisimler, sistoskop, cerrahi ve bobrek transplantasyonu ile
iliskilidir (15,16). Sistit ve bakterilerin yukar1 yollara ulasmalar1 ile piyelit,
piyelonefrit tipinde hastaliklar seklinde goriliir (16).

9. Gastrointestinal Infeksiyonlar: P.aeruginosa cocuklarda orta siddette
diyare yapabilir. Bebeklerde daha agir tablolara, nekrozlu oldiiriicii enterokolite
neden olabilir (15).

10. Deri ve Yumusak Doku infeksiyonlari: Pseudomonas bakteriyemisi
sirasinda tipik olarak ektima gangrenosum denilen deri lezyonlar1 gelisebilir. Ayrica
bakteriyemi sirasinda derialt1 nodiilleri, derin abseler, selliilit, vezikiiler veya piistiiler
lezyonlar, biiller goriilebilir. Pseudomonas’a baglh deri infeksiyonlar1 lokal veya
yaygin olabilir. Yanik, travma, dekubit iilserleri ve dermatitler yatkinlik yaratan
durumlardir (15). Cesitli yollarla bulasan bakteriler ¢ogu kez mavi renkte irinle
seyreden, yara ve yaniklarda lokal infeksiyonlara neden olurlar. Yaniklarda tedavi
amaci ile konulan greftlerin atilmasina yol agar. Genis yaniklarda ve yaralarda

bakteriler kana gecerek yayilabilir ve sepsise yol agabilir (16).
2.10. Laboratuvar Tanisi

Infeksiyon tipine gore siiriintii, pily, idrar, kan, beyin-omurilik s1visi, balgam

gibi Klinik 6rnekler alinmalidir (15,16).

Gram boyal1 preparatlarda, Gram negatif basiller goriiliir. Ornekler kanli agar
ile MacConkey veya Eosin Methylene Blue (EMB) agara yapilmalidir. Kanli agarda
beta hemolitik kolonilerin iiremesi, MacConkey agarda (veya EMB’de) laktoz
negatif kolonilerin iiremesi, tipik meyve kokusu olugmasi ve ireme ortamini boyayan

mavi-yesil pigmentin olmasi Pseudomonas 1 diisiindiiren tipik 6zelliklerdir (15).

Ayrica oksidaz, katalaz gibi biyokimyasal 6zellikleri belirlenmelidir. Ticari
Kitler ve otomatize aletler kullanilarak da Pseudomonas larin 6zellikleri arastirilabilir
(15). Ozellikle hastanede Pseudomonas salgini varsa degisik hastalardan ve hastane
ortamindan tretilen Pseudomonas suslar1 birbiriyle karsilastiriimalidir. Bunun igin

antibiyotik duyarlilik modelleri incelenmeli, serotiplendirme, faj ve piyosin
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tiplendirmeleri  yapilmali ve plazmidleri incelenmelidir. Bdylece hastane
infeksiyonunun kaynagi bulunabilir ve gercek bir salgmin varligi anlasilabilir

(15,16).

2.11. Tedavi

Yaygin olarak kullanilan antibiyotiklere ¢oklu diren¢ gostermeleri nedeniyle
bu infeksiyonlarin tedavisi zordur. Cogu Pseudomonas suslari ilk izolasyonda
amikasin, gentamisin ve tobramisin gibi aminoglikozidler ile azlosilin, karbenisilin,
mezlosilin, piperasilin ve tikarsilin gibi genis spektrumlu penisilinlere duyarldir.
Penisilinlere karsi direng gelisimini 6nlemek igin penisilin ile birlikte aminoglikozid
verilmelidir. Ayrica seftazidim ve sefoperazon gibi {igiincii kusak sefalosporinler,
yeni antibiyotiklerden kinolonlar ve karbapenemler Pseudomonas’lara oldukca
etkilidir. Antibiyotik tedavisi yaninda infeksiyonun yerine, tipine gore infekte kalp
kapaklarinin ve vejetasyonlarinin ¢ikarilmasi, plevral sivinin bosaltilmasi, absenin

drenaji, yaranin debridmani gibi cerrahi girisimler gereklidir (15).

2.12. Korunma ve Kontrol

Hastanede hastalarin Pseudomonas kolonizasyonunu 6nlemek igin hastane
ortammnin temiz ve kuru olmasi saglanmalidir. Zemin, yatak, carsaf, esya ve
bakicilarin el temizligine, sonda, kateter, cesitli entiibasyon ve endoskopi aletlerinin
sterilizasyonu ve temizligine kesinlikle uymak gereklidir (15,16). Ayrica kistik
fibrozisli hastalarda, agir yanikli hastalarda ve ¢ocuklarda Pseudomonas
infeksiyonlarmin 6liim oranini azaltmak i¢in P.aeruginosa nin hiicre duvarindan

hazirlanmis en az iki ticari asisi1 vardir. Cok agir hastalarda denenebilir (15).

2.13. P.aeruginosa’da Antimikrobiyal Diren¢

Diisik dis membran permeabilitesi, cesitli disa attim pompalarinin
ekspresyonu sebebiyle P.aeruginosa, yapisal olarak farkli bir¢ok antibiyotige
intrensek olarak direnclidir. Penisilin G, aminopenisilinler (beta laktam inhibitorleri
ile kombine olanlar dahil), 1. ve 2. kusak sefalosporinler dogal olarak direngli oldugu
beta laktamlardir. P.aeruginosa tedavide ciddi problemlere yol agabilen ek direng

mekanizmalarini kolaylikla kazanabilir. Duyarli P.aeruginosa, karboksipenisilinler
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(karbenisilin, tikarsilin), tireidopenisilinler (azlosilin, piperasilin), bazi 3. kusak
sefalosporinler (seftazidim, sefsulodin, sefoperazon), tim 4. kusak sefalosporinler,

aztreonam, imipenem ve meropeneme duyarlhidir (19).
Bir¢ok temel direng fenotipi vardir (19):

1. Intrensek karbenisilin direnci diye adlandirilan fenotip; imipenem harig
meropenem dahil beta laktamlarin bircogu i¢in minimum inhibitor
konsantrasyon (MIK) degerinin 4-8 kat artmas1 ile karakterize fenotiptir. Bu
fenotip kinolonlar, trimetoprim, tetrasiklin ve kloramfenikol gibi beta laktam
olmayan antibiyotiklere direng gdsterir. MIK teki yiikselmenin sebebi diisiik dis
membran permeabilitesi ve efluks sisteminin derepresyonu veya aktivasyonudur.

2. lkinci fenotip; sefemler (sefepim, sefpirom) ve karbapenem disindaki tiim beta
laktamlara direng gosterir. Antibiyotik bagimlidir ve AmpC derepresyonu sebep
olur (20).

3. Ugiincii fenotip; penisilinlere (tikarsilin, azlosilin, piperasilin) karsi direng
sefalosporinlere kars1 direngten daha fazla etkilenir. Bunun sebebi OXA tip beta
laktamazlarin iretimidir (21). Bu dar spektrumlu oksasilinazlar; genis
spektrumlu sefalosporinler, aztreonam ve moksalaktamlara karst direngten
ziyade tlreidopenisilinler ve karboksipenisilinlere kars1 direnci belirler (22).

4, Dordiincii fenotip; karbapenemlere karst artmis MIK ile karakterizedir. Diger
beta laktamlara karsi direnci etkilemez. Bu fenotipteki suslar karbapeneme
spesifik porin OprD diizeylerini disiiriirler (23).

5. Diger direng fenotiplerini farkli molekiiler siniflardaki integronda ve plazmidde

kodlanmis GSBL’lerin tiretimi belirler.

P.aeruginosa’da beta laktam antibiyotiklere direncin enzimatik inaktivasyon,
aktif efluks, dis membran permeabilite degisiklikleri ve beta laktamlara diisiik
affiniteli Penisilin Baglayan Protein (PBP)’lerin sentezi gibi tiim muhtemel

mekanizmalar es zamanli veya farkli kombinasyonlarda goriilebilir.
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2.13.1. Beta Laktamaz Uretimine Bagh Beta Laktam Direnci

Beta laktam antibiyotiklere kars1 diren¢ gelisiminde en temel ve en 6nemli
direng mekanizmasi beta laktamaz iretimidir (24,25). P.aeruginosa’da da beta
laktam antibiyotiklere kars1 kazanilmis direncin baglica mekanizmasi enzim
dretimidir (19). Beta laktamaz genleri, bakteri kromozomunda veya plazmid,
integron, transpozon gibi hareketli genetik elemanlarda bulunabilirler. Beta
laktamazlar, Gram pozitif bakterilerde dogrudan dis ortama salinirken Gram negatif
bakterilerde periplazmik aralikta bulunurlar. Bu nedenle Gram negatif bakterilerde
beta laktamlara bagli direncte en sik ilag gecirgenligi ile ilgili mekanizmalar rol
almaktadir (26). Beta laktamazlar penisilinler, sefalosporinler ve benzeri beta laktam
antibiyotikleri hidrolize eden ve bu antibiyotiklere diren¢ gelisimine neden olan
enzimlerdir. Bu enzimler beta laktam halkasindaki karbonil grubu ile bir ester
kopriisii kurup siklik amid bagini bozar ve bir agil-enzim tiirevi olustururlar. Bu bir
enzim-penisilloil  veya bir enzim-sefalosporil  molekiiliidiir.  Reaksiyonu

gerceklestiren li¢ grup protein vardir:

1. Diisiik molekiil agirlikli PBP’ler (D-D karboksi peptidazlar)

2. Yiiksek molekiil agirlikli PBP’ler (Transpeptidazlar)

3. Beta laktamazlar

Bakteri hiicre duvari sentezinde gorevli penisilin baglayan proteinler ve beta
laktamazlarin ¢cogu, serin proteazlar {ist ailesinde bulunan enzimlerdir. Bu enzimler
beta laktamdaki amid bagin1 yikarak bir acil enzim tiirevi olusturur. Bu agilasyon
reaksiyonunda niikleofil islevi goren molekiil, aktif bolgedeki bir serin molekiiliidiir.
Bu serin molekiilii A grubu enzimlerde Ser 70; C grubunda Ser 64’tiir. Beta
laktamazlarda yine bir aktif bolgede bulunan bir su molekiilii hidroliz ile
deacilasyona yol acar. Bu islemde bir su molekiilii agil-enzim tiirevindeki ester
bagini hidrolize eder. Enzimi penisilloil veya sefalosporil molekiiliinden ayirir. Beta
laktamazlar ve PBP’ler arasindaki baslica fark sadece deagilasyon hizidir. Beta
laktamazlar agil tiirevinden kisa siirede aynlirken PBP’lerde bu basamak
gerceklesmez ve antibiyotik yerine enzimin inaktivasyonu ile

sonlanir (27).

16



Beta laktamazlar degisik sekillerde adlandirilabilmektedir. Bunlar (26);

© © N o g k~ w DN E

Etki ettikleri sustrata gore (6rnegin CARP, IMP, OXA)

Biyokimyasal 6zelliklerine gore (6rn. SHV siilfidril varyant)
Genlerine gore (6rn. AmpC, CepA)

Direng fenotipine gore (6rn. ARI Acinetobacter resistant to imipenem)
Izole edildikleri bakterilere gore (6rn. PSE, Cfre, AER)

Suslarina goére (6rn. P99)

Hasta isimlerine gore (6rn. TEM, ROB)

Hastaneye gore (6rn. MIR, RHH)

Izole edildikleri bolgeye gore (6rn. OHIO, GES)

10. Bulan kisiye gore (6rn. HMS)

Beta laktamazlar molekiiler yapilarina gore iki genis gruba ayrilirlar. Bu gruplar;

aktif bolgelerinde serin aminoasidi bulunanlar ve ¢inko atomu bulunanlardir (26).

Ambler’in molekiiler smiflamasinda ise bu enzimler niikleotid ve aminoasit

dizilerine gore dort ayr1 sinifa ayrilir (28):

1.

Simf A beta laktamazlar: Aktif bolgelerinde bir serin aminoasidi bulunur.

Temel substratlar penisilinlerdir. Cogu plazmidlerle tasinirlar.

Smif B beta laktamazlar: Aktif bolgelerinde ¢inko bagimli bir “thiol” grubu

bulunur. Metalloenzimlerdirler. Cogu karbapenemaz aktivitesi gosterirler.
Beta laktamaz inhibitorlerinden etkilenmezler.

Smif C beta laktamazlar: Aktif bolgelerinde serin aminoasidi tasirlar. Esas

olarak sefalosporinaz niteligindedirler. Kromozomal AmpC geni tarafindan
kodlanirlar ve AmpC tipi enzimler olarak da adlandirilirlar. Salmonella spp.
hari¢ tiim Gram negatif bakterilerde bulunurlar. Bu siniftaki beta laktamazlar
yap1 olarak PBP’lere benzerler ve bundan dolay1 bunlarin PBP’lerden kdken

aldig1 diisiiniilmektedir.

Siif D beta laktamazlar: Serin proteazdirlar. Oksasilini hizla hidrolize

edebilirler.
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Bush-Jakoby-Medeiros, 1995 yilinda fonksiyonel bir siniflama yapmis olup
2009¢da bu siniflamay1 giincellemislerdir (29,30). Enzim substratlar1 ve inhibitor
profillerine  dayanmilarak  yapilan bu  fonksiyonel smiflamada  dort
siif (A, B, C, D) tanimlanmstir. Sinif A, sinif C, sinif D serin temellidir. Sinif B
veya MBL’ler aktivasyonlari i¢in ¢inkoya ihtiyag duyarlar. P.aeruginosa’da sinif
A, B, C, D GSBL’leri i¢eren dort molekiiler sinif beta laktamaz bulunur (19).

Beta laktamaz gruplari ve genel 6zellikleri Tablo 2’°de verilmistir.
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Tablo 2. Beta laktamazlarmn siniflandirilmasi (31)

Fonksiyonel Bush
g‘ mgler Ornekler Substratlar
Mekanizma stfandirmast (Gruplar)
Benzilpenisilin (penisilin),
. aminopenisilinler (amoksisilin,
Genis Spekt_rumlu beta ampisilin), karboksipenisilinler
2a, 2b, 2c | laktamazlar: TEM-1, e R
(karboksipenisilin, tikarsilin), dar
TEM-2, SHV-1 ; :
spektrumlu sefalosporinler (sefzolin,
seforoksim ve digerleri)
Genisletilmis Genis spektrumlu beta laktamazlarin
spektrumlu beta S o
2be laktamazlar (ESBL): substratlari, kloksasilin, metisilin ve
TEM ve SHV smifi oksasilinin substratlari
Serin beta Diger: BES-1,
Sif A penisilinaz GES/IBC ailesi, PER- | TEM ve SHV ailesinin substratlari ile
lakiamazlar P 1, PER-2, SFO-1, ayn
TLA-1, VEB-1/2
obr TEM ailesi (TEM-30, TEM ve SHYV ailesi ile ayni
TEM-31) IRT
Genisletilmis spektrumlu beta
2e CTX ailesi laktamazlarin substratlari, bazi
enzimler i¢in sefepim
Karbapenemazlar: Genisletilmis spektrumlu beta
of (KPC-1, KPC-2 ve laktamazlarin substratlari,
KPC-3; GES-1, GES- | sefamisinler ve karbapenemler
2) (ertapenem, meropenem, imipenem)
Metallo bet Karbapenemazlar: IMP
etallo beta Sinif B metallo beta 3a 3b. 3¢ ailesi, VIM ailesi, Karbapenemaz simif A’nin
laktamazlar laktamazlar T SPM-1, SPM-2, GIM- | substratlar1 ile ayn
1, ve L1, CcrA
AmpC-tip: AAC-1,
. ACT-1, CFE-1, CMY e
lak sefalosporinazlar FOX ailesi, LAT ailesi, L ’
aktamazlar MIR-1. MOX-1 ve sefamisinler
MOX-2
2 OXA ailesinin Dar spektrumlu grup substratlari,
Serin beta Sunif D-kloksasilin cogunlugu kloksasilin, metisilin ve oksasilin
aktamaglar h'dr.o"lze eg‘;‘A Diger OXA: OXA-23, | IMP ailesi, VIM ailesi, SPM-1, SPM-
enzimler (OXA) OXA-27 ve OXA-40, | 2 ve GIM-1 ‘in substratlart ile ayni
OXA-48
Herhangi bir fonksiyona veya
Bilinmeyen 4 AVS-1 molekiiler gruba uymayan karisik

veya tanimlanmamis enzimler
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2.13.1.1. AmpC Beta Laktamazlar

Ambler simiflamasina gére molekiiler sinif C, Bush’a gore ilk sinifta yer alan
enzimlerdir (19). AmpC beta laktamaz enzimi, 1940 yilinda her ne kadar o zaman
isimlendirilmese de bir E.coli kokeninde penisilini pargalayan ilk bakteriyel enzim
olarak bildirilmistir (32). Isvegli arastirmacilar, 1965°te E.coli’de penisilin direncinin
sistematik genetik ¢aligmalarina baslamiglardir. Mutasyonlarla yavas yavas gelismis
direng, ampA ve ampB olarak isimlendirilmistir (33,34). Azalan direng ile
sonuglanan ampA susundaki bir mutasyon daha sonra ampC olarak tanimlanmistir
(35). Yillar boyu birgok farkli amp adlandirma sistemi kullanilmis ancak ampC’ nin
adlandirmasi degismemistir. E.coli’deki AmpC gen sekansi1 1981°de bildirilmistir
(36). Enterobacteriaceae ailesinin bazi tiirleri gibi P.aeruginosa da indiiklenebilir
kromozomal AmpC beta laktamaz (sefalosporinaz) iiretir (19). E.coli’de de bu enzimi
kodlayan genler mevcuttur. Ancak promoter bolge aktif olmadigindan indiikklenme
ozelligi yoktur (37). AmpC beta laktamazlar, sefalosporinlere daha fazla olmak
tizere benzil penisiline de etkilidir. Genellikle klavulanik asit ile inhibe olmazlar ve
ACC-1 harig sefoksitin gibi sefamisinleri de hidrolize ederler (26).

Genellikle diisiik diizeyde iiretilen enzim sefalosporinlerin biiyiik bir kismina ve
aminopenisilinlere kars1 dirence yol agar (38). Bununla birlikte P.aeruginosa’daki
kromozomal beta laktamaz iretimi indiikleyen beta laktamlarin (genellikle
imipenem) varliginda 100-1000 kat artabilir (39). Indiikleyici antibiyotik ortadan
kalkar kalkmaz AmpC ekspresyonu ve beta laktamaz salinimi normale doner.
Indiiksiyon mekanizmasi diizgiin calisan kokenlerde kromozomal beta laktamazlar
kinik ac¢idan fazla sorun olusmazlar. Ancak P.aeruginosa, C.freundii, E.cloacae,
M.morganii, Enterobacter spp. ve Providencia spp. gibi hastane infeksiyonu etkeni
tiirlerde indiiksiyon kontrol mekanizmalar1 defektif olan ve bu nedenle siirekli
yiiksek diizeyde enzim iiretebilen mutant (dereprese) kokenler tedavide basarisizliga
yol acabilirler. AmpC beta laktamazlarin siirekli yiiksek diizeyde tiretilmesi en sik
ampD genindeki mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Bu genlerinde defekt bulunan
dereprese mutant kokenler bakteri populasyonunda normalde 10°-10® arasinda bir
siklikta bulunurlar. indiiklenebilir beta laktamaz (IBL)’lar igin zayif birer indiikleyici
olan cogu 2. kusak sefalosporinler, tiim 3. kusak sefalosporinler, {ireidopenisilinler

ve aztreonam, yliksek diizeyde iiretilen enzim etkisine kars1 son derece duyarhdirlar.
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Bundan dolay1 IBL iireten bakterilerle olusan bir infeksiyonun tedavisinde tek basina
kullanildiklarinda, 6nce duyarli bakteriler ortadan kalkar. Sonra antibiyotigin etkisine
direngli dogal mutantlar segilir ve bunlar ¢ogalarak tedavinin basarisiz olmasina yol
acabilirler. Beta laktam ajanlar indiikleyici etkilerine ve iretilen beta laktamaza

duyarhiliklarina gore dort gruba ayrilir (26):

1. Indiikleyici ve dayamksiz olanlar: Aminopenisilinler, birinci kusak
sefalosporinler, sefoksitin, sefotetan, klavulanik asit. Bu antibiyotikler, indiikledikleri

beta laktamaz tarafindan hizla inaktive edilir.

2. indiikleyici ve dayamikh olanlar: imipenem. Gegirgenlikte azalma vb. baska

bir diren¢ mekanizmasi eklenmedikge etkisini stirdiiriir.

3. Indiikleyici olmayan veya zayif indiikleyici olan ve dayamkhhg simirh
olanlar: Ucgiincii kusak sefalosporinler, karboksipenisilinler, iireidopenisilinler ve
aztreonam. Bu ajanlar, beraberlerinde kuvvetli indiikleyici bir beta laktam olmadigi

durumlarda IBL iireten tiirlere etkilidir.

4. Indiikleyici olmayan ve goreceli olarak dayamkli olanlar: Sefepim ve
sefpirom. Bu antibiyotikler IBL iireten tiirlere etkilidir. Ancak imipenem kadar
dayanikli olmadiklarindan siirekli ve ¢ok miktarda enzim {iiretimi halinde aktiviteleri

etkilenir.

Kromozomal beta laktamaz indiiksiyonunun sonucunda, aminopenisilinlere, beta
laktamaz  inhibitorlerine  ve  birinci  kusak  sefalosporinlere  direng;
karboksipenisilinler, iireidopenisilinler, tigiinci kusak sefalosporinler, aztreonam,

sefepim, sefpirom ve karbapenemlere duyarlilik goriiliir (26).

AmpC beta laktamaz AmpC geni tarafindan kodlanir. Birgok gen AmpC
indiiksiyonunda goérev alir. Gorev alan enzimleri kodlayan AmpR, AmpC’ye
komsudur. Fakat ayr1 transkribe edilir. LysR ailesi iiyesidir ve pozitif
transkripsiyonel diizenleyicidir. Bu diizenleyici beta laktamaz indiiksiyonu igin
gereklidir. AmpR’nin transkripsiyonel diizenleyici aktivitesi peptidoglikan islemesi
ile ilgilidir. Ikinci gen AmpG, AmpC indiiksyonunda gorev alan tek molekiil oldugu
diistintilen 1,6—anhidromurapeptid’ler i¢in permeaz gibi gorev yapan transmembran

proteinini kodlar. Ugiincii gen; AmpC ekspresyonunu baskilayici olarak gérev yapan
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1,6—anhidromurapeptidleri hidrolize eden sitozolik N-asetil-anhidromuramil-L-alanin
amidaz kodlayan AmpD genidir. Doérdiincti gen AmpE geni indiiksiyon i¢in gerekli
olan sitoplazmik membran proteinini kodlar. Gram negatif bakterilerde AmpC beta
laktamaz indiiksiyonu igin gereken proteinler Tablo 3’te gOsterilmistir. Bazi
plazmidde kodlanan sefolosporinazlarin psédomonal kromozomal AmpC beta
laktamazlarin yapisina benzedigi gosterilmesine ragmen Enterobacteriaceae’larin
aksine P.aeruginosa’nin plazmid aracilikli sefalosporinaz iirettigi gosterilmemistir
(19). Resim 1’de kromozomal AmpC beta laktamaz indiiksiyon mekanizmasi

gosterilmistir.

Tablo 3. Gram Negatif Bakterilerde AmpC Beta Laktamaz Indiiksiyonu I¢in Gereken
Proteinler (7)

Protein | Rolu

AmpR | Transkripsiyonun diizenlenmesi

AmpG | Indiiksiyon sinyalinin gegirilmesi igin gerekli olan integral membran

AmpD | Beta laktamaz ifadesinin “down-regiilasyonu”

AmpE | Represyonun artis1; olmasi sart degil

PBP2 | Beta laktamla etkilesime giren protein
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Beta-laktam

g membran

Mirein

Miirein
{biyosentezi

Tripeptid

Resim 1. Kromozomal AmpC beta laktamaz indiiksiyon mekanizmasi (26).

P.aeruginosa kokenlerinde IBL pozitifligi iilkemizde %40-82 oranlar1 arasinda,
yurtdisinda %72-98.5 oranlarinda bildirilmistir (40-46).

Plazmid kdkenli AmpC tipi beta laktamazlar ilk kez 1989 yilinda tanimlanmis ve
MIR-1 olarak isimlendirilmistir (47). Daha onceleri AmpC genlerinin sadece
kromozomlar {izerinde bulundugu diisliniiliiyordu. Ancak son zamanlarda AmpC
genleri plazmidler {izerinde de tespit edilmistir (48). Kromozomal AmpC beta
laktamaz genlerinin plazmidlere transfer olmasi ile plazmid kokenli aktarilabilir
AmpC tipi beta laktamazlar ortaya c¢ikmistir. Plazmid kokenli AmpC tipi beta

laktamazlar indiiklenememe 6zelligine sahiptirler ve sayilar1 20’den fazladir (20).

Plazmid kokenli AmpC beta laktamazlar, beta laktam direncinin yayilmasi, ayni
plazmid tizerinde AmpC genine ek olarak, bagka diren¢ elemanlar1 da taginmasi

acisindan, indiiklenebilir AmpC beta laktamaz ireten tiirler ise hastane
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infeksiyonlarinda sik olarak karsimiza ¢ikmasi nedeniyle son derece onemlidir. Bu
nedenle tedavi segenekleri iyice kisitlidir. indiiklenebilir AmpC beta laktamaz iireten
kokenlerle olusan infeksiyonlarda antibiyogram sonucu iglincii  kusak
sefalosporinlere duyarli olarak bulunsa da tedavi sirasinda direng gelisebilmektedir.
AmpC beta laktamazlar, beta laktamaz inhibitorlerine direnglidir. P.aeruginosa ile
olusan infeksiyonlarda sefepim oncelikle tercih edilebilir. Ciinkii sefalosporinler
icinde P.aeruginosa’ya karsi etkinligi iyi olan ve beta laktamaz indiiksiyonu diisiik
olan bir antibiyotiktir. Karbapenemler alternatif tedavi secenegidir. Kombine
tedavide ise kinolonlar ve aminoglikozidler kullanilabilir. Indiiklenebilir AmpC beta
laktamaz iireten tiirlerle gelisen infeksiyonlarda iiglincli kusak sefalosporinler veya
genis spektrumlu penisilin tiirevleri kullanilacaksa tedaviye mutlaka ikinci bir ajan
eklenmelidir (26).

2.13.1.2. Stmif A Karbenisilin Hidrolize Eden Beta Laktamaz

P.aeruginosa’da dort tip karbenisilin hidrolize eden beta laktamaz bulunur;
PSE-1 (CARB-2), PSE-4 (CARB-1), CARB-3, CARB-4. Bunlarin substratlari
karboksipenisilinler, iireidopenisilinler ve sefsulodindir. Bu enzimler molekiiler sinif
A ve fonksiyonel grup 2c¢’ye aittir. Karbenisilinaz tiretenler sefepime, sefpiroma,
aztreonama karsit degisik derecede duyarlilik gosterir ve seftazidim ile
karbenepemlere %100 duyarlidir. Smif A GSBL’ler PSE’lerin aksine molekiiler sinif
A ve fonksiyonel siif 2b’dedirler. Sadece karboksipenisilin ve iireidopenisilinlere
degil, genis spektrumlu sefalosporinlere (seftazidim, sefepim, sefpirom) ve
aztreonama da dirence sebep olurlar. Karbepenemlere diigiik affinite gosterirler.
Klavulanik asit ve tazobaktam ile in vitro aktiviteleri inhibe olur. Klinik
P.aeruginosa izolatlarinda sinif A GSBL’lerin bulunmasi 1990°dan sonraki yillarda
olmustur. Enterobacteriaceae ailesinde iyi bilinen TEM ve SHV tipi enzimlerden
farkli olarak P.aeruginosa’da diger enzimler PER (Tiirkiye’deki klinik izolatlarinin
birgogunda), VEB (Giineydogu Asya, Fransa, Bulgaristan’da), GES/IBC (Fransa,
Yunanistan ve Gliney Afrika’daki suglar) ve BEL tipleri olarak tanimlanmistir (19).
Smif A GSBL kodlayan genler antibiyotik diren¢ yayiliminda 6nemli rol oynar,
P.aeruginosa tarafindan olusturulurlar ve hayati tehdit eden infeksiyonlarin
tedavisinde antibiyotik se¢imini kisitlarlar. Bu yayilimda plazmid ve integronlar

onemlidir. Transpozonlar iizerindeki bazi genlerin yerlesimi antibiyotik direng
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genlerinin hareketini saglayabilir ve bu gergek P.aeruginosa’nin kromozomunun
tizerinde oldugu gibi plazmidler iizerindeki ayn1t GSBL kodlayan genlerin es zamanli

yerlesimini agiklayabilir (19).
2.13.1.3. Sinif D Beta Laktamazlar (Oksasilinazlar)

OXA tip enzimler molekiiler simif D ve fonksiyonel grup 2d’ye aittirler. Bu
enzimlerden OXA-1’den OXA-10’a kadar olanlar1 dar spektrumlu, OXA-11’den
sonra gelenler genis spektrumlu enzimlerdir. OXA-11 ilk olarak Hacettepe
Universitesi Hastanesi’nde yatan bir hastadan izole edilen bir Pseudomonas susunda
bulunmustur (49). Klasik OXA enzimleri (OXA-1, OXA-2, OXA-10)
karbenisilinlere ve {ireidopenisilinlere karsi direnci belirler (seftazidime degil).
OXA-10 VE OXA-1 oksasilinazlar iiretildiginde gelisen tikarsilin ve piperasilin
direnci, OXA-2 enzimleri iiretiminde gelisen tikarsilin ve piperasilin direncinden
daha fazladir. Seftazidim hidrolize eden genis spektrumlu oksasilinazlar daha fazla
klinik 6neme sahiptir. Bunlarin hidroliz spektrumu sefotaksim, sefepim, sefpirom,
aztreonam ve moksalaktami da icerir. OXA-18 disindakiler beta laktamaz
inhibitorleri tarafindan suprese edilemez. Genis spektrumlu oksasilinazlar plazmid
veya integrondaki genler tarafindan kodlanir. Bunun igin yayilimlari kolaydir ve
Avrupa’daki simif D GSBL {ireten P.aeruginosa izolatlarinin prevelansi artmaktadir
(19).

2.13.1.4. Simif B MBL’ler

P.aeruginosa’da goriilen diger grup GSBL’ler karbapenemazlar veya aktif
merkezlerindeki ¢inko varligindan dolay1 MBL olarak bilinen enzimlerdir. Molekiiler
siif B’ye aittirler. Karbapenemaz iiretimi karbepenemler dahil biitiin beta laktamlara
kars1 direnci belirler. MBL lerin substrat profilleri, genis spektrumlu sefalosporinleri
(sefotaksim, seftazidim, sefepim) ve karbapenemleri (imipenem, meropenem) de
kapsayacak sekilde c¢ok genistir. Sadece aztreonam hidrolitik 6zelliklerinden
etkilenmez. Sinif B karbapenem hidrolize eden enzimlerin aktivitesi klavulanik asit
ve tazobaktam ile inhibe edilemez. Bu enzimler etilen diamin tetraasetik asit (EDTA)
ve tiyol-bazli bilesikler gibi metal selatorleri tarafindan inhibe edilirler (28,30,50,51).

IMP ve VIM enzimleri kazanilmis MBL’lerin en yaygin goriilen tipleridir (3,12).
IMP enzimleri ilk olarak Japonya’da (52), VIM enzimleri ilk olarak Italya’da (53)
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rapor edilmistir. SPM enzimi Brezilya’da, GIM ise Almanya’da sinirli kalmistir (54).
Tiirkiye’de VIM-5 bir K.pneumoniae ve bir P.aeruginosa kokeninde saptanmistir
(55,56). Ik kez 2008’de izole edilen NDM-1 yeni tanimlanan bir MBL’dir.
Hindistan asilli Isvegli bir kisi Yeni Delhi’ye seyahati sonrasinda iiriner sistem
infeksiyonu gecirmigtir. NDM-1 bu hastadan izole edilen karbapenem direngli
K.pneumoniae kokeninde tespit edilmistir. NDM-1 diger MBL’ler gibi aztreonam

harig tiim beta laktamlar1 hidrolize eder (57).

Ulkemizde yapilan bazi calismalarda karbapenem direngli P.aeruginosa
kokenlerinde MBL pozitifligi %31.5-72.2 arasinda bulunmustur (58-60). MBL’lerde
tedavide en Onemli sorun genis spektrumlu diren¢ profili sergilemeleridir. MBL
pozitif kokenler genellikle beta laktamlara, aminoglikozidlere ve florokinolonlara
direngli, polimiksinlere duyarhidirlar., MBL pozitif kokenler ile insan
infeksiyonlarinin siirveyansi yapilmamistir ve bu infeksiyonlar1 tedavi etmek icin
uygun bir tedavi hala bilinmemektedir. Hayvan modeli kullanilarak VIM-2 pozitif
P.aeruginosa kokeni ile olusturulan pnomoni infeksiyonunda yiikksek dozda
aztreonamin bakteriyel yiikii azalttigi ve faydali bir ilag olabilecegi gosterilmistir.
Metalloenzim inhibitorleri in vitro kullanilabililirler, ancak hastalar1 tedavi etmek
icin herhangi MBL inhibitorii yoktur. Diren¢ mekanizmalarina bagli olarak
aminoglikozidler gibi diger antibiyotiklerin de etkileri sinirlidir. Aminoglikozidler
monoterapide kullanilmamalidir ve bunlarin MIK degerlerinin hizli saptanmasi
aminoglikozid molekiilii segmede yardimci olabilir. Rifampin, ¢oklu ilag direngli
P.aeruginosa infeksiyonlarmi tedavide ilgi ¢ekici bir ajan olabilir. MBL ireten
bakteriler ile kolonizasyonu saptamak o6ncelikli olmalidir. Erken saptama bu ¢ogul
ilaca direncli izolatlarin yayilmasini 6nleyecek ve tedavide yardimci olacaktir (61).
Tedavide tek alternatif polimiksinlerin terapotik uygulanmasi olabilir. Polimiksinler

daha 6nceden diistiniildiikleri gibi toksik degildir (62).

Bir hastanede MBL pozitif kokenlerin varligi bir tedavi sorunu oldugu kadar ayni
zamanda infeksiyon kontrol ¢alismalari i¢cin de 6nemlidir. Hasta yiiksek riskli olarak

belirlenmeli ve uygun izolasyon 6nlemleri alinmalidir (61).
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2.13.2. Aktif Disa Atima Bagh Beta Laktamlara Direng

Genel olarak  klinik  P.aeruginosa izolatlar1  birgok  antibiyotige
Enterobacteriaceae’dan daha az duyarlidir. Bu dogal direncin esas sebebinin
yiiksek molekiiler agirlikli (yaklagik 50 kDa) proteinlerin varligmma baglh
diisiik dis membran gecirgenligi oldugu diisiiniilmektedir. Bu proteinler (OprM,
OPrJ, OprN) aktif disa atim sisteminin komponentleridir. Aktif diga atim
P.aeruginosa’daki beta laktam direncinde O©nemli bir enzimatik olmayan
mekanizmadir. Disa atim biitiin stratejik antipsddomonal antibiyotiklere karst cogul
direncin gelismesinden de sorumludur. MexA-MexB-OprM, MexC-MexD-OprJ,
MexE-MexF-OprN, MexX-MexY-OprM direng nodiill hiicresi {ist ailesine
(resistance-nodiilation-cell division-RND) ait 3 komponentli efluks sistemi disa

atima aracilik eder (19).

Efluks sistemleri ve kullandiklari substratlar Tablo 4’te gosterilmistir.
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Tablo 4. Efluks sistemleri ve kullandiklar1 substratlar (19)

Sitoplazmik ) _ Dis
Periplazmik
Membran Membran Substrat
Baglanti
Pompasi Kanah
Kinolonlar, makrolidler, tetrasiklinler,
linkomisin, kloramfenikoll,

MexB MexA OprM o .
novobiosin, imipenem disindaki beta
laktamlar
Kinolonlar, makrolidler, tetrasiklinler,
linkomisin, kloramfenikol,

MexD MexC OprlJ novobiosin, karbenisilin ve
sulbenisilin disindaki penisilinler,
sefepim, sefpirom, meropenem

MexF MexE OprN Florokinolonlar, karbapenemler
Kinolonlar, makrolidler,tetrasiklinler,
linkomisin, kloramfenikol,

MexY MexX OprM aminoglikozidler, karbenisilin ve

sulbenisilin digindaki penisilinler,

sefepim, sefpirom, meropenem

MexB, MexD, MexF ve MexY stoplazmik membranda bulunan ve enerji

bagimli pompalar olarak g¢alisan proteinlerdir. OprM, Opr], OprN dis membran

proteinleridir.

MexA, MexC, MexE, MexX periplazmik boslukta bulunur.

MexA-MexB-OprM ve MexX-MexY-OprM efluks sistemleri es zamanli olarak

hareket ederler ve kazanilmis ile dogal antimikrobiyal diren¢ mekanizmasidir.

MexC-MexD-OprJ ve MexE-MexF-OprN efluks sistemleri ise sadece kazanilmis

direngte rol alir (19).
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2.13.3. D1y Membran Gegirgenliginin Degismesine Bagh Gelisen Beta
Laktam Direnci

Imipenem direncli birgok Kklinik P.aeruginosa izolatinda OprD eksiktir.
OprD proteinleri temel aminoasitlerin ve beta laktam antibiyotiklerden sadece
karbapenemlerin girisini saglayan spesifik kanallar1 olusturur. Imipenemle
karsilagtirildiginda  meropenem  OprD  eksikliginden daha az etkilenir.
OprD’nin  kayb1 sadece kromozomal AmpC beta laktamaz ekspresyonunda
karbapenemlere karsi direnci belirler. Bu iki mekanizmanin iligkili oldugunu

gosterir (19).
2.13.4. Hedefteki Degisiklige Bagh Gelisen Beta Laktam Direnci

P.aeruginosa’daki beta laktam direncine sebep olan nadir mekanizma hedef

bolge olan PBP’lerin modifikasyonudur (19).
2.13.5. Aminoglikozid Diren¢c Mekanizmalari

Enzim modifikasyonu, azalmis dis membran gegirgenligi, aktif disa atim ve

nadiren hedef modifikasyonu bilinen aminoglikozid direng mekanizmalaridir (63).

Aminoglikozid modifiye eden enzimler antibiyotik molekiiliine fosfat, adenil
veya asetil eklerler. Boylece degistirilmis antibiyotigin bakteri hiicresindeki hedefine
(30S ribozomal alt iinite) baglanmasini azaltirlar. Aminoglikozid modifiye eden
enzimler plazmidde kodlanir. Aminoglikozid fosforil transferazlar, aminoglikozid
adenil transferazlar (niikleotidil transferazlar) ve aminoglikozid asetil transferazlar
olmak tizere ii¢ sinifa ayrilirlar. P.aeruginosa’da en sik eksprese edilen enzimler
sunlardir:  AAC(6°)-11 (gentamisin, tobramisin, netilmisin direncini belirler),
AAC(3)-1 (gentamisin direncini belirler), AAC(3)-11 (gentamisin, tobramisin,
netilmisin direncini belirler), AAC(6°)-1 (amikasin, tobramisin, netilmisin direncini
belirler), ANT(2)-1 (gentamisin, tobramisin direncini belirler) (19).

Enzime bagli olmayan aminoglikozid direnci, tim aminoglikozidlere kars
direncten sorumludur ve siklikla azalmis aminoglikozid birikimi ile ilgilidir. Bu
direng, azalmis dis membran gegirgenligine bagli azalmis geri alim mekanizmasi

sonucu gelisir (19).
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Aktif aminoglikozid disa atim1 nispeten nadir diren¢ mekanizmasidir.
MexY-OprM’e bagl gelisir. Dis membran proteinlerinden OpmB, OpmG, Opml da

sorumludur (19).

16S rRNA modifikasyonu P.aeruginosa, Acinetobacter tiirleri ve
Enterobacteriaceae ailesine ait Gram negatif patojenler arasinda yeni bulunan bir
aminoglikozid mekanizmasidir. Bu olay yeni tanimlanan 16S rRNA metilaz grubu
tarafindan gerceklestirilir. Sorumlu genler genellikle transfer edilebilen plazmidler

iceren transpozonlarda bulunur (19).
2.13.6. Florokinolonlara Karsi Diren¢ Mekanizmalari

Hedef enzimlerindeki yapisal degisiklik ve aktif disa atim P.aeruginosa’daki
florokinolon direncine yol agan iki temel mekanizmadir. Florokinolonlar i¢in primer
hedefin (topoizomeraz Il olarak da bilinen DNA giraz ) modifikasyonu QRDR
(quinolone-resistant-determine-region) motifi iceren gyrA/gyrB genlerinin nokta
mutasyonlart ile gergeklesir. Bu mutasyon sonucunda A ve B alt iinitelerinin
aminoasit dizisi degisir. Bu da kinolon molekiillerine diisiik baglanma affinitesi
gosteren degismis topoizomeraz II sentezini saglar. Sekonder hedefin (topoizomeraz

IV) mutasyonu parC ve parE genlerinin nokta mutasyonlart sonucunda olusur (19).

Ayrica yukarida bahsedildigi gibi bilinen dort disa atim pompasi sisteminin

her biri florokinolon direncine yol acabilir.

Yeni bulunan MexV (membran fiizyon proteini)-MexW (RND tip membran
proteini)-OprM florokinolonlar, tetrasiklin, kloramfenikol, eritromisin, etiidyum
bromid ve akriflavin direncinden sorumludur. P.aeruginosa’da yiiksek diizey
florokinolon direnci diga atim pompa sistemleri ve DNA giraz ile topoizomeraz [V’

kodlayan genlerin mutasyonuna baglidir.
2.14. Beta Laktamaz Tam Yontemleri
2.14.1. GSBL Tam Yontemleri

GSBL iiretimi normal duyarlilik testleriyle saptanamayabilir. Etkilenen
antibiyotiklere duyarliligin azalmasi bir gosterge olabilir. Antibiyogramlarda

indikator antibiyotiklerin tamami bulunmalidir. Bir susun GSBL iirettigi
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saptandiginda beta laktamaz inhibitor kombinasyonlari ve sefamisinler hari¢ tiim
sefalosporinler, penisilinler ve monobaktamlara diren¢li oldugu kabul edilir. GSBL
iireten suslarin bakteri sayisinin yiiksek oldugu durumlarda direng diizeyleri artar
(inokulum etkisi). Bu durum in vitro testlerde duyarli goriilseler bile beta laktam
grubu kullanilmamasi gerektigini agik¢a gostermektedir (64-66). GSBL’ler fenotipik
ve genotipik olmak iizere iki sekilde saptanabilir. Daha pratik olmasi bakimindan
daha cok fenotipik yontemler kullanilir. Genotipik yontemler ise daha ¢ok arastirma
amaci ile kullanilir. Fenotipik yontemlerdeki temel prensip GSBL’lerin farkh
sefalosporinleri hidroliz etmesidir. Ancak fenotipik yontemlerle GSBL yapimindan
sorumlu spesifik enzimin adi konulamaz. Bu testte tarama ve dogrulama olmak tizere
iki asama mevcuttur. Tarama asamasinda sefpodoksim, sefotaksim, seftazidim
seftriakson ya da aztreonama kars1 direng arastirilir. Dogrulama asamasinda ise bu

antibiyotiklerle klavulanik asit arasinda sinerji varligi saptanmaya ¢alisilir (24).
2.14.1.1. GSBL Tarama Testleri
2.14.1.1.1. Disk Difiizyon TaramaTesti

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), GSBL iiretiminin
taranmasinda  disk  diflizyon tarama testini Onermektedir Bu amagla
sefpodoksim (10 pg ), seftazidim (30 ug ), aztreonam (30 pg ), sefotaksim (30 pg)
ya da seftriakson (30 pg ) diskleri kullanilir. Ozellikle 10 pg sefpodoksim ile yapilan
test daha uygun bir tarama testidir. Sefpodoksim zonu <17 mm, seftazidim zonu
<22 mm, aztreonam zonu <27 mm, sefotaksim zonu <27 mm ve seftriakson zonu

<25 mm olan kokenler fenotipik GSBL dogrulama testi ile dogrulanmalidir (65).
2.14.1.1.2. Cift Disk Sinerji Testi (CDST)

Yogunlugu 0.5 McFarland olacak sekilde hazirlanan bakteri siispansiyonu
Mueller-Hinton ~ Agar  (MHA)  plagina  yayilir. Petrinin ~ ortasina
amoksisilin/klavulanik asit (20/10pg), etrafina disk merkezinden disk merkezine
uzaklig1 30 mm olacak sekilde, sefpodoksim (10pg), aztreonam (30 pg), seftazidim
(30ug), sefotaksim (30pg), sefoksitin (30ug) antibiyotik diskleri penset yardimiyla
steril bir sekilde yerlestirilir ve 37 °C’de 16-18 saat inkiibe edilir. Sefalosporin veya

aztreonam arasindaki inhibisyon zonunun amoksisilin/klavulanik asit diskine dogru
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genislemesi veya diger antibiyotik diskleri arasinda bakterin tiremedigi bir sinerji

alan1 olusturmas1 GSBL pozitif kabul edilir (64).
2.14.1.1.3. Antimikrobiyal Diliisyon Duyarhlik Testi

Seftazidim, aztreonam, sefotaksim ve seftriakson 1 pg/ml yogunlugunda
kullanilir. Bu antibiyotik yogunlugunda iireme sefalosporin icin MIK degerinin
>2 ng/ml olmas1 GSBL iiretimi i¢in siiphelidir ve fenotipik GSBL dogrulama testi ile
dogrulanmalidir (65).

2.14.1.2. GSBL Fenotipik Dogrulama Testleri

Disk diffuzyon veya dilusyon yontemleriyle sefotaksim, seftriakson,
seftazidim, aztreonam veya sefpodoksime karst duyarlilifin azalmasi halinde

dogrulama testleri kullanilmalidir (64,66).
2.14.1.2.1. Kombine Disk Dogrulama Testi (KDDT)

GSBL varliginin fenotipik dogrulamasi i¢in MHAda klavulanik asitli (10 pg)
ya da klavulanik asitsiz sefotaksim (30 pg) veya seftazidim (30 pg) disklerinin
kullanim1 6nerilmektedir. Sefalosporin diski ve sefalosporin/klavulanik asit diski
inhibisyon zonu ¢aplar1 arasinda >5 mm’lik fark olmasi GSBL iiretimini
dogrulamaktadir (65). Bir diger yontemde de klavulanik asit i¢eren ve igermeyen
diskler etrafindaki inhibisyon zonlarin oranlanmasi ile 1.5 degerinin saptanmasi

GSBL aktivitesini gosterir (64,66).
2.14.1.2.2. Broth Mikrodiliisyon

Fenotipik dogrulama broth mikrodiliisyon testi; seftazidim (0.25-128 pg/ml),
seftazidim/klavulanik asit (0.25/4-128/4 pg/ml), sefotaksim (0.25-64 pg/ml) ve
sefotaksim/klavulanik asit (0.25/4-64/4 pg/ml) kullanilarak yapilir. Sefalosporin
/klavulanik asit kombinasyonu ile yapilan sadece sefalosporinle yapilan teste gore
MIK degerinde >3 diliisyonluk azalma fenotipik olarak GSBL varligm
dogrular (65).

Tarama ve fenotipik dogrulama testlerinde kalite kontrol icin GSBL
tiretmeyen E.coli ATCC (American Type Culture Collection) 25922 ve GSBL iireten
K. pneumoniae ATCC 700603 kullanilmalidir.
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GSBL saptanmasinda kullanilan diger metodlar; iso-sensitest agarda

sefalosporin/klavulanik asit kombinasyon diskleri (67), klavulanik asit eklenmis agar
(68), disk replasman yontemi (69), tic-boyutlu test (70), E test yontemi (68,71,72),

otomotize sistemler (73) ve molekiiler saptama yontemleridir (4,74). GSBL’lerin

tanimlanmasinda kullanilan yontemler, olumlu ve olumsuz o6zellikleri Tablo 5’te,

GSBL’lerin tanimlanmasinda kullanilan molekiiler yontemler, olumlu ve olumsuz

Ozellikleri ise Tablo 6’da gosterilmistir.

Tablo 5. GSBL’lerin tanimlanmasinda kullanilan yontemler, olumlu ve olumsuz 6zellikleri (75)

Yontemler

Olumlu Ozellikleri

Olumsuz Ozellikleri

Standart CLSI* Kriterleri
(Antibiyotik duyarlilik testleri)

Kullanim1 kolay, her

laboratuvarda uygulanabilir

GSBL’ler her zaman direngli
olmayabilir

CLSI GSBL** dogrulama testi

Kullanim1 ve yorumu kolay

Duyarlilik segilen oksiimino-

sefalosporinlere gore degisir

Cift disk sinerji testi

Kullanimi ve yorumu kolay

Uygulanan diskler arasindaki mesafe

standart degil

Ug boyutlu test

Duyarli, yorumu kolay

GSBL i¢in 6zgiil degil, emek yogun

E-test GSBL seritleri

Kullanimi kolay

Yorum her zaman kolay degil, ¢ift-

disk sinerji testi kadar duyarli degil

Vitek 2 GSBL testi***

Kullanimi1 ve yorumu kolay

Duyarlilig: diistik

*CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute
**GSBL: Genislemis spektrumlu beta laktamaz

***(bioMérieux, Fransa)
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Tablo 6. GSBL’lerin tanimlanmasinda kullanilan molekiiler yontemler, olumlu ve olumsuz

szellikleri (75)

Molekiiler Yontem

Olumlu Ozellikleri

Olumsuz Ozellikleri

DNA Problari

Gen ailesi i¢in 0zgiil

(6rn; TEM veya SHV)

Emek yogun, genislemis spektrumlu
olanlar1 olmayanlardan ayiramaz,
TEM veya SHV tiirevlerini ayirt
etmez

PZR (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu)

Kolay uygulanir, gen ailesi
i¢in Ozgiildiir

(6rn; TEM veya SHV)

Genislemis spektrumlu olanlar1
olmayanlardan ayiramaz, TEM veya
SHV tiirevlerini ayirt etmez

Oligotiplendirme

Ozgiil TEM tiirlerini saptar

Ozgiil oligoniikleotid problar
gerektirir, emek yogundur, yeni
tiirevleri saptayamaz

PZR- RFLP (Restriction
Fragment Length
Polymorphism)

Kolay uygulanir,
niikleotidlerdeki 6zgiil
degisiklikleri saptayabilir

Saptanabilmesi i¢in niikleotid
degisikliklerinin restriksiyon
bolgesinde degisime yol agmasi
gerekir

PZR- SSCP (Single-
Strand Conformational
Plymorphism)

Cesitli SHV tiirevlerini
ayirdedebilir

Ozel elektroforez kosullarmi
gerektirir

LCR

(Ligase Chain Reaction)

Cesitli SHV tiirevlerini
ayirdedebilir

Cok sayida oligoniikleotid primerine
gereksinim gosterir

Nikleotid dizi analizi

Altin standarttir, tiim tiirevleri

saptayabilir

Emek yogun, teknik olarak zor
olabilir, manuel yontemleri
yorumlamak gii¢ olabilir

CLSI’da rutin uygulamada GSBL saptanmasia gerek olmadigi, GSBL’nin

epidemiyolojik

olarak

incelenmek

igin veya

infeksiyon kontrolii amaciyla

tanimlanmasi Onerilmistir. Test sonuglari yorum yapmadan bildirilmelidir. Yani

GSBL saptansa bile beta laktam antibiyotiklere etken duyarli ise sonugta duyarli

olarak verilmelidir (65).
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2.14.2. MBL Tan1 Yontemleri

MBL’ler hareketli integronlarin yardimiyla Gram negatif bakteriler arasinda
yayilmaktadir. MBL iireten suslar aztreonam harig tiim beta laktamlara direnglidirler.
MBL iireten etkenle infekte hastalarin uygun tedavisi i¢in bu direncin tanimlanmasi
ve daha sonra da yayillmasinin kontrol edilebilmesi gerekmektedir. Ancak
giinimiizde MBL i¢in CLSI'nin 6nerdigi bir tarama testi bulunmamaktadir (76,77).
Modifiye Hodge testine ek olarak MBL aktivitesinin EDTA veya merkaptopropionik
asit (MPA) gibi metal selator ajanlarla bloke edilmesi esasina dayanan bircok MBL

tarama caligmalar1 yapilmistir (78).

2.14.2.1. Modifiye Hodge Test

Lee ve arkadaslar1 (76,77) MBL enzimini saptamak i¢in Hodge testini
modifiye ederek gelistirmislerdir. Bu test i¢in E. coli ATCC 25922 standart kokeni,
ertapenem diski (10 pg) veya meropenem diski (10 pg) ile test edilecek bakteri
kokeni gerekmektedir. Standart E.coli kokeni kiiltiir siispansiyonlar1 1/10 oraninda
Mueller-Hinton Broth (MHB) besiyeri ile seyreltildikten sonra MHA besiyerine
uygun sekilde ekilir. Plak kuruyunca ortasina ertapenem diski (10 pg) veya
meropenem diski (10 pg) yerlestirilir. Test edilecek kokenin 18-24 saatlik
kiiltiirtinden 10 ul’lik bir 6ze veya ekiivyon ile 3-5 koloni alinarak diskin kenarindan
disart dogru 20-25 mm uzunlugunda diiz bir ¢izgi seklinde ekilir ve plaklar etiivde
3542 °C’de 16-20 saat inkiibe edildikten sonra degerlendirilir. Inkiibasyon
sonrasinda inhibisyon zonunda yonca yapragi seklinde bozulmanin olmast MBL

pozitifligi olarak kabul edilir (65).
2.14.2.2. CDST

MBL saptanmasi calismalarinda imipenem ve seftazidim disklerinin EDTA,
MPA, merkapto asetik asit (SMA) emdirilmis disklerle yapilan CDST kullanilmistir.
Bu testler (78);

* IMP-EDTA CDST
* IMP-MPA CDST

« CAZ-MPA CDST
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* CAZ-SMA CDST
* IMP-EDTA-SMA CDST
2.14.2.3. E-test Yontemi

Imipenem ve seftazidime, EDTA ya da 2-MPA eklenerek E-test stripleri
gelistirilmistir. MHA’ya CLSI'nin Onerdigi sekilde test edilecek kokenlerin
besiyerindeki 24 saatlik kolonilerinden 4-5 koloni alimp MHB besiyerine ekilerek
37 °C’de 2-3 saat bekletilir. Bakteri siispansiyonlarinin bulanikligt MHB eklenerek
0.5 McFarland bulanikligina ayarlanarak ekiivyon yardimi ile MHA plaklarina
bakteri ekimi yapilir. On bes dakika kurumaya birakildiktan sonra plak yiizeylerine
bir tarafi imipenem (IP), diger tarafi imipenem ve EDTA (IPI) iceren E-test stripleri
yerlestirilir. 35 °C’de inkiibe edilir ve 16-18 saat sonra MIKp/ MIKp; degeri 8 veya
8’den biiylik ise ya da fantom zonunun goriilmesi MBL pozitifligi olarak

degerlendirilir (65,79).
2.14.2.4. Molekiiler Yontemler

Molekiiler yontemlerden en ¢ok kullanilanlar blot hibridizasyon, Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR), poliakrilamid jel elektroforezi, izoelektrik fokuslama ve
niikleotid sekans amplifikasyon yontemleridir (76).

Kombine disk difflizyon testi ve mikrodilusyon test MBL tanisinda kullanilan

diger yontemlerdir (79-82).
2.14.3. AmpC Beta Laktamaz Tan1 Yontemleri
2.14.3.1. indiiklenebilir AmpC Beta Laktamaz Tam Yéntemleri
2.14.3.1.1. Disk Indiiksiyon Testi (DIT)

IBL varhigi DIT ile gosterilebilir. Bu testte kuvvetli indiikleyiciler olan
sefoksitin veya imipenem diskleri, aztreonam veya igilincii kusak sefalosporin
diskleriyle aralarindaki mesafe 2 cm olacak sekilde yerlestirilir. Sefalosporin diskinin
zonunda indiikleyiciye bakan tarafta bir diizlesme olmasi, zayif indiikleyici
disklerdeki inhibisyon zonunun en az 4 mm’lik kiiciilmesi IBL varlig1 acisindan
pozitif olarak degerlendirilir (26,83-87).
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2.14.3.1.2. indiikleyici Ajanin Besiyerine Eklenmesi

Standart miktarda imipenem igeren ve imipenem igermeyen iki ayri besiyeri
alinir. Bu besiyerlerine sefotaksim veya diger uygun beta laktam antibiyotik diskleri
yerlestirilir. Imipenem igeren besiyerindeki inhibisyon ¢apmin imipenem icermeyene

kiyasla 3 mm veya daha dar olmas1 IBL varligin1 gésterir (83,85,86).
2.14.3.1.3. Molekiiler Yontemler

Fenotipik testler AmpC beta laktamaz varligin1 gosterseler bile iiretilen
AmpC beta laktamazin kromozomal ya da plazmid kdkenli oldugunu ayirt edemez.
Bu nedenle AmpC tipi beta laktamaz saptanmasinda altin standart PZR ve dizi
analizidir (26).

Kantitatif gercek zamanli PZR yontemi ile de P.aeruginosa’da antibiyotik
direng geni ekspresyonu analizi yapilabilir (88).

2.14.3.2. Plazmid Kaynakhh AmpC Beta Laktamaz Tam Yontemleri
2.14.3.2.1. U¢ boyutlu Test Yontemi

Bulanikligi 0.5 McFarland olarak ayarlanmis standart E.coli kokeni kiiltiir
siispansiyonu uygun sekilde MHA ylizeyine ekilir. Plak kuruyunca ortasina 30 ug’lik
sefoksitin diski yerlestirilir. Diskin dis kenarinin 5 mm uzagindan steril bir bistiiri
ile petrinin dis kenarina kadar besiyeri kesilir. Bu bosluga AmpC beta laktamaz
enzimi aranan susun enzim ekstraksiyonu konularak sefoksitin zon ¢apindaki daralma
degerlendirilir (87).

2.14.3.2.2. Kloksasilin Inhibisyon Testi

Kloksasilin, AmpC beta laktamaz inhibisyonu yapar. Bu etkisinden dolay1
kloksasilin 250 pg/ml olacak sekilde MHA besiyerine eklenir. Kokenlerin kiiltiir
stispansiyonu 0.5 McFarland bulanikliginda ayarlanir. Bu silispansiyon kloksasilinli
ve kloksasilinsiz MHA besiyeri yiizeyine uygun sekilde yayilir. Besiyeri yilizeyi
kuruduktan sonra sonra ortasina {igiincli kusak sefalosporin diski konulur. 37 °C’de
bir gece inkiibasyondan sonra zon ¢aplar1 degerlendirilir. Ayn1 kokenin kloksasilinsiz

besiyerindeki iiclincli kusak sefalosporin diskinin zon c¢ap1, kloksasilinli
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besiyerindekine oranla 10 mm veya daha fazla artis gostermisse sonug AmpC beta

laktamaz pozitif olarak kabul edilir (89).
2.14.3.2.3. Sefoksitin Agar Besiyeri Yontemi

Uc boyutlu test ydntemine benzer fakat disk yerine denenecek bakterinin
duyarli oldugu konsantrasyon sinirlari i¢inde ¢ift kat seri sulandirimla hazirlanmig
sefoksitin siispansiyonu (2, 4, 6, 8, 16 pg/ml) MHA besiyerine katilir. Daha sonra
besiyerinde agilan kuyucuga bakterinin enzim ekstraksiyonu konur. Kuyucugun
cevresinde normalde iirememesi gereken sefoksitine duyarli standart E.coli

kokeninin tiremesi esasina dayanarak yapilir (87).
2.14.3.2.4. Boronik Asit Inhibisyon Testi

Boronik asit ve tiirevleri de uzun siiredir AmpC beta laktamaz inhibitori
olarak kullanilmaktadir. Boronik asit ve tiirevleri ya dogrudan beta laktam disklerine
ya da bos disklere damlatilarak uygulanmaktadir. Kombine disklerle olusan
inhibisyon zonunun boronik asit icermeyen disk zonlarina gére 5 mm artmasi pozitif
test kriteridir. Boronik asit tiirevleri ayrica AmpC beta laktamaz iireten tiirlerde

GSBL saptanmast i¢in de kullanilmaktadir (26).
2.14.3.2.5. Molekiiler Yontemler

Uretilen AmpC beta laktamazin kesin olarak kromozomal ya da plazmid
kokenli oldugunu ve plazmid kokenli ise AmpC beta laktamazlardan hangisini

tirettigini saptamak i¢in PZR ve dizi analizi yapilmalidir (26,90).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Bakteri Kokenleri

Haziran 2011-Eyliil 2012 tarihleri arasinda Mustafa Kemal Universitesi
Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gonderilen
klinik 6rneklerden (idrar, yara, bronkoalveolar lavaj, balgam, trakeal aspirat, plevral

s1v1, kan) izole edilen 100 Pseudomonas aeruginosa kokeni ¢alismaya dahil edildi.

Antibiyotik duyarliliklart Vitek 2 otomatize sistemi (bioMérieux, Fransa) ile
saptanmig olan bu P.aeruginosa kokenleri saf koloniler seklinde izole edildikten
sonra %20 gliserin iceren Tryptic Soy Broth (TSB) (Merck, Almanya) besiyerine
ekilerek -70 °C’de saklandi. Calisilacagi zaman kokenler EMB (bioMérieux, Fransa)

ve Kanli Agar (bioMérieux, Fransa) besiyerine pasajlart yapildi.

3.2. Bakterilerin Klinik Orneklerden izolasyonu, Tamimlanmasi ve

Antibiyotik Duyarhhklarinin Belirlenmesi

P.aeruginosa kokenlerinin tanimlanmasinda EMB ve kanli agar besiyerinde
karakteristik koloni gériiniimii, %5 koyun kanli beyin kalp inflizyon agarda beta
hemolitik koloni goriintimii, karakteristik kokusu, hareketli olmasi, oksidaz
enziminin varligi, 42 °C’de tlireme, lizin dekarboksilaz enziminin olmamasi, glukozu,
laktoz ve sukrozu fermente etmemesi ile MHA (bioMérieux, Fransa) besiyerinde
yesilimsi renk degisikligi yapmasi Ozellikleri arastirildi. Gerektiginde kokenlerin
tanimlanmas1 Vitek 2 otomatize sistemi ile dogrulandi. Tiim kdkenlerin amikasin,

gentamisin, siprofloksasin, levofloksasin, seftazidim, sefepim, imipenem,
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meropenem, piperasilin ve piperasilin/tazobaktama karsi1 duyarhiliklar1 da Vitek 2
otomatize sistemi ile belirlendi. AmpC tipi beta laktamaz tespiti i¢in yapilan DIT
sirasinda  aztreonam diskinin inhibisyon zonu olgildii ve bu Ol¢iimler CLSI

kriterlerine gore degerlendirilerek aztreonam duyarlilig: tespit edildi (65).

3.3. Calismada Kullamilan Materyaller
3.3.1. Kanh Agar

Ticari olarak temin edilen toz haldeki besiyerinden 40 g tartilip 1000 ml
distile suda c¢oziildikten sonra, 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi. Yaklasik
50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra 50 ml koyun kani eklenerek besiyeri 9 cm
capindaki steril petrilere her petride 20 ml besiyeri olacak sekilde dagitildi.

3.3.2. Eosin Methylene Blue Agar

Ticari olarak temin edilen toz haldeki besiyerinden 36 g tartilip 1000 ml
distile suda c¢ozildiikkten sonra, 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi. Yaklasik
50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra besiyeri 9 cm capindaki steril petrilere her

petride 20 ml besiyeri olacak sekilde dagitildi.
3.3.3. Mueller-Hinton Agar

Ticari olarak temin edilen toz haldeki besiyerinden 38 g tartilip, 1000 ml
distile suda c¢oziildiikten sonra, 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi. Yaklasik
50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra besiyeri 9 cm c¢apindaki steril petrilere her
petride 20 ml besiyeri olacak sekilde dagitildi.

3.3.4. Mueller-Hinton Broth (Merck, Almanya)

Ticari olarak temin edilen toz haldeki besiyerinden 21 g tartilip 1000 ml
distile suda c¢oziildiikten sonra, 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi. Yaklasik
50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra steril cam tiiplere her tiipte 10 ml olacak sekilde
dagitild1.
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3.3.5. Tryptic Soy Broth

Ticari olarak temin edilen toz haldeki besiyerinden 30 g tartilip 1000 ml
distile suda c¢ozildiikten sonra, 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi. Yaklasik
50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra 200 ml gliserin eklendi. Steril ependorf tiiplere
her tiipte 1 ml olacak sekilde dagitildi.

3.3.6. Triple Sugar Iron Agar (Merck, Almanya)

Ticari olarak temin edilen toz haldeki besiyerinden 65 g tartilip 1000 ml
distile suda c¢oziildiikten sonra, 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi. Yaklasik
50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra steril cam tiiplere tiipler yaklasik 45°’lik ag1
yapacak sekilde yerlestirilerek her tiipe 10 ml besiyeri dagitildu.

3.3.7. SIM Besiyeri (Merck, Almanya)

Ticari olarak temin edilen besiyerinden 30 g tartilip 1000 ml distile suda
¢oziildiikten sonra, 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi. Yaklasik 50 °C’ye kadar

sogutulduktan sonra steril cam tiiplere her tiipte 10 ml olacak sekilde dagitildi.
3.3.8. Lysine Iron Agar (Merck, Almanya)

Ticari olarak temin edilen besiyerinden 32 g tartilip 1000 ml distile suda
coziildiikten sonra, 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi. Yaklasik 50 °C’ye kadar
sogutulduktan sonra steril cam tiiplere tiipler yaklagik 45°’lik a¢1 yapacak sekilde
yerlestirilerek her tiipe 10 ml besiyeri dagitild.

3.3.9. Beyin Kalp Infiizyon Agar (Merck, Almanya)

Ticari olarak temin edilen toz haldeki besiyerinden 52 g tartilip 1000 ml
distile suda c¢oziildikten sonra, 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi. Yaklasik
50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra 50 ml koyun kani eklenerek besiyeri 9 cm
capindaki steril petrilere her petride 20 ml besiyeri olacak sekilde dagitildi.

3.3.10. Fosfat Tamponlu Su (FTS)

Tamponu hazirlamak i¢in 8 g NaCl (Merck, Almanya), 0.2 g KCI (Merck,
Almanya), 0.24 g KH,PO, (Merck, Almanya) ve 1.44 g Na,HPO, (Merck, Almanya)

tartilip bir balon jojeye konuldu ve soliisyon 1000 ml’ye tamamlanacak sekilde balon
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jojeye distile su eklendi. Kimyasal maddeler distile su i¢inde ¢oziildiikten sonra pH
7.4’e ayarlandi. Soliisyon 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi ve kullanilincaya
kadar +4 °C’de saklandi.

3.3.11. Oksidaz Ayiraci

N,N,N',N'-Tetrametil-1,4-fenilen diamin dihidrokloriir (Merck, Almanya)’den
0,05 g tartilip 151k gecirmeyen bir kaba alind1 ve tizerine 5 ml distile su eklenerek

%1°lik sitokrom oksidaz ayiraci soliisyonu hazirlandi.
3.3.12. Agaroz Jel

Agaroz jelin hazirlanmasinda Tris/Borate/EDTA (TBE) (Fermentas, ABD)
tamponu kullanildi. TBE (10X) soliisyonundan 0.5X TBE olacak sekilde distile su ile
diliie edildi. 2 g agaroz (Sigma, ABD) tartilarak 100 mI’lik bir erlenmayere konuldu,
100 ml 0.5X TBE tamponu eklendi (% 2’lik agaroz). Mikrodalga firinda 2 dakika
kaynatildi. 10 mg/ml’lik etiidyum bromid (Merck, Almanya)’den 10 ul ilave edildi.
Elektroforez taraklari jel dokme kabina, tabanda 1 mm bosluk kalacak sekilde
ayarlanarak yerlestirildi. Yaklagik 60 °C’ye kadar sogutulan agaroz jel, jel kabina
dokiilip donmasi igin oda sicakliginda 30 dakika bekletildi. Taraklar dikkatlice
cikartilarak jel kullanima hazir hale getirildi.

3.4. Metod
3.4.1. GSBL Kombine Disk Dogrulama Testi

Calismaya dahil edilen P.aeruginosa kokenleri -70 °C’den ¢ikarilarak, EMB
besiyerine pasajlandi. 37 °C’de etiivde inkiibe edildi, inkiibasyon sonrasinda
P.aeruginosa kokenlerinin EMB besiyerindeki 24 saatlik kolonilerinden 4-5 koloni
almip MHB besiyerine ekilerek 37 °C’de 3 saat bekletildi. Bakteri siispansiyonlari
0.5 McFarland bulanikligimma ayarlanarak ekiivyon yardimi ile kokenler MHA
besiyerine uygun sekilde ekildi ve besiyeri yiizeyi kuruduktan sonra diskler besiyeri
tizerine konuldu. Bir besiyeri iizerine seftazidim (30 pg)/ klavulanik asit (10 pg)
(Bioanalyse, Tiirkiye) iceren kombinasyon diski ve klavulanik asit icermeyen
seftazidim (30 pg) (Bioanalyse, Tiirkiye) diski yerlestirildi. Bir giinliik

inkiibasyondan sonra inhibisyon zonlar1 o6lgiildii. Kombinasyon disklerinin
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inhibisyon zon ¢apinin sadece seftazidim igeren disklerin inhibisyon zon g¢apindan
>5 mm genisleme gostermesi veya kombinasyon disklerinin inhibisyon zonunun
sadece seftazidim iceren disklerin inhibisyon zonuna orami >1.5 olarak tespit
edilmesi GSBL pozitif olarak kabul edildi (Resim 2). GSBL tarama ve dogrulama
testlerinde GSBL pozitif kontrol kokeni olarak K.pneumoniae ATCC 700603 ve
GSBL negatif kontrol kokeni olarak E. coli ATCC 25922 kullanildu.

GSBL pozitif GSBL negatif

Resim 2. Seftazidim ve seftazidim/klavulanik asit kombine disk dogrulama testi

3.4.2. MBL Varhginin E-Test Yontemi ile Arastirilmasi

P.aeruginosa kokenlerinde MBL varliginin aragtirilmasi i¢in E-test yontemi
kullanilmigtir. P.aeroginosa kokenlerinin kanli agar besiyerindeki 24 saatlik
kolonilerinden 4-5 koloni alinipp MHB besiyerine ekilerek 37 °C’de 3 saat bekletildi.
Bakteri siispansiyonlarinin bulanikligt MHB eklenerek 0.5 McFarland bulanikligina
ayarlanarak ekiivyon yardimi ile MHA plaklarina yayildi. Onbes dakika kurumaya
birakildiktan sonra iizerlerine bir tarafi imipenem (IP) (4-256 pg/ml), diger tarafi
imipenem (1-64 pg/ml) ve EDTA (IPI) igeren E-test (bioMérieux, Fransa) seritleri
yerlestirildi. 37 °C’de 16-20 saat inkiibe edildikten sonra MIK degerleri belirlendi.
MIKp/ MIK p; degeri 8 veya 8’den biiyiik ise ya da fantom zonunun goriilmesi MBL
pozitif olarak degerlendirildi (Resim 3).
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MBL negatif MBL pozitif

Resim 3. Metallo beta laktamaz varliginin E-test yontemiyle saptanmast

3.4.3. AmpC Tipi Beta Laktamaz Varhgmmn Disk Indiiksiyon Testi ile

Arastirilmasi

AmpC tipi beta laktamazin tanimlanmasi sefoksitine diren¢ ve disk
indiiksiyon testiyle yapildi. P.aeruginosa kokenlerinin kanli agar besiyerindeki
24 saatlik kolonilerinden 4-5 koloni alinip MHB besiyerine ekilerek 37 °C’de 3 saat
bekletildi. Bakteri silispansiyonlarinin bulaniklignt MHB eklenerek 0.5 McFarland
bulanikligina ayarlanarak ekiivyon yardimi ile MHA plaklarina yayildi. MHA’nin
lizerine ortada giiglii indiikleyici olarak sefoksitin (30 pg) diski, bundan 25 mm
uzaklikta olacak sekilde seftazidim (30 pg), sefotaksim (30 ug), aztreonam (30 ug)
ve imipenem (10 pg) diskleri (Bioanalyse, Tiirkiye) yerlestirildi. Disk indiiksiyon
testinde aztreonam ve genis spektrumlu sefalosporinlerin, sefoksitin veya imipenem
gibi giiclii indiikleyicilere bakan yiizlerinde bir diizlesme olmasi, zayif indiikleyici
disklerdeki inhibisyon zonunun en az 4 mm’lik kii¢iilmesi indiiklenebilir AmpC tipi
beta laktamaz varligi agisindan pozitif olarak degerlendirildi (Resim 4). Genis
spektrumlu sefalosporinlere, aztreonama, sefoksitine direngli, imipeneme duyarl
bakteriler konstitiitif (indiiklenemeyen-stabil dereprese mutant) AmpC tipi beta
laktamaz pozitif olarak degerlendirildi (Resim 5).
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AmpC Beta

Laktamaz

AmpC Beta
Laktamaz

(8]

Resim 4. AmpC beta laktamaz varliginin disk indiiksiyon testi ile saptanmasi

Konstitiitif AmpC
Tipi Beta Laktamaz

Resim 5. Konstitiitif (indiiklenemeyen-stabil dereprese mutant) AmpC tipi beta laktamaz
pozitif kdken
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3.4.4. PZR Yontemi ile AmpC Geni Varhgimin Arastirilmasi
3.4.4.1. DNA Izolasyonu
Bakterilerin DNA izolasyonu ticari olarak temin edilen DNA ekstraksiyon

kiti (Roche, Almanya) ile tireticisinin tarifine uygun olarak yapildi.

DNA ekstraksiyon Kitinin igerigi:

Doku lizis tamponu, 20 ml

Baglama tamponu, 20 ml

Proteinaz K

Inhibitor uzaklastirict tampon, 33 ml
Yikama tamponu, 20 ml

Eliisyon tamponu, 40 ml

Filtreli tiipler (100 adet)

Toplama tiipleri (2 ml’lik 400 adet)

O N o a A~ w Db -

DNA izolasyonuna EMB besiyerinde saf olarak tireyen bakterilerden 5 koloni
almarak 200 pl FTS icinde silispanse edilerek baslandi. Siispansiyon 3000 rpm’de
5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi iistteki sivi dokiildii. Eppendorf tiiplerdeki
pellet iizerine 200 pl FTS eklenip siispanse edildi. Uzerine 5 ul lizozim (Merck,
Almanya) enzimi eklenerek 1s1 blogunda 37 °C’de 15 dakika inkiibe edildi.
Stispansiyona 200 pl baglama tamponu ve sonrasinda 40 pl proteinaz K eklendi. Is1
blogunda 70 °C’de 10 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi tiiplere 100 pl
izopropanol (Sigma, ABD) eklendi ve siispanse edildi. Siispansiyon filtreli toplama
tiiplerine aktarilarak 8000 rpm’de 1 dakika santrifij edildi ve toplama tiipleri
yenileriyle degistirildi. Filtreli toplama tiiplerine 500 pl inhibitor uzaklastirict
tampon eklenerek 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi ve toplama tiipleri
yenileriyle degistirildi. Filtreli toplama tiiplerine 500 ul yitkama tamponu eklenerek
8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi ve toplama tiipleri yenileriyle degistirildi.
Filtreli toplama tiiplerine tekrar 500 pl yikama tamponu eklenerek 8000 rpm’de
1 dakika santrifiij edildi ve toplama tiipleri yenileriyle degistirildikten sonra
13000 rpm’de 10 saniye santrifiij edildi. Toplama tiipleri, ependorf tiiplerle
degistirilerek filtre lizerine 70 °C’ye 1sitilmig 200 pl eliisyon tamponu eklendi.

Filtreli ependorf tlipler 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi ve filtreler atildi.
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Ependorf tiiplerde eliisyon tamponu ile silispanse halde olan DNA -20 °C’de

kullanilincaya kadar saklandi.
3.4.4.2. AmpC Genlerinin Amplifikasyonu

AmpC genlerinin amplifikasyonu Dumas ve ark. (88)’larinin makalelerinde

belirttigi primer (Tablo 7) kullanilarak PZR yontemiyle yapildi.

Tablo 7. Kullanilan Primer

Primer Oligoniikleotid Dizisi Uriin Biiyiikliigii (bp)

AmpCl1l | 5’-CGGCTCGGTGAGCAAGACCTTC-3’
218
AmpC2 | 5’-AGTCGCGGATCTGTGCCTGGTC-3’

PZR karigmi 25 pl total hacimde 2.5 pl Tag tamponu (10X) (Fermantas,
ABD), 1.5 ul MgCl; (25 mM) (Fermantas, ABD), 1 ul ANTP (10mM) (Fermantas,
ABD), her bir primerden 0.5 pl (50 pmol) ve 2 ul kalip DNA olacak sekilde
hazirlandi. PZR islemi Techne Flexigene Thermal Cycler (Techne Flexigene,
Ingiltere) cihazinda gergeklestirildi. On denatiirasyon (94 °C’de 4 dakika) asamasini
takiben 0.25 ul Taq polimeraz (5U/ul ) (Fermantas, ABD) eklendi. Sonrasinda
toplam 30 siklus olacak sekilde 94 °C’de 1 dakika denatiirasyon, 57 °C’de 45 saniye
baglanma ve 72 °C’de 45 saniye uzama olarak gergeklestirildi. Son siklusu takiben

72 °C’de 10 dakika son uzama islemi yapildi.
3.4.4.3. Amplifiye Edilen Gen Uriiniiniin Gosterilmesi

Amplifiye edilen PZR iriinleri negatif kontrol ve DNA marker (50 bp)
(Fermantas, ABD) ile birlikte, elektroforez tankinda (Wealtec, Elite 300 Plus, ABD)
bulunan 0.5X TBE tamponu igindeki %2’lik agoroz jele 10 pl PZR iiriinii, 3pul
yiikkleme boyasi (6X) (Fermantas, ABD) ile karistirilarak yiiklendi. 150 Volt’da 30
dakikalik elektroforez isleminden sonra goriintiileme cihazinda (Wealtec Dolphin-
View, ABD) incelendi ve 218 bp’lik gen iriinlerinin varhigi yoniinden
degerlendirildi (Resim 6).
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AmpC DNA  Negatif
218 bp Marker Kontrol

Resim 6. Elde edilen PZR iiriinlerinin agaroz jeldeki goriintiileri

3.5. istatistiksel Analiz

Veriler SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 16.0 paket programi
(Chicago, ABD) kullanilarak analiz edildi. Verilerin sunumunda frekans ve yiizde
dagilimlar1 kullanildi. Testlerin birbiriyle karsilastirilmasinda ki-kare testi kullanildi.

Istatistiksel onemlilik diizeyi 0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen P.aeruginosa kokenlerinin izole edildigi 6rneklerin
30’unun (%30) Yogun Bakim Uniteleri, 14 iiniin (%14) Ortopedi ve Travmatoloji,
10’unun (%10) Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji, sekizinin (%8)
Plastik ve Rekonstriiktif Cerrahi, sekizinin (%8) Gogiis Hastaliklari, altisinin (%6)
Dahiliye, besinin (%5) Dermatoloji, dordiiniin (%4) Cocuk Sagligi ve Hastaliklari,
dordiiniin (%4) Kadin Hastaliklar1 ve Dogum, ikisinin (%2) Acil Servis, ikisinin
(%2) Beyin Cerrahisi, ikisinin (%2) Genel Cerrahi, ikisinin (%2) Gz Hastaliklari,
birinin (%1) Kalp-Damar Cerrahisi, birinin (%1) Néroloji ve birinin de (%1) Uroloji
Kliniklerinden gonderildigi tespit edildi (Grafik 1).

Say1

@ Yogun Bakim Uniteleri

B Ortopedi ve Travmatoloji

O Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji
0O Plastik ve Rekonstriktif Cerrahi
W Gogus Hastaliklar

@ Dahiliye

B Dermatoloji

0O Cocuk Saghg! ve Hastaliklan
W Kadin Hastaliklari ve Dogum
B Acil Servis

O Beyin Cerrahisi

@ Genel Cerrahi

W Goz Hastaliklar

W Kalp-Damar Cerrahisi

B Noroloji

® Uroloji

Klinikler

Grafik 1. Kokenlerin izole edildigi 6rneklerin gonderildigi klinikler
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Kokenlerin 47’sinin (%47) yara, 19’unun (%19) balgam, 18’inin (%18) idrar,
altisinin (%6) kan, yine altistnin (%6) trakeal aspirat, tigliniin (%3) bronkoalveolar
lavaj ve birinin (%1) de plevral sivi orneklerinden izole edildigi tespit edildi
(Grafik 2).

@ Yara
@ Balgam
Oidrar
47
O Kan

B Trakeal Aspirat

@ Bronkoalveolar Lavaj

M Plevral Sivi

Grafik 2. Caligmada degerlendirilen 6rneklerin dagilimi

Calisilan kokenlerin en duyarli oldugu antibiyotikler imipenem (%89),
amikasin (%87), meropenem (%86), gentamisin (%84) ve siprofloksasin (%84)
olarak  saptandi.  Kokenlerin en  direngli  oldugu antibiyotikler ise
piperasilin/tazobaktam (%35), sefepim (%26), levofloksasin (%26), seftazidim
(%25) ve piperasilin (%21) olarak belirlendi. Kokenlerin antibiyotiklere direng ve

duyarlilik oranlar1 Grafik 3’°te gosterilmistir.
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[ DUYARLI
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IPM AK MEM GN CIP PIP CAZ LEV FEP TZP
Antibiyotikler

IPM: Imipenem, AK: Amikasin, MEM: Meropenem, GN: Gentamisin, CIP: Siprofloksasin,
PIP: Piperasilin, CAZ: Seftazidim, LEV: Levofloksasin, FEP: Sefepim,
TZP: Piperasilin/tazobaktam.

Grafik 3. Kokenlerin antibiyotiklere direng ve duyarlilik oranlari

Kokenlerin otomatize sistem ile belirlenen 10 antibiyotik icin MIK degerleri
Tablo 8’de sunuldu. Bu sonuglara gore MiKs degerleri (bakterilerin en az %50 sine
etkili olabilmek igin gereken MIK degeri) duyarlilik smir1 iginde kalan antibiyotikler
amikasin, gentamisin, siprofloksasin, levofloksasin, seftazidim, sefepim, imipenem,
meropenem, piperasilin ve piperasilin/tazobaktamdi. MiKgq degerleri (bakterilerin en
az %90’1na etkili olabilmek icin gereken MIK degeri) duyarlilik sinir1 i¢inde kalan
hicbir antibiyotik saptanmadi.
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Tablo 8. P.aeruginosa kokenlerine karst 10 antibiyotigin pg/ml cinsinden minimum
inhibitor konsantrasyonu (MIK) degerleri (n=100)

< Orta . .
Antibiyotik Sinir degerler MIK MiKen MiKes Duyarli Duyarl: Direngli
1%k 0
Aralig n%) |, %) " (%)
Amikasin =16 -=64 <2-264 <2 | 32 [87(%87)] 5(%5) | 8 (%8)
Gentamisin =4-=16 <1-216 =1 8 |84(%84)| 8(%8) | 8(%8)
- - 0, 0, 0
Siprofloksasin <l -24 <025->4 | <025 | =>4 |84(%84)| 2(%2) |14 (%14)
Levofloksasin <2-28 <0.12-=8 1 >8 |74 (%74) |10 (%10) | 16 (%16)
Seftazidim =8 -232 <1->64 4 | =64 |75 (%75)|10 (%10) | 15 (%15)
Sefepim <8-2>32 <1->64 2 32 74 (%74) |14 (%14) | 12 (%12)
imi <4->16 <0.25->16 2 8 89 (%89) | 4 (%4) 7 (%7)
mipenem
- - 0, 0, 0
Meropenem <4-216 <0.25->16 | 05 | >16 |86 (%86)| 3(%3) |11 (%1l)
Piperasilin <64-2128 <4 -=128 16 | >128 |79 (%79)| 0(%0) |21 (%21)
TZP* <64/4 - >128/4 | <4/4 - >128/4 8/4 | >128/4 |65 (%65) |16 (%16) | 19 (%19)

*TZP: Piperasilin/tazobaktam

**Bizim ¢alismamizdaki kokenlerin MIK aralig

Seftazidim-seftazidim/klavulanik asit (CAZ/CZC) KDDT ile dort (%4) kdken

GSBL pozitif olarak belirlendi. Bu kokenlerin E-test ile MBL negatif oldugu tespit
edildi. Bu GSBL pozitif kdkenlerin DIT ile iiciiniin AmpC beta laktamaz negatif ve
birinin de konstitiitif (indiikklenemeyen-stabil dereprese mutant) AmpC tipi beta
laktamaz pozitif oldugu tespit edildi. Yine bu GSBL pozitif kdkenlerin tamaminda
PZR yontemiyle AmpC geni pozitif olarak saptandi.

Antibiyotik duyarliliklar1 ile GSBL varligi karsilastirildiginda; GSBL pozitif
olan kokenlerin amikasine, gentamisine, siprofloksasine, seftazidime, sefepime ve
oldugu (p<0.05),

imipeneme, meropeneme ve piperasiline kars1 direngli olmasinda istatistiksel olarak

piperasilin/tazobaktama kars1t daha direngli levofloksasine,

onemli bir fark olmadigi (p>0.05) saptandi (Tablo 9).
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Tablo 9. CAZ/CZC KDDT ile saptanan GSBL varlig1 ve antibiyotiklere kars1 duyarlilik

arasindaki iligki

CAZ/CZC KDDT* ile
saptanan GSBL** varlig1
Antibiyotik duyarlilik durumu Negalif Pozitit TOPLAM P
n (%) n (%)
Direngli 10 (%10) 3 (%3) 13
Amikasin 0.007***
Duyarl1 86 (%86) 1(%1) 87
Direngli 13 (%13) 3 (%3) 16
Gentamisin 0.012%==
Duyarli 83 (%83) 1(%1) 84
Direngli 13 (%13) 3 (%3) 16
Siprofloksasin 0.012***
Duyarli 83 (%83) 1 (%1) 84
L evofloksasin Direngli 23 (%23) 3 (%3) 26 A
Duyarli 73 (%73) 1(%1) 74
Direngli 21 (%21) 4 (%4) 25
Seftazidim 0.003**
Duyarli 75 (%75) 0 (%0) 75
Direngli 22 (%22) 4 (%4) 26
Sefepim 0.004***
Duyarli 74 (%74) 0 (%0) 74
. Direngli 10 (%10) 1(%1) 11
Imipenem 0.377*%**
Duyarli 86 (%86) 3 (%3) 89
Direngli 13 (%13) 1(%1) 14
Meropenem 0.458%
P Duyarli | 83 (%84) 3 (%3) 86
. o Direngli 21 (%21) 0(%0) 21
Piperasilin 0.576%%*
Duyarli 75 (%75) 4 (%4) 79
i ' 0 0
Piperasilin/Tazobaktam Direngli 31 (%31) 4 (%) 3 0.013%**
Duyarl 65 (%65) 0 (%0) 65

*Kombine disk dogrulama testi
***Fisher’in kesin ki-kare testi ile hesaplanmustir.

**Genislemis spektrumlu beta laktamaz
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E-test yontemi ile tiim Orneklerin sadece birinde (%1) MBL pozitif olarak
bulundu. Yani imipeneme direcli 11 P.aeruginosa kokeninden birinde (%9.09) MBL
pozitif olarak olarak saptandi MBL varlig1 ile antibiyotik duyarliliklar1 arasindaki
iliski istatistiksel olarak degerlendirilemedi. MBL pozitif olan bu kokenin;
amikasine, gentamisine, siprofloksasine, levofloksasine, seftazidime, sefepime,
imipeneme, meropeneme, piperasiline ve piperasilin/tazobaktama direngli,
aztreonama duyarli oldugu saptandi. Bu kokenin CAZ/CZC ile yapilan KDDT ile
GSBL negatif, DIT ile AmpC beta laktamaz negatif, PZR ile AmpC geni pozitif
olarak tespit edildi.

DIT ile 6rneklerin 73’iinde (%73) AmpC tipi beta laktamaz pozitif olarak
bulundu. Bunlarin sekizi konstitiitif (indiiklenemeyen-stabil dereprese mutant)

AmpC tipi beta laktamaz pozitif olarak degerlendirildi.

AmpC beta laktamaz enziminin etkiledigi antibiyotikler géz Oniine alinarak,
DIT yéntemiyle AmpC beta laktamaz pozitif olarak saptanan kokenler ile bu
kokenlerin antibiyotiklere karsi duyarhiliklart karsilastirildiginda (orta duyarli olan
kokenler direngli kabul edildi); AmpC beta laktamaz pozitif 60 (%60) koken
sefepime ve seftazidime duyarli olarak bulundu (p<0.05). AmpC beta laktamaz
pozitif 62  (%62) koken piperasiline  duyarli  olarak  bulunurken,
piperasilin/tazobaktama 51 (%51) koken duyarli olarak bulundu. AmpC beta
laktamaz pozitif olan 70 (%70) koken imipeneme, 69 (%69) koken meropeneme,
60 (%60) koken ise aztreonama karsi duyarli olarak bulundu (p<0.05). DIT
yontemiyle saptanan AmpC beta laktamaz varlig: ile antibiyotiklere kars1 duyarlilik

arasindaki iliski Tablo 10’da gosterilmistir.
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Tablo 10. DIT yéntemiyle saptanan AmpC beta laktamaz varlig: ile antibiyotiklere karsi

duyarlilik arasindaki iliski

DIT* yéntemiyle
saptanan AmpC beta
laktamaz varligi

Antibiyotik duyarlilik durumu TOPLAM P
Negatif Pozitif
n (%) n (%)

Direngli | 12 (%12) | 13 (%13) 25

Seftazidim 0.0067**
Duyarli | 15 (%15) | 60 (%60) 75
Direngli | 13 (%13) | 13 (%13) 26

Sefepim 0.002***
Duyarli | 14 (%14) | 60 (%60) 74

_ Direngli 8 (%8) 3 (%3) 11

Imipenem 0.001**
Duyarli | 19 (%19) | 70 (%70) 89
Direngli | 10 (%10) 4 (%4) 14

Meropenem 0.000"*
Duyarli | 17 (%17) | 69 (%69) 86

Piperasilin Direngli | 10 (%10) | 11 (%11) 21 017
Duyarli | 17 (%17) | 62(% 62) 79

Piperasilin/Tazobaktam Direncli | 13 (%13) | 22 (%22) 3 0.094%**
Duyarli | 14 (%14) | 51 (%51) 65
Direngli | 14 (%14) | 13 (%13) 27

Aztreonam 0.001***
Duyarli | 13 (%13) | 60 (%60) 73

*Disk indiiksiyon testi

**Fisher’in kesin ki-kare testi ile hesaplanmustir.
***Pearson ki-kare testi ile hesaplanmustir.

AmpC beta laktamaz enziminin etkiledigi antibiyotikler géz oniine alinarak,

PZR yontemiyle AmpC geni pozitif olarak saptanan kokenler ile bu kdkenlerin

antibiyotiklere kars1 duyarliliklar1 karsilastirildiginda (orta duyarli olan kokenler
direngli kabul edildi); AmpC geni pozitif 71 (%71) koken seftazidime ve
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70 (%70) koken sefepime duyarli olarak bulundu. AmpC geni pozitif 75 (%75) koken
piperasiline duyarli olarak bulunurken, piperasilin/tazobaktama 61 (%61) koken

duyarli olarak bulundu. AmpC geni pozitif olan 85 (%85) koken imipeneme, 82

(%82) koken meropeneme, 72 (%72) koken ise aztreonama karsi duyarli olarak

bulundu. PZR yontemiyle saptanan AmpC geni varligi ile antibiyotiklere karsi

duyarlilik arasindaki iliski Tablo 11°de sunulmustur.

Tablo 11. PZR yontemiyle saptanan AmpC geni varligi ile antibiyotiklere karsi duyarlilik
arasindaki iligki

PZR* yontemiyle
saptanan AmpC geni
varligi
Antibiyotik duyarlilik durumu TOPLAM P
Negatif Pozitif
n (%) n (%)
Direncli 0 (%0) 25 (%25) 25
Seftazidim 0.569**
Duyarl 4 (%4) 71 (%71) 75
Direncli 0 (%0) 26 (%26) 26
Sefepim 0.570**
Duyarl 4 (%4) 70 (%70) 74
. Direngli 0 (%0) 11 (%11) 11
Imipenem 1.000**
Duyarl 4 (%4) 85 (%85) 89
Direngli 0 (%0) 14 (%14) 14
Meropenem 1.000**
Duyarl 4 (%4) 82 (%82) 86
Piperasilin Direncli 0 (%0) 21 (%21) 21 0576w
Duyarli 4 (%4) 75 (%75) 79
Piperasilin/Tazobaktam Direngli 0 (%0) 35 (%35) 35 0.295%*
Duyarh 4 (%4) 61 (%61) 65
Direngli 3 (%3) 24 (%24) 27
Aztreonam 0.059**
Duyarh 1 (%1) 72 (%72) 73

*Polimeraz zincir reaksiyonu
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PZR ile kokenlerin 96’sinda (%96) AmpC geni pozitif olarak bulundu.
Bunlarm 73 tanesinde DIT ile de AmpC beta laktamaz pozitif olarak bulunmustu.
PZR yontemi ile saptanan AmpC geni varligi ve DIT ile saptanan AmpC beta
laktamaz varliginin karsilastirilmasi Tablo 12’de sunulmustur.

Tablo 12. PZR yontemi ile saptanan AmpC geni varhigi ve DIT ile saptanan AmpC beta
laktamaz varliginin karsilastirilmasi

PZR** ile AmpC geni

varligt
Testler ve yorumlari Negalif Pozitif TOPLAM P
n (%) n (%)
DIT* ile AmpC beta Negatif 4 (%4) 23 (%23) 27 -
laktamaz varhg: Pozitif | 0(%0) | 73(%73) | 73

*Disk indiiksiyon testi

**Polimeraz zincir reaksiyonu

***Fisher’in kesin ki-kare testi ile hesaplanmustir.

57




5. TARTISMA

P.aeruginosa tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de yiiksek ekonomik
maliyet ile ylksek morbidite ve mortalite oranlar1 ile seyreden hastane
infeksiyonlarinin 6nemli etkenlerinden biridir. P.aeruginosa zor ¢evre kosullarinda
treyebilen ve ¢esitli virulans faktorlerine sahip bir bakteridir. Ayrica hem dogal
olarak var olan hem de sonradan gelistirdigi diren¢ mekanizmalar1 ile coklu
antibiyotik direncinin gelistigi bir bakteri olarak da karsimiza ¢ikabilmektedir (91).
P.aeruginosa farkli gruptaki birgok antibiyotige diren¢ gostermektedir. Her
antibiyotik grubuna karsi diren¢ mekanizmasi farklidir. P.aeruginosa suslarinda
antibiyotik direng¢ gelisiminde en 6nemli mekanizma beta laktamaz iiretimidir. Bu

beta laktamazlar AmpC tipi beta laktamaz, GSBL ve karbapenemazlardir (92).

Direngli bakterilerin en fazla bulundugu hastane ortamlarindan birisi de
yogun bakim iiniteleridir. Ozellikle yogun bakim {initelerinde direngli bakterilere
bagli infeksiyonlar zamanla giderek artmaktadir. Bunun en Onemli sebebi
antibiyotiklerin  bilingsiz ~ sekilde asir1  olarak kullanilmasidir  (15,78,93).
Calismamizda P.aeruginosa kokenleri en sik yogun bakim {initelerinden izole
edilmigstir. Kokenlerin orneklere gore dagilimi incelendiginde en ¢ok yara, daha
sonra balgam ve idrar 6rneklerinden elde edildigi goriilmiistiir. Ulkemizde yapilan
bazi caligmalarda da P.aeruginosa en sik yogun bakim iinitesinden izole edilmis
olup, siklikla izole edildikleri klinik oOrnekler trakeal aspirat, idrar ve yara

kiiltirtidiir (44,78,94).
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Ulkemizde P.aeruginosa kokenlerinde yapilan calismalarda direng oranlar
imipeneme karsit %10-71, amikasine karst %4-46.4, meropeneme karsi %18-60,
gentamisine kars1 %14-75, siprofloksasine kars1 %13-52, piperasiline kars1 % 11-79,
seftazidime kars1 %16-70, levofloksasine kars1 %31-51, sefepime kars1 %17-87 ve
piperasilin/tazobaktama karst %8-97 arasinda saptanmistir  (95-109). Bu

caligsmalardaki ve bizim ¢alismamizdaki direng oranlar1 Tablo 13°te sunulmustur.

Tablo 13. Ulkemizde yapilan bazi ¢alismalarda P.aeruginosa suslarinin antibiyotiklere kars
direng oranlari (%)

Antibiyotikler*
Kaynak Yil
IPM | AK | MEM | GN CIP PIP | CAZ | LEV | FEP | TZP

Ozer ve ark. (95) 2006 48 44 44 56 28 56 48 TE** 48 44
Dogan ve ark. (96) 2010 31 13 TE 14 TE TE 36 31 36 TE
Oztiirk ve ark. (97) 2010 23 4 TE 25 14 28 23 TE 87 21
Aktepe ve ark. (98) 2010 | 26.8 | 49 26 16.3 | 333 TE 70 374 70 61.8
Arabaci ve

2010 | 185 | 241 TE 333 | 2738 TE 40.7 TE 40.7 | 204
Oldacay (99)
Ustiin (100) 2010 | TE 31 TE 61 35 58 55 TE 49 TE
Berktas ve ark. (101) 2011 60 9 TE 75 32 79 40 44 TE TE
Oztiirk ve ark. (102) 2011 18 7 TE 23 13 11 45 TE 60 8
Pakoz ve ark. (103) 2011 36 13 TE 23 TE TE 32 37 40 97
Tirk Dagi ve ark. (104) | 2011 30 18 TE 35 28 25 32 TE 41 18
Agca ve ark. (105) 2011 34 17 TE 49 52 TE 22 TE 36 20
Berktag ve ark. (106) 2011 71 11 60 71 38 74 47 51 76 66
Atilla ve ark. (107) 2012 | 43.6 | 46.4 TE 69.1 | 236 | 645 | 59.1 TE 53.6 | 33.6
Aktag ve ark. (108) 2012 10 5 TE TE 36 21 16 TE 17 14
Uzun ve ark. (109) 2012 18 12 18 23 36 TE 37 TE 51 41
Bizim Calismamiz 2012 11 13 14 16 16 21 25 26 26 35

* [PM: hnipenem, AK: Amikasin, MEM: Meropenem, GN: Gentamisin,
CIP: Siprofloksasin, PIP: Piperasilin, CAZ: Seftazidim, LEV: Levofloksasin,
FEP: Sefepim, TZP: Piperasilin/tazobaktam. **TE: Test edilmemis.
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Karbapenemler bakteriyel direngten en az etkilenen beta laktam antibiyotikler
olmustur. Bununla birlikte edinilmis karbapenemazlarin ¢ogunlukla Pseudomonas ve
Acinetobacter kokenlerinde bazen de Enterobacteriaceae’larda giderek artan
oranlarda oldugu belirtilmistir. Ancak bu enzimler hala nadirdir ve kemoterapide
yaygin kisitlamalara yol agmamistir. Yine de gelecekte daha biiyiik bir sorun haline
gelecekleri disiiniilmektedir (110). Bizim g¢alismamizda imipenem direnci %11
olarak bulunmugtur. Bu oran Aktas ve ark. (108)’nin tespit ettigi %10 oranindaki
dirence yakin olmasina ragmen Berktas ve ark. (106)’nin belirttigi %71 oranindaki
direncten ¢ok daha diisiiktiir. Calismamizda tespit ettigimiz %14 oranindaki
meropenem direnci bazi galismalarda (95,98,106,109) belirtilen %18-60 arasinda
degisen oranlardaki direncten daha diisliktiir. Yurtdisinda yapilan calismalarda
imipenem direnci %3.4-42.3 arasinda, meropenem direnci de %9.1-45.5 olarak
bildirilmigtir (111-115).

P.aeruginosa’da tedavi sirasinda g¢esitli mekanizmalara bagli olarak
kullanilan antibiyotige karsi direng gelismesi diger bakterilere kiyasla daha fazla
oldugundan tek ajanla tedavi basarisizlikla sonuglanmaktadir. Bu nedenle
antipsédomonal antibiyotikler genellikle bir aminoglikozid ile kombine edilerek
kullanilirlar. Amikasin, aminoglikozid modifiye edici enzimlerden daha az
etkilendigi i¢in Pseudomonas dahil Gram negatif bakteri infeksiyonlarinda grubunun
diger iiyelerine gore daha etkindir (116). Calismamizda tespit ettigimiz %13’likk
amikasin direnci, Pakoz ve ark. (103) ile Dogan ve ark. (96)’nin bildirdigi amikasin
direng orani ile aymidir. Ulkemizde yapilan bazi ¢aligmalarda amikasin direnci
%4-46.4 arasinda bildirilmistir (95-109). Gentamisin direnci c¢alismamizda %16,
tilkemizde yapilan diger ¢alismalarda %14-75 olarak tespit edilmistir (95-107,109).
Bu oranlar amikasine gore gentamisinin daha direngli oldugunu gostermektedir.
Yurtdisinda yapilan bazi ¢aligmalarda amikasin direnci %6.7-59.1 arasinda
saptanmugtir (112,114,115). Gentamisin direnci de %12.9-79.7 arasinda bildirilmistir
(114,115,117).

Kinolonlar da kombinasyon tedavisinde kullanilabilecegi gibi tek baslarina da
kullanilabilirler. Kinolonlar i¢inde grubun diger liyelerine kiyasla siprofloksasin,
P.aeruginosa ve diger hastane kokenli infeksiyonlarda daha etkin bir antibiyotiktir

(116). Siprofloksasin direnci ¢alismamizda %16, diger bazi ¢alismalarda %13-52
p g
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olarak tespit edilmistir (95,97-102,104-109). Levofloksasin direnci ise ¢alismamizda
%26, diger baz1 calismalarda %31-51 olarak tespit edilmistir (96,98,101,103,106).
Calismamiza goére hastanemizdeki levofloksasin direncinin, siprofloksasin direncine
kiyasla daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Yurtdisinda yapilan bazi1 ¢alismalarda
siprofloksasin direnci %11.3-80.3 arasinda saptanmustir (112,114,115,117).

Seftazidim  P.aeruginosa infeksiyonlarinda  ilk  tercih  edilecek
antibiyotiklerden birisidir. Seftazidim direnci g¢alismamizda %25, diger bazi
calismalarda %16-70 olarak tespit edilmistir (95-109). Calismamizdaki seftazidim
direnci, Oztiirk ve ark. (97)min bildirdigi %23 ile Agca ve ark. (105)nin bildirdigi
%22 oranlarina yakindir. Yurtdisinda yapilan bazi ¢alismalarda seftazidim direnci
%9.9-45.8 arasinda bildirilmistir (111,112,114,115,117).

Hastane kokenli Gram negatif basil infeksiyonlarinda tercih edilecek
antibiyotiklerden bir digeri de sefepimdir. Sefepim, iiclincli kusak sefalosporinlere
kiyasla AmpC tipi kromozomal beta laktamazlara kars1 daha stabildir. Bu nedenle
P.aeruginosa’ya karsi daha etkindir. Sefepim direnci ¢alismamizda %26, diger bazi
caligmalarda %17-87 olarak saptanmistir (95-100,102-109). Yurtdisinda yapilan bazi
caligmalarda sefepim direnci %11.2-48.9 arasinda bildirilmistir (111,114,117).

Piperasilin direnci ¢alismamizda %21, diger bazi ¢alismalarda %11-79 olarak
saptanmistir  (95,97,101,102,104,106-108).  Piperasilin/tazobaktam direnci de
calisgmamizda %35, diger bazi caligmalarda %8-97 olarak tespit edilmistir
(95,97-99,102-109). Yurtdisinda yapilan bazi caligmalarda piperasilin direnci
%12-86.2 arasinda saptanmustir (111,112,114,115). Piperasilin/tazobaktam direnci de
%9-56.8 arasinda bildirilmistir (114,115,117). Calismamizda beklenenin aksine
piperasilin  direncinin  piperasilin/tazobaktam direncinden daha az oldugu
saptanmistir. Bunun sebebinin AmpC beta laktamaz indiiksiyonunda beta laktamaz

inhibitorlerine kars1 direncin daha fazla olmasi olabilecegi diisiintilmiistiir.

Bizim g¢alismamizda elde ettigimiz diren¢ oranlarinin diger ¢aligsmalardaki
diren¢ oranlarindan genellikle daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Bu durumun
hastanemizin binasina yeni taginilmasindan, hastanemizde infeksiyon kontrol

programlarinin etkin bigimde uygulanmasindan ve etken bakterilerin antibiyotik
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duyarlhiliklarinin =~ belirlenerek  antibiyotik ~ kullanilmasindan  kaynaklandig:

distiniilmistiir.

Beta laktam antibiyotiklere direng ilk beta laktam antibiyotik olan penisilinin
gelistirilmesinden 6nce baslamistir (4). Gram negatif patojenlerde, beta laktamaz
tretimi beta laktam antibiyotik direncine yol acan en Onemli mekanizmadir.
Tanimlanmig 340 farkli beta laktamaz arasinda en Onemli enzim gruplarindan
plazmid kdokenli sefalosporinazlar, MBL ve GSBL’lerin sayist artmaya devam

etmektedir (3).

GSBL aracilig1 ile genis spektrumlu beta laktam antibiyotiklere kargi gelisen
diren¢ diinyada giderek artan bir saglik sorunudur (71). GSBL iireten Gram negatif
organizmalar 1980'lerden beri nozokomiyal infeksiyonlarin 6nemli nedenlerinden
biri olarak kabul edilmistir (118). Ulkemizde yapilan ¢alismalarda CDST yéntemiyle
GSBL varligimm1 Sahin ve ark. (119) 18 P.aeruginosa kokeninin %16.7’sinde, Giiler
ve ark. (120) 332 Pseudomonas spp. kokeninin dokuzunda, Oztiirk ve ark. (97)
97 P.aeruginosa kokeninin besinde, Genger ve ark. (121) 99 P.aeruginosa
kokeninin dordiinde, Celikséz ve ark. (122) 70 P.aeruginosa kokeninin %50’sinde,
Yiicesoy-Dede B. (44) 172 P.aeruginosa kokeninin %5’inde, Celik N. (123) 50
P.aeruginosa kokeninin %18’inde pozitif olarak saptamislardir. E-test yontemiyle
Gazi ve ark. (124) 108 P.aeruginosa kokeninin % 9.4’tinde, Celen ve ark. (125) 39
Pseudomonas  spp.  kokeninin  %33’tiinde, Geyik ve ark. (126)
24 Pseudomonas spp. kokeninin %13’inde GSBL varligimi pozitif olarak
bulmuslardir. Yine iilkemizde yapilan diger calismalarda Giiven ve ark. (127)
161 P.aeruginosa kokeninin %1.2’sinde, Goniilli ve ark. (128) 50 P.aeruginosa
kokeninin %16’ mnda GSBL varligin1 pozitif olarak saptamislardir. Kéroglu ve ark.
(129) ¢esitli yontemler kullanarak yaptiklart bir ¢alismada 33 Pseudomonas spp.
kokeninde GSBL pozitifligi saptamamislardir. Bizim calismamizda tespit ettigimiz
%4’lik GSBL pozitifliginin diger caligmalardaki bazi GSBL oranlar ile uyumlu
olmasma ragmen bazilarindan da diisiik oldugu tespit edildi. Bunun sebebinin
caligmalarda kullanilan yontemlerin c¢esitliligi, hasta profillerinin bodlgesel
farkliliklar1 ve yiiksek diizeyde AmpC beta laktamaz varliginin GSBL tanimlamay1
maskelemesi olabilecegi diisiiniildii. Yurtdisinda P.aeruginosa kdokenlerinde yapilan
caligmalarda Mathur ve ark. (130) GSBL pozitifligini % 64 olarak bulmuslardir.
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Aggarwal ve ark. (131) 148 kokeni inceledikleri bir ¢alismada CDST yontemiyle
%20.3 oraninda GSBL pozitifligi saptamislardir. Ayn1 yontemi kullanan Wolska ve
ark. (45) 66 P.aeruginosa kokeninde GSBL varligi saptamamislardir. Umadevi ve
ark. (132) c¢ift disk yaklastirma yontemi ve kombine disk yontemini kullanarak
27 Pseudomonas spp. kdkeninde %14 oraninda GSBL pozitifligi tespit etmislerdir.
Vahdani ve ark. (133) P.aeruginosa kokenlerinde yaptiklart bir ¢alismada kombine

disk yontemi ile %18 oraninda GSBL varligi saptamislardir.

Karbapenem hidrolize eden beta laktamazlarin diinya ¢apinda yayilmasinin
yakin gelecekte antibiyotik etkinligi i¢in 6nemli bir tehdit olacagi diisiiniilmektedir
(134). Karbapenemazlar iginde en sik saptanan enzimler MBL’lerdir. MBL’ler
ozellikle P.aeruginosa, A.baumannii ve son yillarda da Enterobacteriaceae
tiyelerinde olmak tizere biitiin diinyada yaygin olarak izole edilmektedir (135).
MBL’ler yakin zamanlarda beta laktam hidrolize eden enzimler arasinda daha
belirgin hale gelmistir. Karbapenemlerin yan1 sira ¢ogu beta laktam antibiyotigi de
hidroliz edebilme kapasitelerinden dolayt MBL’leri iireten bakteriler s6z konusu
oldugunda beta laktam antibiyotiklerin kullanilabilirligi ciddi olarak sinirlanmig
durumdadir (136). Genis spektrumlu diren¢ profili sergilemeleri MBL iireten
kokenlerin tedavisindeki en 6nemli sorundur (61). Calismamizda tespit ettigimiz
MBL pozitif koken; sadece aztreonama duyarli iken amikasine, gentamisine,
siprofloksasine, levofloksasine, seftazidime, sefepime, imipeneme, meropeneme,
piperasiline ve piperasilin/tazobaktama direngli olarak saptanmist1. Ulkemizde E-test
yontemiyle yapilan ¢alismalarda Oztiitk ve ark. (97) 97 P.aeruginosa kokeninde
22 imipenem direncgli koken saptamislar ancak higbir kokende MBL
saptamamuslardir.  Yine Oztiick ve ark.’mmn baska bir calismasinda (102)
100 P.aeruginosa kokeni incelenmis ve imipenem direngli 18 kdkenin besinde (%28)
MBL varlig: tespit edilmistir. Aktas ve ark. (58) 56 P.aeruginosa susunun 19’unda
imipenem direnci belirlemis ve bu kokenlerden altisinda (%31.5) MBL {iretimi
saptamiglardir. Asci-Toraman ve ark. (137) 407 Pseudomonas kdkeninde yaptiklari
bir ¢alismada 42 kokende karbapenem direnci saptamislar, bu direngli kdkenler
icinde de 10 (%24) kokende MBL tespit etmisledir. Bayraktar ve ark. (59)
karbapeneme direngli 27 P.aeruginosa kokeninde yaptiklart bir ¢aligmada
17 (%66.6) kokende MBL saptamislardir. Sesli-Cetin ve ark. (138) ise hem E-test
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yontemini hem de kombine disk, CDST ve modifiye Hodge yontemlerini kullanarak
189 P.aeruginosa kokeninde yaptiklart calismada; imipeneme direngli bulunan
52 P.aeruginosa kokeninde MBL iiretimini arastirmislardir. imipeneme direngli
kokenlerde MBL iiretimini E-test ile %40, kombine disk yontemi ile %62, IMP-
EDTA CDST ile %73, modifiye Hodge testi ile %58 oraninda bulmuslardir.
P.aeruginosa kokenlerinden ise %21.2’sinin dort farkli fenotipik yontemle de MBL
pozitifligi gosterdigini saptanmiglardir. Arabaci ve Oldacay (99) 108 P.aeruginosa
kokeninde yaptiklar1 bir ¢alismada 20 kokende imipenem direnci saptamiglar ve bu
imipenem direngli kokenlerin 14’tinde (%70) CDST ile MBL’yi pozitif olarak
bildirmislerdir. Gayyurhan ve ark. (60) 89 P.aeruginosa kdokeninin 18’inde
imipenem direnci belirlemis ve IPM-EDTA disk testi kullanarak bunlarin 13’tinde
(%72.2) MBL pozitifligi bildirmislerdir. Fidan ve ark. (139) c¢alistiklart
40 P.aeruginosa kokeninin ikisinde (%5) hem Modifiye Hodge testi, hem CDST ile
MBL varlig1 tespit etmislerdir. Genger ve ark. (121) galistiklar1 99 P.aeruginosa
kokeninde modifiye Hodge testi ile hicbir kdkende MBL saptamamislardir.
Yurtdisinda yapilan ¢aligmalarda Mendiratta ve ark. (140) 174 kokeni inceledikleri
calismalarinda 15 (%8.6) P.aeruginosa kokeninin imipeneme ve seftazidime direncgli
oldugunu, CDST ile bu kokenlerden 14’tinlin MBL f{irettigini tespit ederken,
Khosravi ve ark. (141) 100 P.aeruginosa kokeninin 41’inde imipenem direnci
saptamiglar ve E-test yontemi ile bu kokenlerin sekizinde (%19.5) MBL iiretimi
bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda sadece bir (%1) koken MBL pozitif oldugu icin
MBL’lerin antibiyotik duyarliliklar1 tizerindeki etkileri degerlendirilememekle
birlikte bu tek koken imipenem ve meropeneme direngli aztreonama duyarli olarak
bulunmustur. Bizim ¢alismamiz da dahil olmak {izere tiim bu ¢alismalardaki MBL
pozitifligi oranlarmin genis bir aralikta dagildigi goriilmektedir. Bunun sebebinin
calismalardaki hasta sayilar1 ve yontem farkliliklar1 ile hastanelerdeki hasta
kapasitelerinin ve kullanilan antibiyotik kisitlama programlarinin farkliligi oldugu

diistinilmiistiir.

Kromozomal indiiklenen beta laktamazlar, AmpC beta laktamazlar veya
sefalosporinazlar olarak da adlandirilirlar. Bu enzimler Enterobacteriaceae ailesinin
cogu tiirii gibi P.aeruginosa tarafindan da dretilir (19,26,142). Uygun antibiyotik

tedavisi ve infeksiyon kontrol politikalari icin AmpC beta laktamazlarin saptanmasi
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onemlidir. Ulkemizde yapilan gesitli ¢alismalarda Celik ve ark. (43) 50 P.aeruginosa
kokeninin %82’sinde, Ozgeng ve ark. (40) 199 P.aeruginosa kokeninin %77 sinde,
Eksi ve ark. (41) 51 P.aeruginosa kokeninin %52.9’unda, Yiicesoy-Dede B. (44)
172 P.aeruginosa kokeninin %40’inda, Berktas ve ark. (106) 87 P.aeruginosa
kokeninin %74’tinde, Celik N. (123) 50 P.aeruginosa kokeninin %32’sinde,
Oztiirkeri ve ark. (143) 43 P.aeruginosa kokeninin %35’inde, Genger ve ark. (121)
65  P.aeruginosa  kokeninin  %53’iinde, Ozyurt ve ark. (144)
350 Pseudomonas spp. kokeninin  %61.1°inde, Kiigiikates ve ark. (42)
79 P.aeruginosa kokeninin %40.5’inde IBL pozitifligi saptamislardir. Yurtdisindan
ise Wolska ve ark. (45) 66 P.aeruginosa kokeninin %98.5’inde IBL varlig
bildirmislerdir. Dunne ve Hardin (145) 134 P.aeruginosa kokeninin %85.8’inde IBL
ve %11.2’inde dereprese mutant koken varligi saptamislardir. Liu ve ark. (146)
yaptiklar1 bir ¢alismada 170 P.aeruginosa kokeninin ikisini dereprese mutant olarak
saptanmuslardir. Calismamizda DIT yontemiyle saptadigimiz %73’liik IBL oram Celik
ve ark. (43), Ozgencg ve ark. (40) ile Berktas ve ark. (106)’nin tespit ettigi oranlara
yakin, tilkemizde yapilan diger baz1 ¢aligmalarda tespit edilen oranlara kiyasla daha
yiiksektir. Yine calismamizda tespit ettiimiz genis spektrumlu sefalosporinlere,
aztreonama, sefoksitine direngli, imipeneme duyarli %8’lik stabil dereprese mutant
koken orani, Dunne ve Hardin (145)’nin bildirdigi orana yakin, Liu ve ark. (146)’nin
bildirdigi orandan yiiksektir.

AmpC beta laktamazlar, sefalosporinlere ve benzil penisiline etkilidir (26).
Diisiik diizeyde iiretilen enzim sefalosporinlere ve aminopenisilinlere karsi dirence
yol agar (38). Indiiksiyonu sonucunda aminopenisilinlere, beta laktamaz
inhibitorlerine ve birinci kusak sefalosporinlere direng; karboksipenisilinler,
tireidopenisilinler, iliclincli kusak sefalosporinler, aztreonam, sefepim, sefpirom ve
karbapenemlere duyarlilik gériiliir (26). Indiiklenebilir AmpC beta laktamaz iireten
kokenlerle olusan infeksiyonlarda antibiyogram sonucu {giincii  kusak
sefalosporinlere duyarl olarak bulunsa da tedavi sirasinda direng gelisebilmektedir.

Calismamizda DIT ile AmpC beta laktamaz pozitif olan kdkenlerden 60’ mnin
seftazidime duyarli oldugu saptanmis olsa da direng gelisebilecegi akilda
tutulmalidir. Calismamizda DIT ile AmpC beta laktamaz pozitif olan kdkenlerden
62’si piperasiline duyarli bulunurken, 51°1 piperasilin/tazobaktama duyarl

bulunmustur. Bunun sebebi AmpC beta laktamaz indiiksiyonunda beta laktamaz
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inhibitorlerine karsi direncin daha fazla olmasidir. AmpC beta laktamaz
indiiksiyonunda karbapenemlere duyarhilik gériiliir. Calismamizda DIT ile AmpC
beta laktamaz pozitif olan kokenlerden 70 koken imipeneme, 69 koken ise
meropeneme duyarli olarak bulunmustur. DIT ile AmpC beta laktamaz pozitif olarak
bulunan 73 kokenin 60’min aztreonama duyarli oldugu saptanmistir. Caligmamizda
PZR yéntemiyle 96 (%96) kokenin AmpC geni tasidigr tespit edilmistir. Onceki
yillarda Ozer ve ark. (147) hastanemizin yogun bakim iinitesinden izole ettikleri
P.aeruginosa kokenlerinde yaptiklar1 ¢alismada AmpC geni oranimi %42 olarak
bulmuslardir. Bu iki ¢alisma karsilastirildiginda hastanemizdeki AmpC geni oraninin
yillar i¢inde arttigi goriilmektedir. Calismamizda PZR ile AmpC geni tasidig tespit
edilen kokenlerden 73 kdkende DIT ile de AmpC beta laktamaz varligi pozitif olarak
bulunmus olup 23 kdkende ise AmpC geni pozitif olmasina ragmen DIT ile AmpC
beta laktamaz varlig1 saptanamamustir. Bu da geni tasimasina ragmen genin eksprese
olmadigimi gostermektedir. AmpC geninin kromozomal oldugu kadar artik plazmid
ile de tasmabildigi bilinmektedir. Eksprese olmasa da AmpC geni tasiyan
kokenlerden diger kokenlere hizla yayilabilmektedir. Bu sebeple AmpC beta
laktamaz, GSBL, MBL gibi enzimleri iireten bakterileri kkenlerinin takibi, tedavi ve

bu kokenlerle gelisen infeksiyonlarin 6nlenmesinde 6nemlidir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismada klinik orneklerden izole edilen P.aeruginosa kokenlerinde
GSBL, MBL ve AmpC tipi beta laktamaz arastirilmasi, AmpC geninin saptanmasi

amaclanmugtir.

Klinik  orneklerden  izole edilen 100 P.aeruginosa kokeninin
antibiyotik  duyarliliklari  Vitek 2 otomotize sistemi ile belirlenmistir.
GSBL varligi CAZ/CZC KDDT yo6ntemiyle, MBL varlig1 E-test yontemiyle, AmpC
beta laktamaz varligi DIT yontemiyle ve genotipik olarak AmpC geni varligi PZR

yontemiyle saptanmuistir.

Calismamizdaki kokenlerin en duyarli oldugu antibiyotigin imipenem oldugu
saptanmistir.  Duyarli olan diger antibiyotikler —amikasin, meropenem,
gentamisin ve siprofloksasin’dir. Kokenlerin en direngli oldugu antibiyotikler ise
piperasilin/tazobaktam, sefepim, levofloksasin, seftazidim ve piperasilin
olarak saptanmistir. Calismamizdaki antibiyotik diren¢ oranlar1 iilkemizdeki
bazt c¢alismalarda tespit edilen oranlardan nispeten diisiik olmasina
ragmen  hastanemizde zamanla artan oranlarda diren¢  gelisebilecegi

unutulmamalidir.

Calismamizda CAZ/CZC KDDT ile dort (%4) kdken GSBL pozitif olarak
belirlenmis olup bu oran iilkemizde yapilan diger ¢alismalardaki oranlardan
disiiktiir. Bu diisiikliiglin cesitli sebepleri olabilecegi gibi en Onemli sebebinin
yiiksek diizeyde AmpC beta laktamaz varligmin GSBL tanimlamayr maskelemesi
oldugu diisliniilmistiir. Calismamizda tespit ettigimiz yiiksek diizeydeki AmpC beta

laktamaz varligi bu diisiincemizi desteklemektedir. Bundan dolay1 AmpC beta
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laktamaz enzimini baskilayan boronik asit, kloksasilin gibi ajanlar kullanilarak
GSBL varligmin daha iyi ortaya ¢ikarilabilecegi ileri yontemlerle daha dogru

sonuglar elde edilecegi kanisina varilmistir.

Calismamizda sadece bir (%1) kokende MBL saptanmistir. MBL’ler
aztreonam disindaki beta laktam antibiyotiklere diren¢ olusumunun 6nemli
nedenlerden biridir. Giiniimiizde MBL rutin olarak tespit edilmemektedir ve
karbapenem direngli kokenlerde dikkatli olmak gerekmektedir. Bu yiizden bu
enzimlerin epidemiyolojik agidan tanimlanarak diren¢ yayiliminin kontrol edilmesi

biiylik 6nem tagimaktadir.

Calismamizda DIT yontemiyle 6rneklerin 73 (%73)’iinde AmpC tipi beta
laktamaz pozitif olarak saptanmistir. AmpC beta laktamaz pozitif olan kokenlerden
60’1n1n seftazidim ve yine 60’1nin sefepime duyarli olduklari tespit edilmistir. AmpC
beta laktamaz iireten kokenlerle olusan infeksiyonlarda 3. kusak sefalosporinlere
duyarli olsalar bile tedavi sirasinda diren¢ gelisebilecegi ve tedaviye cevap
almamayacag1 gdz dniinde bulundurulmalidir. Calismamizda DIT yéntemiyle AmpC
beta laktamaz drettigini saptadigimiz kokenlerden 62°si piperasiline duyarl
bulunurken, 51 kokenin piperasilin/tazobaktama duyarli oldugu tespit edilmistir. Bu
durum AmpC beta laktamaz enzim indiiksiyonunda beta laktamaz inhibitorlerine
kars1 direncin daha fazla olmasina baglanmistir. Yine DIT ydntemiyle AmpC beta
laktamaz irettigini saptadigimiz kokenlerden 69’u meropeneme, 70’1 imipeneme ve
60’1 da aztreonama duyarli olarak bulunmus olup bu sonuglar Amp C beta laktamaz

etkileri ile uyumludur.

Calismamizda PZR yontemiyle kokenlerin %96’sinda AmpC geni tespit
edilmis olup bu kékenlerin 73’iiniin DIT yontemiyle AmpC beta laktamaz iirettigi
saptanmigtir. Kokenlerin 23’{inde AmpC geni saptanmasina ragmen DIT y&ntemiyle
AmpC beta laktamaz iiretmedigi saptanmistir. Bu durum AmpC geni tasiyan bazi
kokenlerin heniiz AmpC beta laktamaz iiretmedigi ve hastanemizde AmpC beta
laktamaz {reten P.aeruginosa kokenlerinin oraninda zamanla artis olabilecegi

anlamina gelmektedir.

Antibiyotik direnci tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de ciddi bir saglik

sorunudur. Bu nedenle antibiyotik diren¢ mekanizmalari bilinmeli ve direng gelisimi
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onlenmelidir. Beta laktamazlarin ve bu beta laktamazlari kodlayan genleri tasiyan
kokenlerin ~ saptanmasi infeksiyon hastaliklarmin  tedavisinde  kullanilacak
antibiyotiklerin ~ se¢iminde, tedavinin takibinde, infeksiyon hastaliklarinin
onlenmesinde ve infeksiyon kontrol programlarinin gelistirilmesinde yol gdésterici

olacaktir.
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