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1. GIRIS
Non Fermenter Gram Negatif Bakteriler (NFGNB), genellikle dogada saprofit
olarak bulunan, immun sistemi baskilanmig ve hastanede yatan hastalarda ciddi
infeksiyonlara neden olan bakterilerdir. insanda hastalik etkeni olarak en sik izole
edilen nonfermenter basiller ise Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter

baumanii’dir. Bu bakterilerle olusan infeksiyonlarda kullanilan antibiyotiklere kars1

olusan direncin artmasi nedeniyle tedavide giicliiklerle karsilagilmaktadir.

Karbapenemler, genis antibakteriyel spektrumlari, bakteriyel membranlardan
hizla gegebilmeleri, AmpC ve genislemis spektrumlu beta laktamaz (GSBL)
enzimlerine dayanikli olmalar1 gibi 6zellikleri nedeniyle 6zellikle ¢oklu ilag¢ direnci
olan Gram negatif bakteri infeksiyonlarinda ilk tercih olarak kullanilan antibiyotik
grubudur. Ancak, 6zellikle ampirik tedavide yaygin kullanilmalar1 direng oranlarinin
artmastyla sonug¢lanmistir. Gram negatif patojenlerde metallo beta-laktamaz (MBL)
enzimine bagli olarak ortaya ¢ikan ve giderek arttig1 gozlenen karbapenem direnci
tiim diinyada klinik ve epidemiyolojik agidan 6nem tasimaktadir. MBL’leri kodlayan
genler kromozom veya plazmid aracili olabilir ve sinif I integronlar iizerinde yer alir.
Bu nedenle Gram negatif bakteriler arasinda hizla yayilarak onemli bir tehdit
olusturururlar. MBL’ler, Bush smiflamasinda fonksiyonel grup 3 veya Ambler
simiflamasinda smif B’de yer alan ve diger beta-laktamazlardan farkli olarak aktif
boélgelerinde Zn™* iyonu bulunan enzimlerdir. Dolayisiyla bu enzimler klavulanat,
tazobaktam, sulbaktam gibi klasik beta-laktamaz inhibit6rlerinden etkilenmezken
EDTA (etilen diamin tetra asetikasit) gibi bir metal selatorii ile inaktive olurlar. Bu
enzimlerin en Onemli 6zelli§i monobaktamlar disinda tiim beta-laktamlar1 ve

karbapenemleri hidroliz edebilmeleridir.

MBL iireten bakterilerin erken ve dogru olarak tespit edilmesi bu bakterilerin
kontrolsuz yayilimlarinin sinirlanmasina yardimci olacaktir. Bu sorunun farkindaligi
hastanelerde mikrobiyologlarin bu suslarla meydana gelebilecek olas1 salginlari
erken fark etmelerini saglamasi yaninda dolayisi ile klinisyenlerin antimikrobiyal
secimlerinde ve infeksiyon kontroliinde uygun yaklagimlara ydnelmelerini

saglayacaktir.



Bu calismanin amaci hastanemizin ¢esitli servislerinde yatmakta olan
hastalardan laboratuvarimiza gonderilen ¢esitli materyallerden izole edilen
imipeneme direncli 4. baumanii ve P.aeruginosa tiirlerinde MBL enzim aktivitesini
bilinen ¢esitli fenotipik yontemlerle tesbit ederek hastanemizdeki izolatlarda MBL

pozitifliginin prevalansini saptamaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Gram Negatif Non Fermenter Bakteriler

Non Fermenter Gram Negatif Bakteriler (NFGNB) son yillarda immiin sistemi
baskilanmis ve Ozellikle ilag tedavisi alan hastalarda artan oranlarda goriilen firsatci
patojenler olarak infeksiyonlara neden olduklar1 bilinmektedir. Bu bakteriler ¢evresel
olarak toprakta, suda, hastane ortami florasinda, kisaca dogada yaygin olarak;
insanlarda ise derinin bakteriyel florasinda, solunum yolu florasi ve oral florada
bulunabilmektedir (1). NFGN Bakteriler bir¢ok intrinsik veya kazanilmis ila¢ direnci
tasimaya egilimli olmalar1 yami sira direngli suslarla meydana gelmis olan
infeksiyonlarda segenek olarak kabul edilen yeni antimikrobiyal bilesiklere karsi da
bakteriyel direncin hizla artmakta oldugunu bildiren raporlar kaygiya neden

olmaktadir (2).

NFGNB’den o6zellikle dort tiirli, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumannii, Stenotrophomonas maltophilia ve Burkholderia cepacia hastanede yatan

hastalarda onemli hastane infeksiyonlarina neden olmaktadir (2).

Bu infeksiyonlar arasinda septisemi, solunum ve genitoliriner sistem
infeksiyonlari, intrakraniyel infeksiyonlar, endokardit, gastrointestinal sistem
enfeksiyonlari, cerrahi alan infeksiyonu gibi bir¢ok nozokomiyal infeksiyon tablolar
yer almaktadir. Hastanede yatan hastalarda firsat¢i olmalarina ragmen, toplumdan

kazanilmis infeksiyonlara da neden olduklar1 bildirilmektedir (3).

2.1.a. Acinetobacter Baumannii

A. baumannii, yaklagik 1-1.5um X1.5-2.5 pm boyutlarinda Gram negatif kok,
ilk izolasyonda ve bir giinliikk taze Kkiiltlirlerinde kokobasil formunda olup,
subkiiltiirlerinde veya penisilinli ortamda {irediklerinde basil seklinde goriiliir.
Oksidaz testi negatiftir. Mac Conkey besiyerinde genellikle iirer. Dogada yaygin
olarak goriilmekte ve insan deri florasinda da bulunabildiginden klinik 6rneklerden
siklikla izole edilmektedir. Acinetobacter tiirleri 6zellikle viicudun nemli bolgeleri
basta olmak iizere normal deri florasinda yer alabilmektedirler. Normal saglikli
bireylerin yaklasik % 25’inin derilerinde Acinetobacter tiirlerini tasidiklar

gosterilmistir (4).



Hastanede izlenen hastalarda tasiyicilik orani daha yiiksektir. Bunun nedeni
capraz kontaminasyon ve hastane ortaminin kaynak olusturmasidir. Yapilan cesitli
calismalarda Ozellikle salgin donemlerinde hastanede yatan hastalarda bogaz
tastyiciligr % 7—18 olarak bulunmus ve trakeostomi siiriintiilerinde ise % 45 oraninda

saptanmustir (5).

Virulans potasiyelleri diisiik oldugundan bagisiklik sistemi normal olanlarda
infeksiyon olusturma olasiligi oldukca diistiktiir. Asidik pH’da ve diisiik 1sida
tireyebilme Ozellikleri yaninda bilinen sitotoksin iiretimi yoktur. Hiicre duvarinda
bulunan lipopolisakkaritin endotoksijenik  6zelligi ¢ok az bilinmektedir.
Acinetobacter sepsisinin semptomlarindan in vivo endotoksin {liretimi sorumludur.
Bakterinin insan viiciidunda treyebilmesi i¢in gerekli olan demiri saglayabilme
ozelligi de onemli virulans faktorlerindendir. Bazi1 Acinetobacter tiirlerinin dis

membran reseptOr proteinleri gibi sideroforlart iirettikleri gosterilmistir (6).

Acinetobacter tiirlerinin spesifik antibiyotiklere karsi duyarliliklari 6nemli
dlgiide farkliliklar gdsterir ve birgok ajana karsi direng giderek artmaktadir. Urkiitiicii
sekilde, imipenem, seftazidim, amikasin ve tiim diger rutin test edilen antibiyotiklere
direncli Acinetobacter suslarina bagh salginlar bildirilmistir. Bu gibi durumlar ig¢in
uygun tedavi yaklasimi halen belirsizdir. Direngli Acinetobacter tiirlerinin tedavisinde
karbapenem grubu, sulbaktam ve minosiklin ve kolistin en etkin antibiyotikler
olarak bildirilmekte, 6zellikle ciddi Acinetobacter infeksiyonlarinda ise kombine
tedaviler Onerilmektedir. Bunlar arasinda en sik kullanilan kombinasyon
imipenem+amikasindir. ~ Seftazidim + aminoglikozid veya florokinolon
kombinasyonlarinin kullanilabilecegi, imipenem+siprofloksasin kombinasyonunun
hem in vivo, hem de in vitro aktivitesinin oldugu gosterilmistir. Tedavi sirasinda
etkenin imipeneme diren¢ durumuna gore rifampisintkolistin kombinasyonlarinin da

da in vitro olarak etkin oldugu bulunmustur (6, 7, 8).

Antibiyotik duyarlhilik profillerinde olabilecek bu degiskenlikler nedeniyle
Acinetobacter’lerin etken oldugu infeksiyonlarin tedavisi etken olarak izole edilen

suslarin duyarlilik testleriyle yonlendirilmelidir (9).



2.1.b. Pseudomonas Aeruginosa

Gram-negatif, sporsuz, diiz veya hafif kivrik, 1.5-3 um boyunda, 0.5-0.8 um
genigliginde olan bu bakteri, Pseudomonadaceae ailesi i¢indeki en patojen tiirdiir.
Kirpikli ve hareketli, zorunlu aeropturlar. Cogu izolatlar kanli agarda beta
hemolitiktir ve tipik yesil metalik parlaklik olusturur. Rutin kullanilan besiyerlerinde
optimal 30-37°C’de ve hafif alkali ortamda kolayca iirerler. Kiiltiirlerde piyosiyanin
ad1 verilen ¢Oziinlir fenazin pigmenti iiretmesi en Onemli Ozelliklerinden biridir.
Piyosiyanin disinda bakteri kirmizi pigmentten sorumlu piyorubin, siyah pigmentten
sorumlu piyomelanin veya sari-yesil ya da yesil-kahverengi renk veren piyoverdin
pigmenti igerebilir. Piyosiyanin ve piyoverdin pigmentlerinin bulundugu bakteri
izolatlar1 kiiltlir ortaminda yesil-mavi koloniler olusturur. Pseudomonas aeruginosa
karbonhidratlar1 fermente etmez. Glikoz, ksiloz gibi sekerlere oksidatif etki
gosterirken, maltozu etkilemez. Oksidaz reaksiyonlar1 pozitifdir. P. aeruginosa’nin
epitel hiicrelerine tutunmay1 saglayan piluslar ve tutunucu hiicre ylizeyi yapilari
olmak iizere iki protein adezini vardir. Iki gesit hemolizin yapar; biri 1s1ya duyarl,
fosfolipaz C olarak adlandirilan bir protein ve digeri 1stya dayanikli bir glikolipittir.
Lipit A endotoksini organizmanin biyolojik etkisini diizenler. Ekzotoksin A ise
hiicredis1 bir enzim olup, elongasyon faktdr 2’yi ( EF2 ) inaktive ederek protein

sentezini inhibe eder (10).

P. aeruginosa saglikli insanlarda nadiren hastaliga neden olan, sik rastlanan
bir insan saprofitidir. Konak savunmasinin bozulmasina neden olan yanik, kanser
kemoterapisi, uzun siireli genis spektrumlu antibiyotik kullanimi, iiriner veya damar
ici kateter, endotrakeal entiibasyon gibi savunma mekanizmalarinin bozuldugu
durumlar ayrica notropeni, hipogammaglobulinemi, kompleman eksikligi gibi
bagisiklik sisteminin baskilandigr durumlar infeksiyona zemin hazirlar (10). P.
aeruginosa infeksiyonu kolonizasyon, invazyon ve sistemik yayilim olmak {izere ii¢
asamada gelisir. Cilt ve mukoza yiizeylerine kolonize olan bakterilerin yayiliminda
virlilans faktorleri, konagim immun direnci ve fiziksel savunma mekanizmalari
onemli yer tutar. Infeksiyon, kolonizasyon asamasinda kalabilir ya da sistemik

infeksiyona ilerleyebilir (11, 12).



2.2. Antibakteriyel Diren¢ Mekanizmalar:

Giliniimiizde antibiyotiklerin diizensiz kullaniminin artmasi, yogun bakim
initelerinde yatan ve immun sistemi bozulmus hasta sayisinin artmasi, gida
endiistrisinde  antibiyotik  kullanimi  gibi nedenlerle ~mikroorganizmalardaki
antibiyotik direnci giderek artmaktadir. Antibiyotiklerin uygunsuz ve gelisigiizel
kullanim1 ile gerek toplum kokenli gerekse de hastane kdokenli infeksiyonlarin
tedavisinde O6nemli sorunlar yaganmaktadir. Diren¢ sorununun daha yogun olarak
yasandig1 yerler antibiyotik kullanimin daha yogun olmasi nedeni ile hastanelerdir.
Ulkemizde hastanelerde en sik direng sorunu yasanan mikroorganizmalar;
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Koagulaz negatif
stafilokoklar (KNS), Enterobacter spp, Enterokoklar, Pseudomonas aeruginosa ve
Acinetobacter spp dir (13, 14).

Antibiyotik direnci; bir bakterinin antimikrobiyal ajanin iiremeyi engelleyici
veya Oldiiriicii etkisinden korunabilme kapasitesidir. Bakterilerin antibiyotiklere

direnci ¢esitli nedenlerden kaynaklanabilir.

1. Intrinsik Direnc¢ (Dogal Direnc): Bir bakterinin genetik 6zelligi nedeniyle

bazi antibiyotiklere olan dogal direncini tanimlar.

2. Kazamilms Direnc¢: Bakterinin genetik 6zelliklerindeki degisimlere bagl
olarak; ya kromozom, transpozon veya plazmid DNA’sindaki mutasyonlarla ya da
diren¢ geni tasiyan DNA dizilerinin baska bakterilerden tranformasyon,

transdiiksiyon veya konjugasyon yoluyla alinmasi sonucu ortaya ¢ikan direngtir.

3. Cevre ve Kosullara Bagh Direnc: Antibiyotiklerin invitro ve invivo
etkinliklerinin  farklilik goOstermesine neden olan direnctir. Dokudaki pH
degisiklikleri, antibiyotigin infeksiyon bolgesine ulasamamasi ve oksijen basinci
desiklikleri gibi nedenlerle invitro testlerde etkili olarak degerlendirilen antibiyotik

invivo kosullarda etki géstermeyebilir (15, 16).

2.2.1. Beta-Laktam Antibiyotiklere Diren¢c Mekanizmalar

Bakteri hiicre duvarindaki temel yap1 peptidoglikan (murein, mukopeptid) ad1
verilen, kovalent baglarla bagl, bakteriyi ag seklinde kavrayan, saglam, bakterinin

yapisini ve biitiinliigiinii saglayan biiylik bir polimerdir. Beta-laktam antibiyotikler



ise transpeptidaz ve karboksipeptidazlar1 inhibe edip, bekterilerin hiicre duvarinda
yer alan peptidoglikan tabakasinin sentezini bozarak etki ederler. Hiicre duvar yapisi

bozulan bakteride ozmotik direng kaybi ve 6liim meydana gelmektedir (17, 18).

Beta-laktam antibiyotiklerin etki gosterebilmeleri i¢in penisilin baglayan
proteinlere (PBP) etkin konsantrasyonda baglanmasi gereklidir. Bakteriler, bu
basamaklarin her birinde bir engel olusturarak direng gelistirebilirler. Bakterilerde

beta-laktam antibiyotiklere karsi olusan direng 3 yolla gelisebilmektedir:

1. ilacin hedef bélgesindeki degisiklikler: Beta-laktam antibiyotiklerin hedef
bolgesi olan PBP’lerdeki degisiklikler; kromozomal mutasyonlar sonucu PBP’nin
beta-laktam antibiyotige afinitesinin azalmasi, PBP sayisinda azalma olmasi veya
beta-laktam antibiyotiklere diisiik afinite gosteren yeni PBP’lerin sentezlenmesi
sonucu olusabilmektedir (19, 20, 21). Gram pozitif bakterilerde daha fazla

goriilmektedir.

2. Dis membran gecirgenliginin bozulmasi: Gram negatif bakterilerde beta-
laktam antibiyotikler, dis membrandaki ‘outer mebrane protein’(OMP) adi verilen
porlar yolu ile hiicre i¢ine girmektedir. Beta-laktam antibiyotikler dis membrandan
porin F ve porin C ad1 verilen baslica 2 kanal aracilif ile gegerler. Imipenem dis
membrandan ayrica D2 proteini adi verilen 6zel bir porini kullanarak da geger.
Dolayistyla bir GN bakteri porin F ve porin C proteinlerini mutasyona ugratarak tiim
beta-laktamlara direng gelistirebilirken, imipeneme duyarli kalir. Ote yandan,
ozellikle P.aeruginosa ve Enterobacter suslarinda dis membrandan D2 proteinin

kaybolmasi bakteriyi imipeneme direncli hale getirebilir (21, 22).

3. Beta-laktamaz enzimleri ile ilacin inaktive edilmesi: Beta-laktamazlar
penisilinler, sefalosporinler ve benzeri beta-laktam antibiyotikleri hidolize ederek bu
antibiyotikleri etkisiz hale getirip diren¢ gelisimine neden olan enzimlerdir. Bu
enzimler beta-laktam halkasindaki karbonil grubu ile bir ester kopriisii kurup siklik
amid bagini parcalayarak bir agil-enzim tiirevi olustururlar. Daha sonra enzim agil
molekiiliinden ayrilarak rejenere olur. Bakteride beta-laktamaz enzimi indiiklenebilir
veya yapisal olabilir. Gram pozitif bakterilerde enzim genellikle indiiklenebilir iken,
Gram negatif bakterilerde beta-laktamazlarin bir kismi indiiklenebilir, bir kismi da

yapisal 6zelliktedir.



Beta-laktamaz genleri bakteri plazmidi, kromozomu, transpozon veya
integron gibi tasmabilir genetik elemanlar tizerinde bulunabilir (22). Yapisal olarak
PBP’lere benzerler. Beta-laktamazlar; hem Gram-pozitif hem de Gram negatif aerop
ve anaerop bakteriler tarafindan sentezlenir. Gram-pozitif bakteriler arasinda beta-
laktamaz tireten en onemli patojen stafilokoklardir. Anaeroblardan Clostridium ve
Fusobacterium’larin  beta-laktamazlar1  esas olarak penisilini  parcgalarken
Bacteriodes’ler tarafindan iiretilen beta-laktamazlar ise siklikla sefalosporinlere etki
eder. Gram negatif bakterilerde beta-laktam direncindeki en dnemli mekanizma beta
laktamaz tretimidir. Gram negatif bakterilerde beta-laktamazlar, dis membran ile
sitoplazmik memran arasindaki periplazmik aralikta bulunurken, Gram-pozitif
bakterilerde dogrudan hiicre digina salinmaktadir. Bu nedenle Gram negatif bakteri
tiirlerinde betalaktamazlara baglh direncte siklikla antibiyotik gecirgenligi ile ilgili

mekanizmalar da rol oynamaktadir (23).

2.2.2. Beta-Laktamazlar

Penisilinazin 1940 11 yillarda Abraham ve Chain tarafindan bulunmasindan
sonra giiniimiize kadar yaklagik 400 civarinda beta-laktamaz enzimi tanimlanmis ve
beta-laktamazlarin say1 ve gesitlerindeki artis bu enzimlerin gruplandirilmasini zorunlu
kilmistir. 1973  yilinda Richmand ve Sykes tarafindan beta-laktamazlar
siniflandirilmis bu siniflandirma 1976 yilinda ise Sykes ve Matthew tarafindan

genisletilmistir (24, 25, 26).

Beta-laktamazlarin smiflandirilmasinda en ¢ok Bush-Jacoby-Medeiros ve
Ambler siiflandirilmalart kullanilmaktadir. 1980 yilinda Beta laktamazlar Ambler

tarafindan molekiiler yapilarina gore 4 sinifa ayrilmislardir

Simif A: Aktif bolgelerinde serin aminoasit tasiyan, penisilinleri hidroliz eden

beta-laktamazlardir.

Simif B: Aktivite gosterebilmeleri i¢in ¢inkoya bagh tiyol gruplar1 gerektiren

metallobetalaktamazlardir.

Smif C: Kromozomal AmpC geni tarafindan kodlanmasi nedeniyle AmpC

enzimler olarak da adlandirilan 6ncelikle sefalosporinazlardan olusan enzimlerdir.

Sinif D: Oksasilini hidroliz eden serin beta-laktamazlardir.



1995 yilinda Bush ve arkadaslar1 substrat 6zgiilligli ve beta-laktamaz
inhibitorlerine duyarliliginin temel alindig1 biyokimyasal 6zelliklerine gore fenotipik
siniflandirma ile tlim enzimleri 4 gruba ayirmislardir. Bu en yeni siniflandirma

semas1 ve bu gruplarin genel 6zellikleri tablo’da goriilmektedir (27).

Bu smiflandirma klinik mikrobiyoloji  laboratuvarinda antibiyogram
degerlendirmede {istiinliik saglarken, tek bir nokta mutasyonu ile substrat
Ozgilliigliniin  degisebilmesi ise dezavantajidir. Beta-laktamazlarin niikleotid
dizilenmesini esas alan Ambler siniflamasi ise mutasyonlardan etkilenmemektedir

(25, 26, 28).

2.2.2.a. Grup 1 (Amp C) beta-laktamazlar

Cogunlugunu kromozomal enzimlerin olusturmasina ragmen kromozomal
Amp C beta-laktamaz genlerinin plazmidlere transferi ile olusan plazmid
kontroliinde olan beta-laktamazlar da bu grupta yer almaktadir. Molekiiler
siniflamada smif C’de yer alirlar (29). Bu gruptaki enzimler 1., 2., 3. kusak
sefalosporinleri, penisilinleri ve monobaktamlar: hidrolize edebilirler. Bu enzimlerin
asir1 iretimi dis membran porin degisiklikleri gibi bir diger mekanizma ile
birlestiginde karbapenem direncine yol agabilmekle birlikte karbapenemler {izerine
etkileri azdir. Bu enzimler aktif bolgelerinin yapisal 6zellikleri nedeniyle klavulanik
asit ve sulfonlarin beta-laktam halkalarina baglanmazlar. Bu nedenle de beta-

laktamaz inhibitorleri olan klavulonik asit ve sulbaktama direnclidirler (30, 31, 32).

Grup 1 beta-laktamazlar indiiklenebilir 6zelliktedir. Normalde bakteriler
tarafindan bu enzimler bir baskilayic1 mekanizma ile diisiik diizeyde sentezlenirken
ortama bir beta-laktam antibiyotik eklendiginde enzim sentezinde artis
olabilmektedir. Farkli beta-laktam antibiyotikler grup 1 beta-laktamaz sentezini
degisik oranlarda artirabilirler ama beta-laktam antibiyotik ortadan kalktiginda
bakteriler diisiik orandaki bazal enzim sentezine devam ederler. Bu nedenle kalici
diren¢ s6z konusu olmaz. Bu tip beta-laktamazlari iireten bakterilerde temel sorun,
bu enzimleri dogal olarak fazla miktarda sentezleyen dereprese mutantlarin
indiiksiyona gerek olmaksizin yiiksek oranda beta-laktamaz tiretmesidir. Dereprese
mutantlar, indiklenebilir beta-laktamaz sentezleyen bakteri topluluklarinda zayif

indiikleyiciler ile tedavi sirasinda ortaya cikabilen labil beta-laktamazlardir.
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Indiiklenebilir kromozomal beta-laktamaz tasiyan bu Gram negatif bakterilerde
normalde 10°-107 arasinda bir siklikla dereprese mutantlar bulunur. Kullamlan
antibiyotik, infeksiyon yeri, bakteri sayis1 ve antibiyotigin dagilimi dereprese
mutantlarin ortaya ¢ikmasinda etkilidir. Bu mutantlarda beta-laktamaz enzimlerinin
sentezi stirekli ve yliksek diizeyde olmaktadir. Bu infeksiyonlarin tedavisi sirasinda
kullanilan antibiyotik duyarl bakterilere etki ederken antibiyotik etkisine direncli
dogal mutantlarin ortamda ¢ogalmasini saglayarak direngli hastane infeksiyonlarinin
ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Karbapenemler hem indiikleyici kromozomal
hemde dereprese mutantlara etkilidir. Bu nedenle dereprese mutantlarin

seleksiyonuna neden olmazlar (17, 33, 34, 35).

1989 yilinda kromozom kontroliindeki Amp C enzimlerinin plazmid
kontroliindeki tiirleri ortaya ¢ikmaya baslamistir. Plazmid kdkenli aktarilabilir Amp
C tipi beta-laktamazlar, kromozomal Amp C beta-laktamaz genlerinin plazmidlere
transfer olmasi ile ortaya c¢ikmistir. Plazmid kokenli Amp C tipi enzimler
indiiklenebilir olmamalar1 nedeniyle digerlerinden ayrilirlar. Giiniimiizde plazmid
kokenli Amp C tipi enzimlerin sayis1 20’yi asmistir. FOX, LAT, MIR, MOX, BIL,
CMY ornek olarak verilebilir (33).

2.2.2.b. Grup 2 beta-laktamazlar:

Timii molekiiller sinif olarak A ve D’de yer almaktadir. Plazmidlerce
taginmalar1 nedeniyle klinik agidan Onem tasimaktadirlar. Substrat profilindeki

farklilik nedeniyle birkag alt gruba ayrilmaktadir.

Grup 2a: Bu grupta penisilini hidrolize eden, klavulanik asitle inhibe olan
enzimler bulunmaktadir. Gram pozitif bakterilerde bulunan penisilinazlarin birgogu
bu grup igerisinde yer almaktadir. Bu gruptaki enzimler penisilini sefalosporinlerden

daha hizli hidrolize etmektedir (27, 31, 33).

Grup 2b: Bu grup icinde yer alan enzimler klavulanik asit ile inhibe olan penisilin
ve sefalosporinleri icermektedir. Hem penisilin hem sefalosporinleri hidrolize eden,
klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktam gibi beta-laktamaz inhibitorlerine duyarl
beta-laktamazlar icerirler. Yaygin olarak bulunan ve plazmid kontroliinde olan
“genis spektrumlu” TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 enzimleri bu grupta yer
almaktadir(36, 37).
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Grup 2be:Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar1 (GSBL) igeren gruptur.
Oksiimino beta-laktamlar ve monobaktamlar gibi antibiyotiklerin yaygin kullanimi
sonucunda TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 gibi ana enzimlerden 1-4 aminoasit
degisikligi ile genis spektrumlu beta-laktamlar1 da etkileyen, oksiimino-aminotiazolil
sefalosporinleri hidrolize eden yeni beta-laktamazlar ortaya ¢ikmistir. Karbapenemler ve
sefamisinler bunlara dayaniklidir (36). GSBL’lar sefoksitin, sefotetan klavulanik asit,
tazobaktam ve daha az oranda sulbaktam gibi beta-laktamaz inhibitorlerine duyarlidirlar.
Ozellikle Klebsiella ve E.coli suslarinda yaygindir. Bu grupta yer alan enzimlerden

biri de PER-1 enzimi ilk kez Tiirkiyede saptanmustir (38, 39).

Grup 2br: TEM ve SHV enzimlerinin beta-laktam inhibitorlerine direngli
mutantlar1 bulunmaktadir. Klavulanik asitten etkilenmeyen, GSBL’lar bu grubta yer
almistir. Inhibitdrlere direncli enzimlerin cogu TEM tiirevi oldugu icin inhibitdrlere
rezistan TEM (IRT) olarak adlandirilir TEM-30 dan TEM-36’ya kadar olan TEM

enzimleri ve TRC-1 enzimi bu gruptadir (27).

Grup 2c: Bu grup icinde karbenisilini hidroliz eden, klavulanik asit gibi beta-
laktamaz inhibitorlerine duyarli enzimler yer almaktadir. PSE-1, PSE-3, PSE-4
beta-laktamazlari, Moraxella catarrhalis'in - BRO-1 ve 2 enzimleri, Aeromonas

hydrophila’nin kromozomal AER-1, V.cholerae 'nin SAR—1 enzimi de bu gruptadir (27).

Grup 2d: Oksasilini hizli hidrolize eden beta-laktamazlardan OXA grubu
enzimler bu grup i¢inde yer almaktadir. Bunlardan OXA-11 enzimi, Tirkiye’de

izole edilen bir susda saptanmistir. Klavulanik asit ve sulbaktama direnglidirler.
OXA tipi enzimlerden iki grubu 6nem tagimaktadir.

1) Plazmid veya integron kokenli, seftazidim veya sefotaksim, sefepim,

aztreonami inaktive edebilen OXA tipi genislemis spektrumlu beta-laktamazlardir.

2) Ozellikle A. baumannii izolatlarinda gériilen molekiiler siniflandirmada smif
D’de bulunan karbapenemleri hidrolize eden karbepenamazlardir. Modifiye Hodge
testi ile karbapenemaz aktiviteleri gosterilebilir. Karbepenemaz aktivitesi bulunan
metallo enzimlerden klavulanik asit ve tazobaktama kismen duyarli, buna karsin
EDTA ile inhibe olmamalar1 ile metallobetalaktamaz enzimlerinden ayrilabilirler.
Grup 2’nin diger alt gruplarinda bulunan tiim enzimler, molekiiler sinif A’da yer

alirken, sadece bu alt grup molekiiler sinif D’de yer alir (41, 42).
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Grup 2e:Grup 1’deki enzimlerden farkli olarak klavulanik asitle inhibe olan
sefalosporinazlar1 icermektedir. Stenotrophomonas maltophilia 'nin kromozomal L—2
enzimi, Bacteroides fragilis ve Proteus vulgaris’in kromozomal enzimleri bu
gruptadir, B.uniformis ve B.vulgatus’un kromozomal CblA ve CfxA, E.coli’den izole
edilen FEC-1 ile Yersinia enterocolitica’dan izole edilen Blal enzimleri bu grubta

yer almaktadir (27).

Grup 2f: Karbapenem antibiyotiklere etkili, ama metallo enzim olmayan serin
beta laktamazlar1 bu grup icindedir. 1982 yilinda Serratia marcescens’in Sme-1
enzimi, 1984 yilinda Enterobacter cloacae’nin indiiklenebilen IMI-1 enzimi, 1990
yilinda yine bir Enterobacter cloacae izolatinda saptanan kromozomal NMC-A
enzimi bu grupta yer almaktadir. Klavulanik asit ile inhibe olmaktadirlar.
Aztreonama direngten sorumlu oldugu halde tigiincii kusak sefolosporinleri hidrolize

edemezler (27, 43).

2.2.2.c. Grup 3 beta laktamazlar

Molekiiler sinif B’de yer alan metallo-beta-laktamaz (MBL) enzimlerinden
olusur. Aktif bolgelerinde serin yerine bir Zn™ iyonu bulunan enzimlerdir.
Klavulanik asit, tazobaktam, sulbaktam gibi beta laktamaz inhibitorleri de bu
enzimlere etki etmezler, ama EDTA gibi bir metal selatorii ile inhibe olurlar. Bu
gruptaki enzimler hem kromozomal hem de plazmid kokenlidirler. Monobaktamlar
disinda karbapenemler dahil tiim beta laktamlar1 hidroliz edebilirler. Aktiviteleri i¢in
Zn"? (ginko) iyonlarina gereksinmeleri vardir. Bu beta-laktamazlar a, b, ¢ olmak

tizere 3 alt gruba ayrilirlar.

Grup 3a: Bu enzimler penisilinleri, karbapenem ve sefalosporinlerden daha
etkili olarak hidrolize edebilirler. Maksimum aktivite gostermeleri igin ortamda Zn*
(¢inko) iyonunun bulunmasi gereklidir. Bu grup icerisinde CerA, PCM-1, IMP 1-8,
Stenotrophomonas maltophilia nin L1 enzimleri yanisira, P. aeruginosa’da saptanan

VIM 1-3 enzimleri de yer almaktadir.

Grup 3b: Bu grup enzimler penisilin ve sefalosporinlere zayif hidrolitik etki
gosterir. Ozellikle karbapenemleri substrat olarak tercih ederler. Biiyiik olgiide
Aeromonas cinsinden tlireyip A.hydrophilia’da bulunur ve bazen gercek

karbapenemaz olarak adlandirilir, ¢iinkii grup 3a enzimlerinin aksine penisilin ve
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sefalosporin iizerinde hi¢ hidrolitik etkileri yoktur. Bu nedenle varliklar1 nitrosefin

hidrolizine dayanan testlerle gosterilemez.

Grup 3c: Bu grubun ozelligi diger beta laktam antibiyotiklere gore
karbapenemler iizerine zayif etki gdstermeleridir. Giiclii sefalosporinaz aktiviteye
sahiptir. Bu enzim genis spektrumlu sefalosporinler ve sefamisinler de dahil
sefalosporinleri ¢ok yiiksek oranda hidroliz etmesiyle diger alt gruplardan
ayrilmaktadir. Legionella gormanni metallo-beta-laktamaz enzimi bu gruptadir (44,

45).

Grup 4: Molekiil sinift heniiz belirlenmemis, yapilar1 saptanamanmis kavulanik
asitle inhibe olmayan penisilinazlar bu grubu olusturur. Biri disinda hepsi
kromozomaldir. A.faecalis, B.fragilis, C.jejuni’den 1izole edilen enzimler,
Clostridium butyricum’un indiiklenebilen enzimi, E.coli’nin plazmid kontroliindeki
SAR-2 beta-laktamazi1 ve Pseudomonas cepacia’daki beta-laktamazlar da bu gruba
dahildir. Bir bakteride birden ¢ok beta-laktamaz tipi ayn1 anda goriilebilir ve bu ¢ok
sik olan bir durumdur. Bdylece kromozomal ve plazmid kokenli beta-laktamazlar
bazen i¢ i¢ce gegerler. Grup 1°deki kromozomal beta-laktamazlar, Grup 2’deki ESBL
enzimler ve Grup 3’deki beta-laktamazlar hastane infeksiyonlarinda sorun olarak en

sik karsmiza ¢ikan enzimlerdir.
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Tablo 1 Beta-laktamaz gruplari ve genel 6zellikleri (1).

Beta- Molekiiler
Alt e
laktamaz sumf Substrat Ozellik
gru
grubu (Ambler)
Cogunlukla Gram-negatif
. bakterilerdeki kromozomal
1 C Sefalosporinler ¢ imler (ancak plazmidde de
kodlanabilir) Klavulanik asitle
inhibe olmaz.
Bir¢ogu klavulanik asitle inhibe
2 A, D
olur
2a A Penisilinler Stafilokok ve enterokoklardaki
penisilinazlar
- Cogunlukla Gram-negatif
Penisilinler  pakterilerdeki genis spektrumlu
2b A . betalaktamazlar (TEM-1, TEM-
Sefalosporinler
SHV-1)
Penisilinler, Oksiiminosefalosporin ve
monobaktamlara direng
dar ve genis olusturan genislemis spektrumlu
2be A
spektrumlu  betalaktamazlar (GSBL)
Sefalosporinler
2br A Penisilinler Inhibitorlere direngli TEM (IRT)
Betalaktamazlar
2¢ A Penisilinler garl?enlslllnl hidroliz eden
nzimler
Penisilin, Oksasilini hidroliz eden
2d D Klavulanik asit ile az inhibe
oksasilin olurlar.
2e A Sefalosporinler Klavulanlk asit ile inhibe olan
Sefalosporinazlar
Penisilin, Karbapenemleri hidroliz
eden, aktif bolgede serin igeren ve
2f A Sefalosporin,  klavulanik asit ile inhibe olan
enzimler
karbapenemler
3 Karbapenemler Metallo-beta-laktamazlar.
a,
3 B dahil bir ¢ok
3b, 3¢
beta-laktam
4 ? Penisilinler Diger gruplara girmeyen

dizileri belirlenmemis
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2.2.3. Karbapenemler

Karbapenemler ilk olarak 1976 yilinda Streptomyces cattleya tarafindan
tiretilen ve “thienamycin adi verilen bilesigin {izerinde amino ve hidroksil
gruplarinda degisiklikler yapilarak elde edilmistir. ik bulunan ajan imipenemdir.
Sefalosporinlerdeki bir ¢ift bag iceren 5 iiyeli halka yapisinda bir metilenin yerine bir
stilfiiriin gegmesiyle diger beta-laktam ajanlardan ayrilir. Beta laktam antibiyotikler
gibi peptidoglikan biyosentezi iizerine etki gdstermektedir. imipenem, PBP1, PBP2,
PBP4, PBPS5 ve PBP6 ya baglanabilmekte bunlardan PBP2 ye digerlerinden daha
giiclii baglanmaktadir. Imipenem, bdbrekte bulunan dihidropeptidaz enzimi
tarafindan yikilmakta; bunu engellemek icin klinikte dihidropeptidaz enzim
inhibitori olan silastatinle birlikte kullanilmaktadir. Mikobakteriler, hiicre
duvarindan yoksun organizmalar, nadir nonfermentatifler ve Aeromonas disinda
Gram pozitif, Gram negatif ve anaerop mikroorganizmalarla olusan hastane
infeksiyonlar1 ve toplumdan kazanilmis infeksiyonlardaki bakteriyel patojenlere

etkilidir.

1996 yilindan sonra ise karbapenem grubunun ikinci iiyesi olan meropenem
kullanima girmistir. Meropenem, karbapenem halkasina 1-B-metil grubu eklenerek
elde edilmistir. Meropenem, dihidropeptidaz enziminden etkilenmez. Gram pozitif,

Gram negatif ve anaerop bakterilere kars1 etkindir.

2001 yilinda ise “Food and Drug Administration” (FDA) tarafindan ertapenem
isimli karbapenem grubu {iglincli antibiyotige onay verilmistir. Genis etki
spekturumlar1 ve direngli bakterilerle olusan ciddi infeksiyonlarda tercih edilmeleri
nedeniyle karbapenem grubu antibiyotikler 6nemli antibakteriyel ajanlar igerisindedir

(46).
Karbapenemlere Direng Mekanizmalari
Karbapenemlere kars1 bilinen 3 etki mekanizmasi ile direng gelisebilmektedir:
1. lacin hiicre i¢inde etkin konsantrasyona ulasamamast:

a. Porin degisimleri: Bu, 0zellikle P.aeruginosa suslarindaki temel direng
mekanizmasidir. P.aeuriginosa suslarinda karbapenemler ig¢in 6zel bir porin olan

OprD’nin kayb1 bu grup antibiyotiklere diren¢ gelismesine neden olmaktadir. OprD
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kayb1 6zellikle imipenem tedavisi sirasinda gelismektedir (47).
b. Aktif pompa sistemlerinin indiiklenmesi
2. Karbapenemleri hidroliz eden enzimlerin varlig1 (karbapenemazlar)

En genis spektrumlu antibakteriyel etkinlige sahip beta laktam smnifi olan
karbapenemlerden birini, en azindan imipenem veya meropenemden birini, belirgin
olarak hidrolize eden beta-laktamazlar olarak tanimlanabilir. Bu enzimlerin ¢ogu

yalnmiz karbapenemlere degil, diger beta-laktam ajanlara da etkilidirler (46,47).

2.3. Karbapenamazlar
a. Ekstrinsik (kazanilmis) karbapenemazlar:

Ambler molekiiler siniflamasina gore A, B veya D molekiiler siniflarina ait
olabilirler. Bunlar, imipenem, meropenem, penisilinler, genis spektrumlu
sefalosporinler ve aztreonama direng gelismesine neden olan ve tazobaktam basta
olmak {izere beta-laktamaz inhibitorlerine duyarli olan enzimlerdir. Acinetobacter
spp., P.aeruginosa ve Enterobacteriaceae’da bulunur. Simif D tipleri sadece
Acinetobacter spp.’de, smif A tipleri ise birka¢ Enterobacteriaceae izolatinda

bulunurlar.
b. Intrinsik (kromozomal) karbapenemazlar:

Molekiiler sinif B’de yer alan bu enzimler aktif bolgelerinde ¢inko iyonlari
bulundurduklarindan beta-laktamazlar i¢inde kendine ait 6zgiin ozellige sahiptir.
Katalitik aktivite ¢inko iyonuna baglidir ve EDTA ile birlestiginde kaybolur. Diger
molekiiler simiflara (A, C ve D) ait beta-laktamazlar ¢inko igermezler, serin bazl
mekanizmalar1 vardir ve birkag istisna disinda 6nemli kromozomal karbapenemaz
etkinlikleri yoktur. Bu grupta, B.cereus I, B.fragilis’in CcrA, B.cepacia’nin PCM-
1, S.maltophilia’nin L1, C.indologenes’in IND-1-4, C.meningosepticum’un BlaB
enzimleri sayilabilir. Bunlarin tiimii Bush smiflandirmasinda grup 3’te yer alan

metallo beta laktamazlardir.
3. Hedef PBP degisimleri:

Tek basina nadir goriiliir, ancak diger mekanizmalar ile birliktedir.
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2.3.1. Metallo-Beta-Laktamazlar

Metallo-beta-laktamazlar, 1980 yilinda Ambler tarafindan simif B, serin beta
laktamazlar icinde siniflandirilmis, daha sonra 1989 yilinda Bush fonksiyonel
ozelliklerine gdre bu enzimleri ayr1 bir grup olan fonksiyonel grup 3 igerisinde
simiflandirmigtir. Bu siniflama 1995 yilinda giincellenmis ve 1997 yilinda modifiye

edilmistir (27, 47).

Metallo-beta-laktamazlar, diger beta-laktamazlardan farkli olarak aktif
bolgelerinde ¢inko iyonu bulunan enzimlerdir. Serin beta laktamaz inhibitorlerinden
(klavulanat, tazobaktam ve sulbaktam gibi) etkilenmezler ama EDTA gibi bir metal
selatorii ile inaktive olurlar. Bu enzimlerin en 6nemli 6zelligi monobaktamlar disinda
tim beta-laktamlar1 ve karbapenemleri hidroliz edebilmeleridir. 1960 yilinda ilk
olarak metallo beta laktamaz enzimi Bacillus cereus’ta tanimlandi, daha sonra 1980
li yillarin basinda Stenotrophomonas maltophilia’da gosterildi. Daha sonra
imipenemi hidrolize eden metallo beta laktamaz enzimi Bacillus fragilis ve

Aeromonas hydrophilia da tanimland.

1991 yilinda Japonya’da Serratia marcescens ve Pseudomonas aeruginosa
suslarinda plazmid kdkenli bir metallo beta laktamaz enzimi (IMP—1) bulununcaya
kadar sadece bu grupta kromozomal enzimlerin varligi biliniyordu. Aktarilabilir
metallo beta laktamaz enziminin bulunmasiyla karbapenemlere direng gelisimi ile
ilgili endiseler artmistir. Metallo beta laktamazlar1 kodlayan genler genelde klas 1
(bazen klas3) integronlarca taginip, sonra transpozonlarin igine yerlestirilip yiiksek
derecede aktarilabilir bir genetik arag¢ elde edilir. Ayrica integron i¢indeki bagka gen
kasetleri, aminoglikozid direncine neden olarak bu antibiyotiklerin alternatif
tedavide kullanimini engeller. Biitiin metallo beta laktamazlar imipenemi hidrolize
ederler; ancak bu Ozellikleri oldukca degiskendir ve hidroliz etme hiz1 bakterinin
karbapenemlere direncinin seviyesi ile korele olmayabilir. Buna gore bu enzimler
imipenem ve diger beta laktamlar1 hidrolize etme temeline gore alt gruplara

ayrilmustir (alt grup 3a, 3b, 3c, bakiniz) (47, 48).

Metallo-beta-laktamazlar molekiiler diizeyde siniflanmasi ve standardize
edilmesi oldukca zor hemen hemen imkansiz gibi goriinen, ayri bir grup enzimlerdir.

Substrat profillerinin yani sira sekans ozellikleri ve diger yapisal ozellikleri baz
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alinarak alt gruplara ayrilmasi yoniinde ¢esitli denemeler yapilmistir. Bu enzimler {i¢
alt simifta gruplandirilmistir. Sinif B1 ¢inko iyonuyla birlesecekleri aktif bolgelerinde
tic histidin bir sistin aminoasidi igceren enzimlerden olusur. Bu grup igerisinde
transfer edilebilen IPM, VIM, GIM ve SPM-1 enzimleri bulunur. Smif B2 de
bulunan enzimlerde ise birinci pozisyonda histidin yerine asparajin bulunur. Bu
gruba ornek olarak SFH—1 enzimi verilebilir. Sinif B3’de ise tetramer yapisindaki L1

enzimi bulunur (49).

2.3.1.a. Metallo Beta Laktamazlarin Biyokimyasi

Hem metallo beta laktamazlar hem de serin-beta laktamazlar, beta laktam
halkasindaki amid baginmi kirarak antibiyotik direncine neden olurlar, ama iki grup

enzimin etki mekanizmasi tamamen farklidir.

Metallo beta laktamazlarin kristal yapisinin bilinmesi katalitik etkileri
konusunda 6nemli katkilarda bulunmustur. Farkli metallo beta laktamaz enzimleri
%25’ten daha az ortak amino asit yapilarina sahip olsa da, hepsinin ortak 6zelligi
afpa katlantistninin bulunmasi ve aktif bolge yapilarinin siiperimpoze olmasidir

(50).

Metallo beta laktamaz’larin ¢ogu esnek bir halka yapisina sahiptir ve bu
yapinin beta laktam substratlarin  baglanmasimi  ve hidrolizini  baglattig
diistiniilmektedir. Beta laktamazlardan farkli olarak, bir¢ok beta laktam metallo beta
laktamaz’lara substrat olabilir ve bu 6zellikleri ¢ok genis spektrumlu aktivitelerinin
olmasi saglayabilir. Klavulanik asit ve sulbaktam gibi zayif substrat kabul edilen
serin inhibitdrlerinden de etkilenmez. Ilging olarak, metallo beta laktamaz’larin
higbirisi aztreonami iyi sekilde hidrolize etmez ve aztreonamin bu 6zelligi nedeniyle

terapotik metallo beta laktamaz inhibitorii olabilecegi ileri siiriilmiistiir.

Bir enzimin substrata olan ilgisi Km, enzimin substrata baglanma giicii kcat ile
ifade edilirken kcat/Km enzimin katalitik verimliliginin 6l¢iistidiir. Enzimler katlanti
ve aktif bolge yapisinda ortak ozellikleri paylagsa da, beta laktamlar1 baglama ve
hidrolize etme 6zellikleri degisken olabilir. Bunun en 6nemli 6rnegi yapisal olarak
birbirine ¢ok benzeyen VIM—-1 ve VIM-2 arasindaki farktir. Ornegin, VIM2 bircok
beta laktama VIM-1’den daha siki baglanmaya yatkindir ve benzil penisilin,

ampisilin, piperacilin, mezlosilin, tikarsilin, sefalotin, sefoksitin, sefotaksim,
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seftazidim, sefpirom, moksalaktam ve meropenem i¢in kayda deger derecede diisiik
Km diizeyine sahiptir. Imipenem igin ise VIM—1 ve VIM—2’nin Km degerleri
sirastyla 1,5uM ve 10uM’ dir. Yapisal olarak benzer olan enzimlerin farkli kinetik
degerler gostermesi arastirmacilart beta laktam substratlarina baglanma ve hidrolize
etmede metallo beta laktamazlarin katalitik mekanizmasini aragtirmaya yoneltmistir.
Ornegin, Docquier ve arkadaslari, bu dnemli kinetik farkliliklarm aktif bdlge ya da
yakinindaki 224’lincli pozisyondaki histidin/tyrozin ve 228’inci pozisyondaki
serine/arjinin  amino  asit  (substitution)’lerinden = kaynaklandigimi  ileri

stirmuslerdir(51).

2.3.1.b. Kromozomal Olarak Kodlanmis MBL’lar

Kromozomal olarak kodlanmis MBL enzimlerinin Onemli 6zellikleri
indiiklenebilir 6zellikte olmalaridir. Genelde dogada bulunan bazi bakteriler, ayni
zamanda MBL enzimi de tagimaktadirlar. Bu enzimleri tasiyan ¢ogu bakteriler
genellikle beta laktamlar antibiyotiklere direnglidir ya da diren¢ kazanabilir. Bu
bakterilerin ¢ogu firsat¢1 patojenler olup S. maltophilia ve B. anthracis disinda
nadiren ciddi infeksiyonlara neden olurlar. Kromozomal olarak MBL kodlayan
bakteriler arasinda; Bacillus cereus (BC2) (52), Bacillus anthracis (53),
Stenotrophomonas Maltophilia (L1) (54), Aeromonas hydrophilia (CphA) (55),
Chryseobacterium meningosepticum (BlaB yada GOB-I) (56), Chryseobacterium
indologenes (IND-1) (57), Legionella gormannii (FEZ-1) (58), Caulobacter
crescentus (Mbll B) (59), Myroides spp (TUS-1, MUS—-1) (60), Janthinobacterium
lividium (THIN-B) (61), Flavobacterium johnsoniae (JOHN-I1) (62) ve Seratia
fonticola (SFH—1) (63) olarak sayilabilir. Kromozomal kokenli bu enzimler
genellikle serin beta-laktamaz enzimleri ile bir arada bulunurlar. Ornegin; A.
hydrophilia ve Aeromonas veronii biovar sobia, 3 beta laktamaz enzimini iretirler;
bunlar penisilinaz, sefalosporinaz ve bir MBL enzimidir. Ya da beta laktam
antibiyotik tedavisi sirasinda S. maltophilia da ki indiiklenebilir L1 metallo beta
laktamaz enzimi ile birlikte klas A kromozomal enzim L2 de sentezlenmektedir. Bu
derepresyon olay1 genellikle in vivo beta laktam tedavisi altinda iken 10° ile 10”°de 1

siklikta olusabilir (64).
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Bacteroides spp. ile ilgili genelilkle kromozomal olarak tanimlanan bir grup
MBL geni aslinda aktarilabilir Ozelliktedir. Diger anaerobik bakterilerle
karsilagtirildiginda B. fragilis potansiyel olarak CfiA ya da bazen CcrA isimli MBL
iretebilmesi nedeniyle, beta laktamlara direnglidir. CfiA MBL geni ilk olarak 1990
yilinda genetik olarak tanimlanmis, kataliz etme mekanizmasi ve yapi-fonksiyon
Ozellikleri bakimindan en yogun calisilanlardan birisi olmustur. Calismalar bir¢ok
tilkede, B. fragilis’in yaklasik % 2-4 susunda sessiz cfiA geni bulundugunu
gostermistir (65, 66).

2.3.1.c. MBL’larin Aktarilmasinda Kullanilan Genetik Aracilar

Genis spektrumlu sefalosporinlerin veya karbapenemlerin kullaniminin
artmastyla metallo-beta-laktamaz enzimi tagiyan genlerin yayildigi disiiniilmektedir
(67, 68). Kromozomal olarak kodlanan metallo-beta-laktamazlar disindaki diger
metallo-beta-laktamaz enzimlerini kodlayan genler klas 1 integronlar igindeki gen

kasetlerinde bulunurlar (69, 70).
IPM enzimlerinin klas 3 integronlar i¢indede yer aldig1 gosterilmistir (71).

Integronlar; biri integronda biri gen kasetinde 2 DNA bolgesi arasinda,
bolgeye 6zel rekombinasyon olaylarinda gen kasetlerini elde etme yetenegine
sahiptirler. Integronlar, 5> korunmus bdlgesi, 3’korunmus bdlgesi ve degisken
bolgeden olusur. 5° bolgesinde integrase genini (intl), bitisik rekombinasyon
bolgesini (attl) ve degisken bolgede elde edilen gen kasetinin ekspresyonunu
baslatan bir promoter (tetikleyici) icerir. 3’ korunmus bolgesinde ise sulfonamidlere
ve antiseptiklere diren¢ gelisimine neden olan sul ve qac geni bulunmaktadir. Gen
kasetleri, yaklasik 1 kb boyutunda, tek bir gen ve 59 baz element adi verilen
rekombinasyon bolgesini igeren, kiigiik dairesel, DNA parcalarindan olusmaktadir
(72). Genellikle MBL enzimini kodlayan gen kasetleri yaninda aminoglikozid grubu
antibiyotikleri kodlayan aacA4 geni de bulunmaktadir. Bdylece beta laktam
antibiyotiklere ve kanamisin, neomisin, amikasin ve streptomisin gibi aminoglikozid
grubu antibiyotiklerin hepsine de direng gelisimi godzlenmektedir (73).
Aminoglikozid ve beta laktam diren¢ genlerini tasiyan gen kasetleri bir integrondan
digerine serbestce dolasabilir, bir organizmadan digerine kendi baslarina hareket
edemezler ve plasmidler ve transpozonlar gibi baska genetik elemanlarin yardimina

ihtiya¢ duyarlar (72).
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Metallo beta laktamaz enzim genlerini tasiyan integronlarin bakteriler arasi
yayilimindan sorumlu olan genetik eleman transpozonlardir. 2003 yilinda Italya’da
P.aeruginosa izolatinda blaIMP—13 MBL enzimi ve bu enzimi kodlayan geni tagiyan
Tn5051-tip transpozona gomiilii integron rapor edildi. Polonya’da izole edilen P.
aeruginosa’da ayni noktada blaIMP-13 ve blaVIM-2 enzim genlerini tasiyan
integronun transpozonda tasindig1 ve her iki taraftaki transpozonlarin tnpR genlerinin
aynt oldugu saptanmistir. Bu bulgular klas 1 integronlarin yayilimindan
transpozonlarin sorumlu oldugunu disiindiirmiistiir. Bununla birlikte biitin MBL
genlerinin integronlar ya da transpozonlarla iligkili olmadigma dair raporlar da

vardir(74).

2.3.1.d. Aktarilabilir MBL’lar
IMP tipi Metallo Beta Laktamazlar

1988 yilinda ilk olarak Japonya’da P.aeruginosa susunda GN 17203’in
bulunmasiyla konjugatif bir plazmidle taginan metallo beta laktamaz geni
tanimlanmistir (75). Bu izolatin imipenem MIC degeri 50 pg/ml olarak tesbit edilmis
ve genisletilmis spektrumlu sefalosporinlere de (6rnegin seftazidim MIC >400
pg/ml) direncli oldugu bildirilmistir. Ug y1l sonra 1991 yilinda Japonya Okazaki’deki
Aichi Hastanesinde iiriner sistem infeksiyonundan izole edilen Serratia marcescens
Tn9106 susunda birebir ayn1 gen bulunmustur (76). Daha sonra Japonya’nin ¢esitli
bolgelerinden ayni geni tastyan farkli izolatlar bildirilmistir. Saptanan tiim
enzimlerin ayni aminoasit yapisina sahip oldugu belirlenmis ve beta laktam ajanlarla
birlikte imipenemi hidrolize etme 0&zelliginden dolayr bu enzime IMP-1 adi
verilmistir. Bu IMP-1 enzimi klas 3 integron {izerinde ve 120 kb biiytikliiglinde bir
plazmidde bulunur (71).

Shigella flexneri, S.marcescens, P.aeruginosa ve Alcaligenes spp izolatlarinda
metallo beta laktamaz enzimi varligi arastirilirken Japonya’da IMP-1’in 3 mindr
varyanti, IMP-3, IMP-6 ve IMP-10 tanimlanmistir. Genetik ve kinetik ¢aligmalarda
169 uncu pozisyondaki serin yerine glisin gegmesinin penisiline karsi aktivitede bir
azalmaya yol actif1 belirlendi. IMP-6’da izlenen bu ayni amino asit degisikligi;
sadece penisilin G ve piperaciline kars: diisiik aktivite gdstermemis, ayni zamanda,
IMP-1’in aksine; imipenemle kiyaslandiginda daha yiiksek seviyede meropenem

hidrolizi gostermistir (77).
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Tasinabilir metallo beta laktamaz genlerinin yalnizca Japonya’nin problemi
olmadigi; 1997°de Italya’da blaIMP-2’nin ve 1998’de Portekiz’de blaIMP-5’in
bulunmas: ile goriilmiistiir (78, 79). Daha sonraki ¢aligmalarda tiim diinyada metallo
beta laktamaz enzimi tasiyan bakterilere rastlanmakla birlikte, Japonya’daki ilk
tesbit edilen tasinabilir metallo beta laktamaz enzim geninin diger iilkelere
Japonya’dan yayildigim1 kanitlayacak ¢ok az veri elde edilmistir. Avrupa’daki
IMP’ler ve Giineydogu Asya’dakiler arasinda farklar olmasi IMP allellerinin
Japonya’dan diinyaya yayildig1 goriislinii desteklememistir. Daha ¢ok bu allellerin

lokal belirdigi gorisii ileri siiriilebilir.
VIM-tip Metallo Beta Laktamazlar

Kazanilan MBL’larin ikinci dominant grubu VIM-tipi enzimlerdir. VIM-1 ilk
olarak 1997 yilinda Verona talya’da bir P.aeruginosa izolatinda tammlanmistir.Bu
izolatin Imipenem igin MIC degeri >128ug/ml iken piperasilin, seftazidim,
imipenem ve aztreonam gibi beta laktam ilaclara da direngliydi. VIM-1 (Veronese
imipenemaz) diger metallo enzimlerle yapisal benzerlikler gosteriyordu. BlaIMP
genlerinde bulundugu gibi, blaVIM-1 geni de klas 1 integronlara gen kaseti olarak
biitiinlesmistir. Bu integron blaVIM-1 gen kasetine ek olarak, klas 1 integronlarda
tipik olan integrase geni ve aminoglikozidlere direnci kodlayan aacA4 gen kasetini
tasir (80). Ek olarak, VIM-1 ltalya’da nozokomiyal infeksiyon kaynagi olup, P.
putida izolatlarinda da tespit edilmesi ¢evresel izolatlarin MBL’larin kaynagi ya da
en azindan vektorleri oldugu gorisiinii  desteklemistir (81). VIM-1 ayrica
Yunanistan’da E. coli ve birkag K. pneumoniae izolatinda tespit edilmistir (82).
BlaVIM-2 ilk olarak giliney Fransa’da 1996 yilinda ndtropenik bir hastanin kan
kiiltiirinde P. aeruginosa izolatinda identifiye edildi (83). Bu izolat, seftazidim,
sefepim ve imipenem gibi bircok betalaktama direngliydi, ama aztreonama
duyarliydi. VIM-2 (% 90 amino asit ayn1) VIM-1"e ¢cok benziyordu ve bir gen kaseti
tarafindan kodlanmigti, blaVIM-2 pozitif klas1 integronlarda tespit edilen tek direng
geni bu izolattaydi (84). Daha sonra, Marsilya Fransa’da 1995-1999 yillar1 arasinda
10 ayr1 VIM-2 pozitif P. aeruginosa izolat1 identifiye edilmistir. Bu izolatlar ayni
genotipik paterne sahipti, ama blaVIM-2 geni tasiyan klas 1 integronlar biiyiikliik ve
yap1 bakimindan degisiklik gosteriyordu (85).
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VIM=2 iireten P.aeruginosa ayrica, Japonya, Giiney Kore, Portekiz, Ispanya,
Polonya, Hirvatistan, Sili, Venezuella, Arjantin, Bel¢ika ve yakin zamanda

Amerika Birlesik Devletlerinde rapor edilmistir (86, 87, 88, 89, 90, 91, 92).

Yakin zamanda, Tayvan’da P. aeruginosa izolatlarinda VIM-2 ve VIM
serisinin yeni ortaya ¢ikan varyantt VIM-3 identifiye edildi. VIM-3’lin amino asit
yapist VIM-2’den 2 amino asit oynamayla degisir. blaVIM-3 geninin kromozom
tizerindeki yeri fark edilmesine ragmen kesin genetik yapisi hala bilinmemektedir.
Yunanistan Larissa’dan bir P. aeruginosa izolatinda VIM-4 rapor edilmistir VIM-4,
VIM-2 ve VIM-3 te oldugu gibi, VIM-1’den sadece bir amino asit degisikligiyle
(Ser175Arg) ayrilir. Ilging olarak, Yunanistan’dan transfer edilen Isveg’teki bir

hastada karbapenem direngli VIM—4 P. aeruginosa izolat1 identifiye edildi.

VIM-1"den 5 amino asit degisikligi ile ayrilan VIM-5 ise, ilk olarak Tiirkiye-
Ankara’da K. Pneumoniae ve P. aeruginosa izolatlarinda izole edilmistir (95).
BlaVIM-5’in identifiye edildigi P. aeruginosa izolati aztreonem dahil biitiin beta

laktamlara direngliydi (93, 94).

Singapur’dan iki P. putida izolatinda B-laktamaz VIM—6 identifiye edildi. Bu
izolatlar B-laktamlara yiiksek derecede direngliydi, imipenem ve meropenem MIC
degerleri >32pg/ml, seftazidim i¢in >256pg/ml ve aztreonam i¢in 128ug/ml bulundu.
VIM-6 ise VIM-2’den iki amino asit degisikligi (59. pozisyonda glutamin/arjinin ve
165. pozisyonda asparajin/serin) ve VIM-3’den sadece bir amino asit degisikligi ile
ayriltyordu. Tam olarak aydinlatilan en yeni VIM-tipi B-laktamaz olan VIM-7,
Houston Teksas’tan bir karbapenem direngli P. aeruginosa izolatinda tanimlanmustir.
VIM-1 ile %77 ve VIM-2 ile %74 benzerligi olup, VIM-tipi B-laktamazlar
arasinda yeni bir l¢iincii subgrup olusturur. blaVIM-7 integron kokenli gibi
goziikmektedir. Aztreonam dahil biitiin B-laktamlara ve polimiksin B hari¢ diger

antibiyotiklere direngli olan klinik bir izolattan identifiye edilmistir.

Raporlar VIM-tipi B-laktamazlarin farkli cografi alanlardan identifiye
edildigini isaret etse de, bu gibi enzimlerin belirli bdlgelerde yayilimini
degerlendirmek tizere bazi ¢alismalar yapilmistir. VIM-1 ve VIM-2 birka¢ degisik
Enterobakter tiirlerinden identifiye edilmis olsa da, bu enzimlerin bilinen en 6nemli

rezervuari P. aeruginosa’dir.



24

Yeni blaVIM genlerinin ilki Kolombiya’da P.aeruginosa’dan izole edilen
blaVIM-8 Giiney Amerika’da sayilar1 hizla artan blaVIM genlerine bir yenisini
cklemis oldu. Son olarak, ingiltere’den blaVIM-9 ve blaVIM-10 Arjantin ve
Italya’dan blaVIM-11 bildirilmistir (97).

SPM-1 Metallo Beta Laktamaz

1997 yilinda Brezilya Sao Paulo’da bir P.aeruginosa klinik izolati, SENTRY
aragtirma programi pargast olarak tanimlanmis ve blaSPM-1 (Sao Paulo MBL)
olarak adlandirilan yeni bir gen tasidig1 gosterilmistir (98). izolatin, kolistin disinda
standart biitiin Gram negatif bakterilere etkili antibiyotiklere direngli oldugu
gosterilmistir.  SPM—1, beta laktamlardan penisilin, ampisilin, piperasilin,
karbenisilin, azlosilin ve sefalotini hizli hidrolize etme yetenegine sahipken enzimin
sefalosporinlere afinitesi daha fazladir. SPM-1’in dizilimi diger MBL’larla
karsilagtirildiginda, en fazla benzerlik IMP—1 (%35.5), ile bulunmakla birlikte IMP
ve VIM benzeri enzimler gibi transpozon yada integronlar icinde yer almamaktadir
(98, 99) Ayrica, IMP-1 ve VIM-1 gibi kompetetif inhibitdr olarak davranan

klavulanik asit ya da aztreonami hidrolize etmez (100).
GIM-1 Metallo Beta Laktamaz

2002 yilinda Almanya Dusseldorf’da farkli tip merkezlerinden farkli
hastalardan bes P.aeruginosa izolat1 elde edildi ve GIM—1 diye adlandirilan yeni bir

klas B beta laktamaz igerdigi gosterildi.(German imipenemase).

IPM ve VIM benzeri enzimlerden tamamen farkli oldugu belirlenmistir. Bu
isolatlar sadece polimiksin B ye duyarliydi. Pulsed-field jel elktroforez analizi ile bes
P.aeruginosa izolat1 ayirt edilemiyordu. GIM-1 enziminin amino asit dizilimi IMP-6
(% 43.5), IMP-1(%43.1) ve IMP-4 (%43.1) ile benzerlik gostermektedir. GIM—1
VIM enzimleri ile VIM-7 (% 31,2), VIM-1, VIM—4 ve VIM-5 (% 28,8) ve SPM-1
(% 28.0) ile de benzerlik gostermektedir.

MBL’lerin ¢ogunda oldugu gibi (SPM—1 enzimi disinda) bla GIM—1, 45 kb‘lik
kiiclik bir plazmidde taginan klas 1 integronda bulunur. Bu integron icerisinde ayrica
iki aminoglikozid diren¢ genleri (aaaA4 veaadAl) ve bir beta laktamaz geni

(blaOXA-2) gibi ii¢ tane daha direng gen kaseti de bulunmaktadir (47, 101)
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2.3.2. Deneysel Metallo Beta Laktamaz Enzim Inhibitorleri

Bilinen biitiin serin beta laktamaz inhibitér ve inaktivatorleri metallobeta
laktamaz enzimlerine karsi etkisizdirler. Biitiin metallo beta laktamazlarin
inaktivatorii olarak EDTA, 10-phenanthroline ve dipikolinik asit rapor edilmistir.
Metallo beta laktamaz enzimi {ireten bakteriler ile olugan infeksiyonlarin tedavisinde
beta laktam/beta laktamaz inhibitér kombinasyonlarinin kullanilmasi tedavide etkili
olmamaktadir. Metallo beta laktamaz enzimilerinin yapilarindaki aktif bolgelerin
farkliligindan dolay1 biitin MBL enzimlerine etkili olabilecek tek bir inhibitdriin
bulunmasi oldukca giictiir. B-laktamaz inhibitérii olan klavulonik asit diisiik
toksisiteye sahip ve memeli hiicreleri ile etkilesmezken MBL enzim inhibitdrleri ile
ilgili diger 6nemli sorunda MBL lerin aktif bolge yapilarinin memelilerdeki hiicresel
fonksiyonlarda yasamsal 6nemi olan enzimlerle benzer dzellikte olmasidir. Ornegin
2 oxoaldehidlerin katabolizmasi icin gerekli ve bir tiyoesteraz olan gliosalaz—2 MBL
enzimleri ile benzer protein katlantilarina sahiptir ve ¢inko baglanma boélgeleri ile

yapisal benzerlik gostermektedir (102, 103).

MBL inhibitorii olarak ¢ok cesitli, yapisal olarak farkli bilesikler incelenmis
bunlarla ilgili gesitli ¢aligmalar yapilmistir; bunlar Tiyoester tlirevleri, triflorometil
alkolleri, ketonlar, tiyoller, siilfonil hidrozonlar, trisiklik dogal iirtinler, siiksinik asit
tiirevleri, bifenil tetrazoller, sisteinilpeptidler, merkaptokarboksilatlar, 1--

metilkarbapenem, sefotetan, tiyoksi- sefalosporinler ve penisilin tlirevleri sayilabilir

(104, 105, 106)

Caligmalarda bu bilesikler farkli MBL enzimlerine karsi denendigi igin
bilesiklerin birbirleri ile karsilastirilmasi olduk¢a zordur. P. aeruginosada bulunan
IPM-1 enzimine karsi 1-B-metilkarbapenem, bazi tiyoester tiirevleri ve penisinat
siilfon gibi bilesikler etkili bulunmus ama ¢alisilan diger bilesiklerin MBL ler {izerine

etkili olmadig1 bulunmustur (107).

Yeni gelistirilen bilesikler beta laktam yapisi ¢evresinde sentez edilmektedir ve
bu bilesikler farmokokinetik agidan daha umut verici olabilirler. Tedavi edici olarak,
kinikte kullanilabilen B-laktamlar (6rnegin aztreonam), kompetatif inhibisyona bagl

potansiyel bir MBL inhibitorii oldugu i¢in ayrica onerilebilir (108, 109).
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2.3.3. MBL’larin Tespiti

Bakterilerde MBL enzim genlerinin tesbit edilmesi GSBL’nin erken tesbiti
kadar onemlidir. Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda MBL enzimi tasiyan
bakterilerin tanimlanmasinda g¢esitli fenotipik yontemler kullanilmaktadir. Ama
bugiine kadar Enterobacteriaceae ailesinin iiyeleri, P.aeruginosa ve Acinetobacter
baumannii nin MBL direng geni tasidigini tesbit eden standart fenotipik yontem ve
test kriteri ortaya konulamamustir. Ornegin; Enterobacteriaceae’larm ¢ogu ve bazi
Acinetobacter spp tirleri MBL enzimi tasidigi halde 1-2 pg/ml imipenem MIC
degerleri ile duyarli goriinecektir. Bu nedenle MBL tespitinde tarama plagi
uygulamasinda bakteri tiirii dikkate alinmalidir. Ornegin Pseudomonaslar
Enterobacteriaceae’lardan daha yiiksek karbapenem MIC degerlerine sahiptir. ESBL
tiretmedigi bilinen Enterobacteriaceae’ larda MBL tesbiti i¢in tarama plagit EDTA’l
veya EDTA’siz seftazidim igermelidir. MBL enzimleri aktif bolgelerinde serin
yerine bir Zn™ iyonu bulunan enzimlerdir ve metal selatorii olan EDTA ile inhibe
olurlar. Uygulanan fenotipik yontemlerinde temeli EDTA’nin MBL enzimini inhibe

etme Ozelligine dayanmaktadir (107, 110).

Kombine disk testi: plak igerisine yerlestirilen 2 imipenem diskinde bir
tanesine EDTA eklendikten sonra ki inhibisyon zon c¢ap1 fakina gore
degerlendilmenin yapildig: testtir. EDTA solusyonunun eklendigi imipenem/EDTA
diskinin inhibisyon zonu tek basina imipenem diski zon ¢apindan > 7 mm biiyiik ise

MBL pozitif bakteri izolat1 kabul edilmektedir.

Cift disk sinerji testi: ama¢ imipenem inhibisyon zonunun EDTA varliginda
genigleyip genislemedigini tesbit ederek MBL pozitif bakteri izolatlarin
tanimlamaktir. Imipenem diski ve merkezinden 10mm uzagma daha dnce hazirlanan
bos disk yerlestirilerek yapilan testtir. Bos disk iizerine EDTA eklendikten sonra
imipenem diski inhibisyon zonunun EDTA eklenmis bos diske dogru genislemesi

sinerjistik inhibisyon zonu olarak degerlendirildi.

MBL E Test yontemi: ise test stribinin bir tarafinda imipenem diger tarafinda
ise imipenem ve EDTA bulunmaktadir. Imipenem MIK degerinin EDTA nin oldugu
taraftaki diger taraftaki MIK degerinden 8 kat yiiksek ve {izerinde bir deger olmasi
MBL pozitifligi olarak degerlendirilir.
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Modifiye Hodge testi: temeli imipeneme duyarh bir bakterinin metallo beta
laktamaz {ireten bir bakteri ile bir arada bulundugunda imipenem varliginda da
lireyebilmesi esasina dayanmaktadir. Bu test penisilinaz iireten N.gonorrhoeae
tesbitinde kullanilan Hodge testinin metallo beta laktamaz {iretemini gostermek i¢in
S.aereus (ATCC 25923 ) yerine E.coli (ATCC 25922), penisilin diski yerinede

imipenem diski kullanilmasi ile modifiye edilmistir (110,111).

MBL’larin identifikasyonunda kromojenik substrat nitrosefinli karsit boyama
jeli yardimiyla enzimin izoelektrik noktasi tespit edilmistir. Bu yontem birbirinden
anlaml sekilde farkli olan MBL’larin izoelektrik noktalar1 hakkinda yararli bilgiler

saglamasina ragmen MBL enziminin identifikasyonunda onerilmemektedir (112).

Molekiiler olmayan yontemlerden en Onemlisi “altin standart” olarak
tanimlanan duyarlilig1 en yiiksek olan test ise bakteriden saflastirililarak elde edilen
enzimin 0zel spektrofotometrik cihazlar kullanilarak imipenem ve meropenem
hidrolizini gdstermektir. Bu enzim aktivitesi EDTA varliginda inhibe olmaktadir.
MBL larin tesbit edilmesinde genotipik yontemlerde kullanilabilmektedir. Genotipik
yontemlerin fenotipik yontemlere gore duyarliligi daha yiiksektir. Bakterinin MBL
geni tastyip tasimadigint PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) yontemi ile enzimi ve
tipini saptamak olasidir. DNA probing kullanilarak da MBL tesbit edilebilir.

Molekiiler yontemlerin altin standardi ise sekans analizi ve klonlama yontemleridir.

2.3.4. MBL Enzim Aktivitesi Gosteren Bakterilerle Olusan Infeksiyonlarin

Tedavisi

MBL lar ile ilgili en 6nemli sorun essiz genis spektrumlu direng profilleridir.
Optimal tedavi protokolunii belirlemek i¢in MBL enzimi pozitif izolatlarla olan insan
infeksiyonlariyla ilgili higbir genis ¢alisma yapilmamistir. Yani bu infeksiyonlari
tedavi etmek i¢in uygun tedavi hala bilinmemektedir. Yakin gelecekte yeni
antibakteriyel ajanlar bulunmazsa MBL enzim f{ireten izolatlarin yayilimi Sliimciil
sonuclara yol agacak gibi goziikmektedir. Tablo 2’de cesitli vaka raporlar1 ve
calismalarin degerlendirilmesi ile MBL aktivitesi gosteren izolatlarla meydana gelen

infeksiyonlarin tedavisinde se¢enek olabilecek antibiyotikler gosterilmistir.
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Tablo 2. MBL iireten izolatlarin olas1 tedavi secenekleri (113).

Antimikrobiyal ajanlar

Yorum

Karbapenemler

Onerilen tek rapordan baska klinik veriler yoktur Yakinzamanda
yayinlanan tek bir hayvan deneyi raporu vardir. Karbapenemlerin
kullanimlart ile ilgili veriler: karbapenem tedavisi sonucunda
karbapenem direngli mutantlarin ortaya ¢ikmasi. Bu MBL iireten
izolatlarda ¢esitli karbapenemlerin  6ldiriicii  sonuglarinin
olabilecegine iligkin invitro veriler olmasina ragmen biitiin
karbepenemlere uygulanabilir.

Aztreonam

Invitro veriler destekleyecektir ama bunlarla ilgili klinik veriler
sinirlidir. Hayvan modellerli ile ilgili g¢eligkili sonuglar rapor
edilmistir. MBL iireten izolatlarda aztreonamin diger direng
mekanizmalarindan  da  etkilenebilecegi  s6z  edilmistir.
Kombinasayon tedavisinde kullanilabilir. Bu konuda ¢aligmalara
ihtiyag vardir.

Piperasilin/tazobaktam

Baz1 P. aeruginosa izolaltlarinda kullanimin ivnvitro veriler
destekleyecektir ama bununla ilgili klinik veriler yoktur.

Florokinolonlar Bunlarin kullanimini suslarin duyarlilig: ile ilgili klinik veriler
ve destekleyecektir. Kombinasayon tedavilerinde kullanilabilir. Bu
Aminoglikozidler konuda ¢aligmalara ihtiyag¢ vardir.
Kolitsin Tedavide segilebilecek tek ilactir. Direng rapor edilmemistir ve
bu ilagla ilgili laboratuvar ¢aligmasi yapilmalidir
Kolitsin+Rifampisin Bu kombinasyon invitro verilerle desteklenmektedir.
Tetrasiklin Bunlarin kullanimini suglarin duyarlilig ile ilgili klinik verilerle
ve desteklenebilir. Tigesiklinle ilgili invitro c¢alismalarda MBL
Glisiklinler iireten Enterobakter ve Acinetobacter tiigrlerinde etkili
olabilecegi ileri siirlilmstiir.
Fosfomisin Bunlarin kullanimini suslarin duyarliligs ile ilgili klinik verilerle

desteklenebilir. Diger bilesiklerle birlikte kullanilabilir.

Hastalar1 klinik servislere, 0zellikle yogun bakim iinitelerine ve onkoloji
tinitelerine kabul ederken MBL iireten bakterlerle kolonizasyonu tespit etmek 6nlem
alinmasi acisindan yararli olacaktir. Erken tespit c¢oklu ila¢ direncine sahip bu
izolatlarin yayilimini onleyebilir ve birinci ve ikinci derece tedavileri saglayabilir.
Bir hastanede MBL pozitif bir izolatin identifiye edilmesi sadece terapotik bir
problem degil ayn1 zamanda infeksiyon kontrol komitesini de ciddi sekilde
ilgilendiren bir durumdur. Mikrobiyoloji laboratuvari infeksiyon kontrol komitesini
acilen bilgilendirmeli, hasta yiliksek risk grubunda kabul edilmeli ve uygun
izolasyon olgiitleri uygulanmalidir. Eger gerekliyse, hastanin tibbi formlari, hasta
ile temasa gecen klinisyenleri ve diger tibbi bakim ¢alisanlarini bilgilendirecek
sekilde sekilde

diizenlenmelidir(114).

infeksiyonun  yiiksek risk grbundan oldugunu belirtir




29

3. GEREC VE YONTEM

Calismada kullanilan bakteriler: Calismaya Ocak 2007 ile Aralik 2007
tarihleri arasinda Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve
Uygulama Hastanesi Milrobiyoloji Laboratuvarina cesitli kliniklerden gonderilen
orneklerden izole edilen 330 A. baumanii (141) ve P. aeruginosa (189) susu dahil
edildi. Kliniklerden gelen drnekler konvansiyonel biyokimyasal testler (IMVIC) ve
BBL Crystal identifikasyon sistemi (Becton, Dickinson and Company, USA.)
kullanilarak tiplendirildi.

Mikrobiyoloji laboratuvarina kliniklerden gonderilen 6rneklerden en yiiksek
oranda, 330 susun yaklasik % 30’u (98) yogun bakim servisinden gdnderilen
orneklerden elde edildi. Bunu sirasiyla ndroloji yogun bakim servisi %12(39), i¢
hastaliklar1 % 7 (25), gogiis hastaliklar1 % 6 (20), plastik cerrahi % 3 (11), ortopedi
% 3 (11), genel cerrahi % 3 (10) ve diger kliniklerden de yaklasik olarak % 35 (116)

oraninda izole edilen ornekler izledi.

Laboratuara gonderilen 6rneklerin dagilimi ise en yiiksek oranda kan kiiltiiri
ornegi % 29 (96) sonra sirastyla yara yeri 6rnekleri % 19 (65), idrar % 18 (61),
trakeal aspirat % 16 (52), balgam % 14 (45) ve diger 6rneklerde yaklasik % 4 (16)

oraninda tesbit edildi.

Antibiyotik diskleri: Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile yapilan
duyarlilik testleri i¢in ticari olarak elde edilen imipenem (10ug) (BD) diskleri
kullanildi. Cift disk sinerji testinde ise Whatman kagidindan hazirlanan bos diskler

kullanildi.

Mueler-Hinton agar besiyeri: Hazirlanisi: Mueler-Hinton agar besiyeri
(Oxoid) kullanildi. 38 g’1 1000 ml’lik distile su igerisinde ¢oziildii.1 atmosfer basing
altinda 121 °C de 15 dakika otoklavlandi. Uygun 1sida sogutularak 90 mm ¢apl petri
kutularma 4 mm kalinliginda dokiildii. Plaklar kullanilincaya kadar + 4 °C’de
buzdolabinda saklandi. Bu hazirlanan besiyeri disk difiizyon duyarlilik testlerinde,
MBL fenotipik test ydntemleri olan IPM/EDTA kombine disk testi, Modifiye Hodge
testi, c¢ift disk sinerji testi ve MBL E test yontemleri i¢in kullanildi.
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EDTA (Etilendiamintetraasetikasit ) Hazirlamisi: Ticari olarak HiMedia’dan
hazir elde edilen EDTA tozu ile 0,5 M EDTA soliisyonu hazirlandi. Bunun i¢in
18,61 g disodium EDTA.H»0 tozu 100 ml’lik steril distile suda ¢oziilerek pH 8.0°e
ayarlandi. pH ayarlanirken NaOH kullanildi. Metallo beta laktamaz inhibitorii olarak
IPM/EDTA kombine disk testi, Modifiye Hodge testi, ve Cift disk sinerji testlerinde
kullanildi.

MBL E Test Stripleri: Ticari olarak hazir elde edilen, bir tarafinda 4-256
ng/ml imipenem, diger tarafinda ise sabit konsantrasyonda EDTA ile birlikte 1-64
png/ml imipenem iceren E test MBL seritleri (AB BIODISK, Sweden) kullanildi.

Antibiyotik Duyarliik Testleri: Antibiyotik duyarlilik testleri CLSI
kriterlerine gore Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile yapilip degerlendirildi. 18—
20 saatlik taze Kkiiltiir pasajlarindan saf olarak elde edilen bakteri kolonileri
deneylerde kullanildi. Bu kolonilerden elde edilen bakterilerden Mueller Hinton
buyyonunda 0.5 McFarland bulanikliginda bakteri slispansiyonu hazirlanarak steril
ekiivyon ile dnceden hazirlanan Mueller-Hinton agar plaklarina yayildi. En ¢ok 30
dakika igerisinde diskler yerlestirildi ve 35°C- 37°C lik etiivde 18-20 saat inkiibe
edildi. Antibiyogramlar 18-20 saatlik inkiibasyondan sonra zon caplar1 CLSI (Ocak
2007) standartlarina gore olciilerek direnglilik, orta derecede duyarlilik ve duyarlilik
durumlarn kaydedildi. 4. baumanii ve P. aeruginosa i¢in imipenem (10ug) (BD) disk

difiizyon sinir degerleri tablo 3’ye gore degerlendirildi.

Tablo 3. Disk difiizyon sinir degerleri.

Disk igerigi Zon ¢ap1 (mm)
Direngli Orta duyarli | Duyarli
A. baumanii 10 ng <13 14-15 > 16
P. aeruginosa 10 ug <13 14-15 >16

Kontrol susu olarak imipeneme duyarli Escherichia coli “American Type
Culture Collection” (ATCC) ATCC 25922 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 kullanildi. A. baumanii ve P. Aeruginosa bakterilerinin antibiyotik duyarlilik
testleri ve MBL enzimini tesbit etmek i¢in kullanilan fenotipik testler asagida

belirtilen geregler ve yontemler kullanilarak yapilmistir.
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3.1. MBL Tesbitinde Kullanilan Fenotipik Yontemler

3.1.a. Kombine Disk Testi

Taze kiiltiir pasajlarindan saf olarak elde edilen bakterilerin 0,5 Mc Farland
bulanikliginda siispansiyonu steril ekiivyon ile dnceden hazirlanan Mueller-Hinton
agar plaklarma yayildi. Plak icerisine 2 tane imipenem (10ug) diski yerlestirildi.
Diskler aras1 uzaklik 22 mm olacak sekilde ayarlandi. Imipenem disklerinden bir
tanesinin lizerine daha Onceden hazirlamis oldugumuz 0,5 M’k EDTA
soliisyonundan 10 pl pipetle eklendi. Plak 35°C— 37°C lik etiivde 18-20 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda inhibisyon zon caplar1 dlgiildii. EDTA solusyonunun
eklendigi imipenem/EDTA diskinin inhibisyon zonu tek basina imipenem diski zon

capindan > 7 mm biiylik ise MBL pozitif bakteri isolat1 olarak kaydedildi (110, 115).

3.1.b. Cift Disk Sinerji Testi

Cift disk sinerji testinde amag¢ imipenem inhibisyon zonunun EDTA varliginda
genisleyip genislemedigini tesbit ederek MBL pozitif bakteri izolatlarim
tanimlamaktir. Bunun i¢in taze kiiltiir pasajlarindan saf olarak elde edilen bakterilerin
0,5 Mc Farland bulanikliginda siispansiyonu steril ekiivyon ile 6nceden hazirlanan
Mueller-Hinton agar plaklarina yayildi. Plak iizerine imipenem (10pg) diski
yerlestirildi. Imipenem diskinin merkezinden 10mm uzagina daha énce hazirlanan
bos disk yerlestirildi. Bos disk iizerine 0,5 M EDTA soliisyonundan 10ul eklendi.
Test sonuglar1 plaklar 35°C- 37°C lik etiivde 18-20 saat inkiibe edildikten sonra
degerlendirmeye alindi. Inkiibasyon sonrasinda imipenem diski inhibisyon zonunun
EDTA eklenmis bos diske dogru genislemesi sinerjistik inhibisyon zonu olarak

degerlendirildi. Bu genislemenin goriildiigii bakteri isolatlart MBL {ireten pozitif sus

olarak kaydedildi (110, 116).

3.1.c. Modifiye Hodge Testi

Modifiye Hodge testinde imipeneme duyarli olan E.coli ATCC 25922 standart
susu taze pasajlarindan elde edilen 0,5 Mc Farland bulanikliginda hazirlanan
siispansiyonlar Mueller Hinton agar plaklarina yayildi. Plagin ortasina imipenem

(10png ) diski yerlestirildi. Diskin kenarindan plagin dort tarafina merkezden perifere
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dogru diiz ¢izgi seklinde test edilecek olan bakteriler ekildi. Plaklar etiivde inkiibe
edildi. 18-20 saat inkiibe edildikten sonra degerlendirildi. Test sonuglar1 imipeneme
duyarli olan E.coli ATCC 25922 susunun duyarlilik zon ¢apinin ¢izgi ekimi yapilan
bakteri taraflarinda yonca yapragi seklinde bozulmasi ve bu bolgede E.coli iiremesi

metallo beta laktamaz iiretimi yoniinde pozitif test sonucu olarak degerlendirildi.

3.1.d. MBL E Test

Test edilecek bakteri isolatlarinin 0,5 Mc Farland bulanikliginda siispansiyonu
steril ekiivyon ile dnceden hazirlanan Mueller-Hinton agar plaklarina yayildi. MBL E
Test stripleri plak {izerine yerlestirildi. Etiivde 18-20 saatlik inkiibasyondan sonra
degerlendirildi. Imipenem-EDTA MIK degeri ve imipenem MIiK degeri not edildi.
IPM/IPM-EDTAMIK degerleri oranlandiginda 8 ve iizerinde bir deger elde edilmesi
MBL iireten bakteri isolat1 olarak degerlendirildi (110).
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4. BULGULAR

Ocak 2007 ile Aralik 2007 tarihleri arasinda Siileyman Demirel Universitesi
Tip Fakiiltesi Aragtirma ve Uygulama Hastanesi Milrobiyoloji Laboratuvarina cesitli
kliniklerden gonderilen orneklerden izole edilen 330 A. baumanii (141) ve P.
aeruginosa (189) susundan ¢aligmaya disk difiizyonla imipeneme direngli ve/veya
orta derecede duyarli olarak degerlendilen toplam 113 bakteri alindi. Bunlardan 61

tanesi A. baumanii ve 52 tanesi ise P. aeruginosa idi.

Bu isolatlar aym1 zamanda florokinolon grubunda yer alan siprofloksasiline,
aminoglikozit grubunda yer alan tobramisine ve beta-laktam grubunda yer alan
antibiyotiklerden (meropenem, imipenem, ceftazidim, sefoperazon/sulbaktam) en
az bir tanesine daha direncli idi. A. baumanii ve P. aeruginosa’nin bazi

antibiyotiklere diren¢ durumu tablo 4’de yer almaktadir.

Tablo 4. A. baumanii ve P. aeruginosa’nin bazi antibiyotiklere diren¢ oranlari (n/%)

CAZ CRO FEP IPM Cip AK SCF TZP | ATM

A.baumanii

8 52(85) | 53 (86) | 52(85) | 61(100) | 52(85) | 42(69) | 37(60) | 49(80) | 54(88)
o=

P.aeruginosa

o 45(86) | 45(86) | 42(80) | 52(100) | 46(88) | 30(58) | 35(67) | 41(79) | 46(88)
e

CAZ: Seftazidim, CRO: seftriakson, FEP: sefepim, CIP: siprofloksasin, AK:
amikasin, SCF: sefaperazon/sulbaktam, TZP: piperasilin/tazobaktam, ATM:

aztreonam

Milrobiyoloji laboratuvarina kliniklerden gonderilen orneklerin dagilimi da
kliniklere gore farklilik gostermekteydi. Yogun bakim servisinden en yiiksek oranda,
kan kiiltiirii ve trakeal aspirat ornekleri gonderilirken, cerrahi servislerinden yara
yeri Ornekleri, i¢ hastaliklar1 servisinden ise kan kiiltiirii ve idrar ornekleri
cogunluktaydi. Bu oOrneklerden izole edilen bakterilerin MBL enzimi iiretimini
arastirmak icin fenotipik tesbit yontemlerinden kombine disk testi, ¢ift disk sinerji
testi, modifiye hodge testi ve MBL E test yontemleri uygulandi. Sonuglar tablo5’de

goriilmektedir.




Tablo 5. MBL Fenotipik tesbit yontemleri sonucunda bakterilerdeki MBL pozitifligi (%)
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Fenotipik yontem

A. baumannii (n=61)

P. aeruginosa (n=52)

MBL (+) n (%)

MBL(+) n (%)

Kombine disk testi 46 ( %75) 32 (%62)
Cift disk sinerji testi 51 (%384) 38 (%73)
Modifiye Hodge testi |45 (%74) 30 (%58)
MBL E Test 49 (%80) 21 (%40)

Bizim ¢alismamizda 4. baumannii izolatlarinda tespit edilen en yiiksek MBL
pozitifligi orant (% 84) ¢ift disk sinerji testi ile elde edilirken P. aeruginosa
suslarinda da ise en yiikksek MBL pozitifligi oran1 (% 62) ¢ift disk sinerji testi ile elde
edilmistir. 4. baumannii izolatlarinda MBL pozitifligi en yiiksek oranda yogun
bakim ve ndroloji yogun bakim kliniklerinden gelen kan kiiltiiri ve trakeal aspirat
orneklerinde tespit edilirken; P. aeruginosa suslarinda ise MBL pozitifligi en yiiksek
oranda ¢ift disk sinerji testi ile ndroloji yogun bakim ve cerrahi (ortopedi, plastik ve
genel cerrahi) kliniklerinden gelen trakeal aspirat ve yara yeri Orneklerinde tespit

edilmistir.

A. baumannii izolatlarinda dort farkli fenotipik yontemle MBL pozitifligi
gosteren sus sayisi toplam 32, en az ii¢ farkli fenotipik yontemle tesbit edilen MBL
pozitifliginin sayis1 ise 14 olarak tesbit edildi. Calismamiz sonucunda en az {i¢ veya
tizerinde fenotipik yontemle MBL pozitifligi bulunan toplam 46 izolatin klinik ve

orneklere gore dagilimi tablo 6’de gosterilmistir.

Tablo 6. A. baumannii i¢in en az ii¢ fenotipik yontemle tesbit edilen MBL pozitifilginin
servislere gore dagilimi

Servis Kan | T.asp |Idrar | Yara | Balgam | Diger
Y. bakim 17 10 1 1
N. Y.Bakim 3 4

Cerrahi S. 1 1 1 2 1

Gogiis H 2 1
Diger S. 1

T.asp: Trakeal aspirat, Y.bakim: Yogun bakim, N.Y.Bakim: Noroloji yogun

bakim, Cerrahi S:Cerrahi servisler (ortopedi, plastik, genel cerrahi ve beyin
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cerrahisi), Diger S:Diger servisler

P. aeruginosa izolatlarinda ise toplam calisilan sus sayisinin yiiksek olmasina
ragmen dort fenotipik yontemlede 11, en az ii¢ farkli yontemle 17 susta olmak tizere
toplam 28 susta ii¢ veya lizerinde yontemle tesbit edilen MBL pozitifligi saptandi.
MBL pozitifliginin klinik ve 6rnekler gére dagilimi tablo7’de gdsterilmistir.

Tablo 7. P. aeruginosa izolatlarinda en az ii¢ farh fenotipik yontemle saptana MBL
pozitifligi

Servis Kan | T.asp |Iidrar | Yara | Balgam | Diger
Y. bakim 6 4 1
N. Y.Bakim 2 3

Cerrahi S. 1 1 4

Gogiis H 3 1
Diger S. 1 1

T.asp: Trakeal aspirat, Y.bakim: Yogun bakim, N.Y.Bakim: Noroloji yogun
bakim, Cerrahi S:Cerrahi servisler (ortopedi, plastik, genel cerrahi ve beyin

cerrahisi), Diger S:Diger servisler
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Resim 3. Kombine disk testi sonuc¢-pozitif. Resim 4. Kombine disk testi sonuc-negatif

Resim 5. Cift disk sinerji testi sonug- Pozitif Resim 6. Modifiye Hodge testi sonuc-pozitif
(iist), Negatif(alt)
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5. TARTISMA ve SONUC

Son yillarda artan oranlarda gozlenen antibakteriyel diren¢ nedeniyle
bakterilerin neden oldugu infeksiyonlarin tedavisinde giicliiklerle karsilasilmaktadir.
Beta laktam grubu antibiyotiklerin en genis spetrumlusu olan karbapenemlere bile
diren¢ gelismektedir. Karbapenemler; antibakteriyel spektrumlarinin genisligi,
amfilik 6zellikleri nedeniyle bakteriyel membranlardan hizla gecebilmeleri, AmpC
ve GSBL enzimlerine dayanikli olmalar1 gibi 6zellikleri nedeniyle 6zellikle ¢oklu
direngli GN bakteri infeksiyonlarinda ilk sirada kullanilan antibiyotik grubudur.
Ancak, karbapenemlerin 6zellikle ampirik tedavide yaygin olarak kullanilmasi, bu
antibiyotiklere kars1 diren¢ oranlarmin artmasiyla sonlanmistir. GNNF bakteriler son
yillarda immun sistemi baskilanmig ve ilag tedavisi alan hasta gruplarinda artan
oranlarda goriilen 6nemli firsatc1 patojenler olarak ortaya ¢ikmaktadir. Ozellikle
yasami tehdit eden coklu ilag direnci gosteren GN bakterilerin yol actigi ciddi
infeksiyonlarda karbapenem grubu antibiyotikler son se¢cenek durumunda oldugu igin
karbapenem direncinin ayri bir 6nemi vardir. Hastane salginlar1 agisindan onemli
bakteri tiirlerinde bulunduklar1 i¢in tanimlanmalar1 infeksiyon kontrolii agisindan
Oonemlidir. Hastane ortaminda bakterilerin barinma ve diren¢ kazanma olasiliklari
artmaktadir. Bakterilerdeki diren¢ oranlari iilkeden iilkeye, bir iilkede bolgeden
bolgeye hatta bolgede bulunan hastaneler arasinda farkliliklar gostermekle birlikte bu
oranlarin her merkez i¢in zamanla artmast kaygi verici bir gelismedir.
Infeksiyonlarm tedavisinde ortaya ¢ikan bu problemler infeksiyonun erken kontrolii
ve tedavisi agisindan Onemli iken kaygiya neden olan diger bir konuda yeni
antimikrobiyal bilesiklere kars1 bakteriler tarafindan gelistirilen yeni direng

mekanizmalaridir.

Diinyadaki imipenem diren¢ oranlarima baktigimizda Pseudomonas ve
Acinetobacter tiirii bakterilerde giderek artan miktarlarda antibiyotik direnci
goriilmektedir. Pseudomonas igin % 6 ile % 70 arasinda degisen oranlarda imipenem
direnci gortiliitken bu oran Acinetobacter’lerde % 13 ile % 58 arasinda

degismektedir (2).

Ulkemizde de Pseudomonas ve Acinetobacter tiirii bakterilerde imipenem

direnci cografik bolgelere gore farklilik géstermekte ve Pseudomonas 'larda yaklasik
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% 4 ile % 85, Acinetobacter’lerde ise % 8 ile % 70 arasinda degismektedir (117, 118,
119, 120, 121, 122, 123).

Calismamizda ise bu oran Pseudomonas’larda % 27,5, Acinetobacter’lerde ise
% 43 olarak bulunmustur. Bulgularimiz iilkemizde belirlenen direng oranlar
arasinda yer almakla birlikte c¢ok direngli suslarin goriildiigii bolgelerdeki
Pseudomonas’larda goriillen direng oranlarina gore daha diisiik degerler elde
edilmistir. Acinetobacter’lerde ise Pseudomonas’lara giire daha yiliksek imipenem
direnci goriilmesine ragmen c¢ok direngli Acinetobacter suslarmin gorildigi

calismalardan daha diisiik veriler elde edilmistir.

MBL iireten bakterilerdeki direncin yayilimi tiim diinyada oldugu gibi
iilkemizde, hatta hastanemizde de Onemli klinik sorunlar arasindadir. Dahada
Oonemlisi bu enzimlerin kromozomal kokenli MBL’mi, integronlar igerisinde yer
alan aktarilabilir genlerden oldugu ile ilgili daha ileri caligmalara ihtiyag
duyulmaktadir. MBL enzim sentezinden sorumlu olan gen integronlar igerisinde
bulunan gen kasetleri igierisinde yer almaktadir. Integronlarin tek baslarina hareket
yetenekleri yoktur ve aymi zamanda iglerinde bir ya da daha fazla gen kaseti
tagiyabilen genetik elemanlardir. Bir bakteride ise birden fazla integron bulunabilir.
Bu gen kasetlerinin diizeyi ve ekspresyonu bakteride bulunan integron sayisina ve 5’

bolgesinde bulunan promotor bolgesinin aktif olmasina baghdir (124).

Integronlarin hareket etme yeteneklerinin olmamasina ragmen plazmitler ve
transpozonlar icerisinde bulunma o6zelliklerine bagli olarak bir bakteriden diger
bakteriye, hatta integronlar icerisinde yer alan gen kasetleri bir integrondan digerine

gecebilmekte bdylece direncin yayilmasina neden olmaktadir.

MBL {ireten bakterilerdeki direncin yayilimi ayni1 genotip igerisinde klonal bir
sekilde olabildigi gibi bakteriden bakteriye gen transferi ile horizontal sekilde de
olabilir. Italya Yunanistan, Kore, Cin, Tayvan ve Japonya’da yapilan galismalarda
MBL iireten P. aeruginosa isolatlarinin ayn1 genotipte oldugunu gdosteren bulgular
elde edilmis, bu sonuglar da direncin klonal yayildig1 diisiincesini desteklemistir.
Kore’de yapilan bagka bir calismada ise MBL iireten P. aeruginosa isolatinda
bulunan VIM-2 tip enzim {ireten integron yapisinin baska bir bakteride yani VIM—2
ireten Acinetobacter susunda bulunan integron yapisi ile ayni oldugu saptanmis bu

calisma da direncin horizontal yayildig1 goriislerine katkida bulunmustur (126, 127).
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Bakteriler MBL enzim iiretimi sonucunda aztreonam disindaki biitiin beta
laktam antibiyotiklere yani karbapenemlere, sefalosporinlere ve sefamisinlere
direncli olurlar. Bu enzimi {ireten bakterilerle olusan infeksiyonlarin tedavisinde bu
antibiyotikler kullanilamaz. Onemli bir diger sorun da aminoglikozid grubu
antibiyotik direncine neden olan aacA4 geni ile MBL enzimini kodlayan gen
kasetlerinin yan yana bulunmasi aminoglikozid direncine de neden olabileceginden
bu grup antibiyotiklerin kullanimi da sinirlanmaktadir. Bdylece beta laktam
antibiyotiklerinin diginda kanamisin, neomisin, amikasin ve streptomisin gibi

aminoglikozid grubu antibiyotiklerin hepsinede direng gelisimi gézlenmektedir(128).

Calismaya aldigimiz imipeneme direngli izolatlarimizdan A. baumanii nin
yaklastk % 69’unda ve P. Aeruginosa’nin ise % 58’inde amikasin direnci

gbzlenmektedir (bakiniz tablo 4).

MBL iireten bakterilerin klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda erken tanisi
hem direngli isolatlarin yayilmasin1 6nlemek hem de klinisyenleri tedavi konusunda
erken bilgilendirmek agisindan son derece 6nemli ve gereklidir. MBL iireten suglarin
oranlarinin zamanla artis gostermesi laboratuvarlarda rutinde kolay uygulanabilen
ozgulligl yliksek duyarli yontemlerin bulunmasini zorunlu hale getirmistir. Bu amag
icin gelistirilen fenotipik yontemlerden MBL E test, kombine disk testi, c¢ift disk
sinerji testi ve modifiye Hodge testinin duyarliligt ve 6zgiilliigi ile ilgili trekli
caligmalar yapilmaktadir. Hala duyarliligi ve 6zgiilligii yiiksek bir test yonteminin
bulunmamasi arastirmacilari daha fazla ¢aligma yapmaya yonlendirmistir. Yapilan
caligmalarin ¢ogunda bir veya iki fenotipik yontem uygulanmis, sonuglar PCR
analizi ile dogrulanmistir. Bizim c¢alismamizda ise dort farkli fenotipik yontemle
MBL enzimi varlig1 saptanmaya calisilmistir. Bu yontemler MBL E test, kombine

disk testi, cift disk sinerji testi ve modifiye Hodge testidir (110, 129).

Bu calismada imipeneme direngli oldugu saptanan 61 Acinetobacter baumanii
ve 52 Pseudomonas aeruginosa isolati secildi. Bu isolatlar aynmi zamanda
florokinolon grubunda yer alan siprofloksasiline, aminoglikozit grubunda yer alan
tobramisine ve beta-laktam grubunda yer alan antibiyotiklerden (meropenem,
imipenem, ceftazidim, sefoperazon/sulbaktam) en az bir tanesine daha direngli idi.

MBL enzim saptanmasinda kullanilan testlerin genelinde mantik enzimin metal
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selator tarafindan inhibisyonu temeline dayanir. Bu prensibe dayanan testlerden bir
tanesi kombine disk yontemidir. Yan ve arkadaslar1 2004 yilinda yaptiklar1 ¢alismada
kombine disk yontemi ile imipeneme direngli Pseudomonas larda % 86,7 oraninda
MBL pozitifligi  saptamiglar ve testin duyarliliginin = %70  oldugunu
belirtmislerdir(110).

Altoparlak ve arkadaslari; Erzurum’da karbapenemlere direncli 40
P.aeruginosa ve A. baumannii susunun imipenem-EDTA kombine disk yontemi ile

22 (% 55)’sinde pozitiflik bulmuslardir 130).

Calismamizda ise kombine disk testi ile 61 A. baumanii isolatinin 46’sinda (%
75), 52 P. aeruginosa nin 32’sinde (% 61,5) MBL pozitifligi saptanmistir. MBL
iireten isolatlarda imipenem MIK degerinin <4 pg/ml ise kombine disk difiizyon
testinin uygulanamayacag1 vurgulanmaktadir. Imipenem MIC degeri > 4 pg/ml olan
biitiin bakterilerdeki MBL enzimi kombine disk diflizyon yontemi kullanilarak tesbit
edilebilmistir (110).

Calismaya alman izolatlardan bazilarinin imipeneme direngli ve MIK degerinin
<4 pg/ml altinda olmas1 nedeniyle kombine disk testinin MBL enzimini saptamada
tek basina yeterli olamayacagi diisliniilse de bu sonuglar PCR gibi molekiiler
yontemlerle dogrulanmadigi i¢in bu degerin ger¢ekte MBL enzim {iretimini yansitip
yansitmadigi tartismaya agik bir konu olmakla birlikte, imipenem direncinin bagka

diren¢ mekanizmalari ile olusma olasilig1 da akilda bulundurulmalidir.

Cift disk sinerji testi ile ilgili bir ¢ok ¢aligma yapilmis ve MBL tesbitinde kolay
uygulanabilir, duyarli bir yontem oldugu konusunda veriler elde edilmistir. Substrat
olarak imipenem veya ceftazidim, inhibitér madde olarak da EDTA veya 2-MPA
kullanilabilir. Lee va arkadaslarinin 2003 yilinda yaptiklari ¢alismada imipeneme
direncli ve orta derecede direngli ceftazidime direncli Acinetobacter ve Pseudomonas
tiirlerinde imipenem—EDTA ve ceftazidim—2-MPA kombinasyonlarini denemigler ve
EDTA nin metal selatorii olarak daha etkin oldugu konusunda veriler elde etmisler.
Imipenem-EDTA ¢ift disk sinerji testinin MBL saptanmasindaki duyarliligmin
Pseudomonas tiirlerinde yaklasik %89, Acinetobacter tiirlerinde ise %100 oldugunu
bulmuglardir. Lee ve arkadaslariin 2001 yilinda yaptig1 baska bir ¢aligmada MBL

enzimi saptamis olan 530 Acinetobacter ve Pseudomonas tiirinde IPM hidrolizi
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acisindan spektrofotometrik olarak bakildiginda bu suslarin hepsinin IPM hidrolize

ettigi saptanmis ve testin duyarliligini % 100 olarak bildirilmistir (131, 132)

Jesudasan ve arkadaslari imipenem-EDTA ¢ift disk sinerji testinin modifiye

Hodge testine gore daha duyarli oldugu yoniinde bulgulara rastlamiglardir (133).

Calismamizda ise ¢ift disk sinerji testi ile 61 4. baumanii isolatindan 51’inde
(% 84) P. aeruginosa’da 52 isolattan 38’inde (% 73) MBL pozitifligi saptanda.
Diger fenotipik yontemlerden daha yiiksek oranlarda P. aeruginosa da MBL
pozitfligi tesbit edildi. Ozellikle cift disk sinerji testinin imipeneme orta duyarli P.

aeruginosa da MBL E test yonteminden daha duyarli oldugu gézlemlendi.

MBL E test yontemi, E test stripleri ticari olarak kolayca bulunabildigi i¢in
MBL tayininde sik kullanilan fenotipik testlerdendir. Diger fenotipik testlerin
cogunda oldugu gibi EDTA varliginda MBL enziminin inhibisyonu temeline
dayanan bir testtir. Test stribinin bir tarafina imipenem diger tarafinda ise EDTA
katkili imipenem bulunmaktadir. Degerlendilirken MIK degerleri okunarak
degerlendirildigi i¢in degerlendirmenin daha objektif oldugu sdylenebilir. Bu
yontemin tek dezavantaji imipeneme duyarli ve orta derecede duyarli bakterlerdeki
MBL iiretimini saptamada yetersiz kalmasidir. Bu nedenle imipeneme duyarl

bakterilerde MBL enzimi tesbiti i¢in baska fenotipik yontemler uygulanmalidir.

Bizim yaptigimiz ¢alismada ise MBL E test yontemi ile 4. baumanii isolatinin
49’unda (% 80) gibi yiiksek bir oranda bulunurken P. aeruginosa isolatinin 21’inde
(% 40) MBL pozitifliginin olmast P. aeruginosa’nin orta duyarli suslarininda
calismaya dahil edilmesi yaninda, diger testlerlede P. aeruginosa’da A. baumanii
isolatlarindan daha diisiik oranda MBL pozitifligi saptanmis olmasi baska direng
mekanizmalariin etkili olabilecegini akla getirmistir. Yan ve arkadaslar1 imipeneme
direncli isolatlarda E test uygulamislar ve E test sonuglarina gére MBL negatif olan
suslari PCR yoOntemi ile de negatif veya tanimlanamaz degerde bulduklarim

belirterek MBL saptanmasi i¢in E testin kullanigh oldugunu savunmuslardir (110).

Walsh ve arkadaslarinin 2005 yilinda yaptiklar1 baska bir ¢alismada da E test
yontemi ile MBL saptanan 31 Pseudomonas bakterisinin ancak 25 tanesinde PCR
yontemi ile MBL enzimi bulundugu saptanmistir (134). Yunanistan’da yapilan bir

calismada hastanedeki salgin sirasinda 53 P. aeruginosa isolatinda E test yontemi ile
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imipeneme direngli suslardan 44 tanesinde MBL pozitif bulunmus. Daha sonra bu
suglara PCR yontemi uygulanmis ve E test yonteminin MBL {irettigi saptanan 3 susu
tesbit edemedigi goriilmiistir. Bu da E test yonteminin yanlis pozitif sonug

verebildigi gibi yanlis negatif sonug da verebildigini gdstermistir.

Ulkemizde yapilan calismalara baktigimizda Toraman ve arkadaslari 2004
yilinda MBL varligiz1 E test yontemi ile tesbit etmisler ve PCR yontemi ile de
dogrulamiglardir. Diger c¢alismada ise Sisli Etfal hastanesinde Bayraktar ve
arkadaslar1 karbapeneme direnc¢li 27 P. aeruginosa isolatindan 17 tanesinde MBL
pozitifligi saptamiglar, daha sonra PCR yontemi ile sonug¢larin dogrulandigini

bildirmislerdir (135, 136).

Bizim ¢alismamizda ise MBL E test yontemi ile 61 A. baumanii isolatindan
49’unda (% 80), 52 P. aeruginosa isolatinin 21’inde (% 40) MBL pozitif, bulundu.
Imipeneme diregli suslarda MBL E test yontemi giivenilir kabul edilirken ¢alismaya
aldigimiz 6zellikle imipeneme orta duyarl P. aeruginosa’da ve A. baumanii’de testin

duyarliliginin diisiik oldugunu gézlemledik.

Modifiye Hodge testi ise MBL tesbitinde kullanilan diger fenotipik yontemdir.
Bu test diger fenotipik yontemlerden farkli olarak MBL inhibisyonu temeline
dayanmaz. Imipeneme duyarli olan bir bakterinin MBL enzimi iireten bakteri
varliginda imipenemin etkisiz hale gelmesi sonucu diskin etrafinda {iremenin
goriilmesi ile test pozitifligi saptanir. Lee ve arkadaslarinin yaptig1 bir caligmada
imipeneme direngli oldugu saptanan P. aeruginosa ve Acinetobacter spp.
isolatlarinda modifiye Hodge testi ile MBL enzim tesbitinden sonra PCR analizi

yapilmus ve testin duyarliligi %100, 6zgiilliigi ise % 88 oraninda bulunmustur (132).

Jesudasan ve arkadaglar1 ise imipeneme direncli Gram negatif nonfermenter
bakterilerde MBL pozitifligini %56 oraninda bulduklarini bildirmis, karsilagtirma
yapildiginda ise imipenem-EDTA ¢ift disk sinerji testinin modifiye Hodge testine
gore daha duyarli oldugunu belirtmislerdir (133).

Calismamizda modifiye Hodge testi ile 61 Acinetobacter baumanii isolatindan
45Unde (% 74), 52 P. aeruginosa isolatinin 30’tinde (% 49) MBL pozitifligi

saptanmustir.
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Hastanemiz izolatlarinda 4 farkli yontemle tespit etmis oldugumuz bu oranlar
iilkemiz ve diinyada yapilmis diger calismalardaki oranlara benzerlik gdstermekle
birlikte 6zellikle A. baumannii suslarinda daha yiiksek olarak tespit edilen, fakat P.
aeruginosa izolatlarinda da azimsanamayacak diizeyde tespit etmis oldugumuz MBL
pozitiflik oranlart hastanemizde 6nemli nozokomiyal infeksiyon ajanlari arasinda
kabul edilen bu bakteri gruplarinda MBL aktivitesinin takibi agisindan uyanik olma

gereksinimimizi ortaya koymaktadir.

Diger taraftan MBL {ireten bakterilerin neden oldugu infeksiyonlarin
tedavisinde karsilagilan giicliikler hem diinyada hemde iilkemizde kaygiyla
izlenmektedir. CLSI’de MBL iiretimini saptamak i¢in onerilen standart bir yontem
hala bulunmamaktadir. MBL varligim1 goéstermek icin uygulanan fenotipik
yontemlerden hangisinin daha iyi bir yontem oldugu konusunda netlik olugsmamastir,
bu konuda tiim diinyada ve iilkemizde c¢aligmalar stirmektedir. Kullanilan
yontemlerin hicbirisi tek basma yeterli olamamaktadir. Bu nedenle fenotipik
yontemlerle tesbit edilen MBL pozitif izolatlarin hidroliz deneyi ve PCR analizi gibi

molekiiler yontemlerle dogrulandigi ileri ¢caligmalara ihtiyag vardir.
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6. OZET

Calismamiz  Ocak 2007—Aralik 2007 tarihleri arasinda mikrobiyoloji
laboratuvarina gonderilen gesitli klinik drneklerden izole edilen 52 P. aeruginosa ve

61 A. baumanii olmak tizere toplam 113 bakteri kdkeni ile yapilmustir.

Bakterilerin tanimlanmasi standart klinik mikrobiyolojik yontemler ile
yapilmig, bu yontemlerle tanimlamanin yapilamadigi durumlarda BBL Crystal
Idendification Systems (BD, USA) sistemleri kullamlmistir. Bakterilerin invitro
kosullarda antibiyotiklere diren¢ durumlar1 CLSI Onerileri dogrultusunda disk
difiizyon yontemi ile belirlenmis, MBL {iretimi kombine disk yontemi, ¢ift disk

sinerji, modifiye Hodge testi ve E test yontemleri ile aragtirilmistir.

Imipenem direngli Acinetobacter kokenlerinde MBL {iretimi kombine disk
metodu ile % 75, IMP-EDTA ¢ift disk sinerji testi ile % 84, modifiye Hodge testi ile
% 74, E test ile % 80; imipeneme direngli Pseudomonas kokenlerinde kombine disk
metodu ile %62, IMPEDTA cift disk sinerji testi ile % 73 Modifiye Hodge testi ile %

58 ve E test ile % 40 oraninda bulunmustur.

MBL iireten bakterilerin aztreonam disinda tiim beta laktamlara direngli
olmalar1 ve klinik uygulamada uygun bir MBL inhibitoriiniin bulunmamasi, ayrica
MBL ile aminoglikozid diren¢ genlerinin genetik olarak birarada bulunmasi
epidemiyolojik acidan MBL varliginin tespit edilmesini ¢ok onemlidir. MBL
aragtirtlmasinda hizli, basit, duyarlilik ve 6zgiilligli yiiksek olan iyi bir fenotipik

tarama yontemine gerek vardir.

Gilinlimiizde var olan tarama yontemlerinin higbiri yeterli degildir. Bu sebeple
tarama sonuglarinin molekiiler yontemlerle dogrulanmasi gereklidir. Yaptigimiz
calisma hastanemizde MBL iireten suslarin belirlenmesi ve kontrolii ile ilgili olarak

daha ileri aragtirmalarin yapilmasi gerektigini diisiindiirmiistiir.

Anahtar sozciikler: MBL {iretimi, Pseudomonas, Acinetobacter, fenotipik

yontemler.
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7. SUMMARY

A total of 113 strains (52 Pseudomonas, 61 Acinetobacter), isolated from
clinical specimens sent to our Microbiology and Clinical Microbiology laboratory
between the dates of January 2006-2007, were studied. The bacteria were identified
by standart clinical microbiological tests, BBL Crystal idendification Systems (BD,
USA).

The invitro antimicrobial resistance of bacteria was determined by the disk
diffusion method according to Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
guideline. The MBL production was found using combined disk method, double disk
synergy test, modified Hodge test and E test.

Among imipenem resistant Acinetobacter strains, the MBL production
determined by combined disc method was found as 75 %. The MBL production vvas
found as 84 % by IPM-EDTA double disk synergy test, as 74 % by modified Hodge
test and as 80 % by E test. in imipenem resistant Pseudomonas strains, the MBL
production was found as 62 % by combined disc method, as 73 % by IPM-EDTA
double disk synergy test, 58 % by moditied Hodge test and as 40 % by E test.

The determinination of the presence of MBL is very important in point of
epidemiologic view because MBL producing bacteria are resistant to all beta lactams
except aztreonam and also because the MBL and aminoglycosid resistance gene were
present together genetically. Additionally there is not a MBL inhibitor for clinical
treatment. There is a need of quick, easy fenotipic screening test with high specifity

and sensitivity.

Today neither of the present screening methods are sufficient. For this reason
there is a need to confirm the screening results by molecular techniques. This study
suggested the need for advanced studies for the determination and control of MBL

producing strains in our hospital.

Key words: MBL production, Pseudomonas, Acinetobacter, fenotipic methods
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