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OZET

KARBAPENEM DIiRENCLI PSEUDOMONAS SUSLARINDA OXA-23, 0XA-40,
OXA-58 GENLERININ MOLEKULER YONTEMLE TESBITi
FATMA ESENKAYA TASBENT

UZMANLIK TEZIi
KONYA-2014

Ama¢: Bu calismada, karbapenem direngli 184 Pseudomonas spp. susunda, OXA tipi
karbapenemaz (OXA-23, OXA-40, OXA-58) iiretiminin ve karbapenem direncine katkisinin
irdelenmesi hedeflendi.

Yontem: Kasim 2011 ile Ekim 2013 tarihleri arasinda, Necmettin Erbakan Universitesi
Meram Tip Fakiiltesi Hastanesi Merkez Mikrobiyoloji Laboratuarina goénderilen klinik
orneklerden izole edilen 184 karbapenem direngli Pseudomonas spp. susu calismaya alindi.
Klinik izolatlarin tiplendirmesi ve antimikrobial duyarliliklar1 otomatize sistem (VITEK 2,
Biomerieux, Fransa) ve konvansiyonel yontemler ile yapildi. Karbapenem direnci saptanan
klinik 6rneklerde, Hyplex CarbOxa ID (Amplex Diagnostics GMBH, Almanya) PZR ticari
kiti ile OXA karbapenemazlardan OXA-23, OXA-40 ve OXA-58 varlig arastirildi.

Bulgular: 184 oOrnekten 12’sinde OXA-23 pozitifligi saptanirken, OXA-40 ve OXA-58
genlerinden birer pozitiflik bulundu.

Sonu¢: Bu calisma boélgemizde ve Tirkiyede Pseudomonas suslarinda OXA gurubu
karbapenemazlar1 arastiran ve oranlarin1 ortaya koyan ilk arastirmadir. Karbapenem
direncinde en 6nemli mekanizma, karbapenemaz aracili enzimatik hidroliz mekanizmasidir
ve bu mekanizma Acinetobacter baumannii’de oldugu gibi Pseudomonas’larda da bulunurlar.
OXA karbapenemazlarin ¢ogu zayif karbapenemaz aktivitesi gosterseler de; karbapenem
direnci OXA karbapenemazlar ile ikinci bir diren¢ mekanizmasinin kombinasyonundan
kaynaklanabilir. Gelecekte karbapenem direnci hasta tedavisinde ciddi bir sorun haline

gelebilir.

Anahtar kelimeler: Pseudomonas, OXA, karbapenemaz, direng.
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ABSTRACT

DETECTION OXA-23, OXA-40, OXA-58 GENES WITH MOLECULAR
INVESTIGATION IN CARBAPENEM RESISTANT PSEUDOMONAS STRAINS
FATMA ESENKAYA TASBENT
KONYA-2014

Objective: It was aimed to determine OXA type carbapenemases (OXA-23, OXA-40, OXA-
58) production in 184 carbapenem resistant Pseudomonas spp. isolates and to evaluate its
contribution to carbapenem resistance.

Method: One hundred eighty four carbapenem resistant Pseudomonas spp. isolates were
collected from Medical Microbiology Laboratory of Meram Faculty of Medicine, Necmettin
Erbakan University between November 2011 and October 2013. Idendification and
antimicrobial susceptibilities of clinical isolates were determined by automated system
(VITEK 2 Compact, Biomerieux, France) and conventional methods. OXA-23, OXA-40 and
OXA-58 of OXA carbapenemases was determineted by a commercial kit Hyplex CarbOxa ID
(Amplex Diagnostics GMBH, Germany) PCR in carbapenem resistant clinical samples.
Result: 12 of the 184 isolates have OXA-23 genes, OXA-40 and OXA-58 genes were
determined only one isolate.

Conclusion: This is first investigation of OXA type carbapenemases genes in Pseudomonas
strains and determine the rates of these genes in our region and Turkey.

The most important mechanism of carbapenem resistance is the enzymatic hydrolysis
mediated by carbapenemases. These enzymes are usually OXA type carbapenemases and also

found in carbapenem-resistant Pseudomanas. Although most of OXA carbapenemases have
weak carbapenemase activity, carbapenem resistance may result from the combination of a
second mechanism of resistance. Carbapenem resistance could become a serious problem in

the patient treatment in the future.

Key Words: Pseudomonas, OXA, carbapenemase, resistance
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KISALTMALAR VE SIMGELER

ABD: Amerika Birlesik Devletleri

BAL: Bronkoalveoler lavaj

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute
EARSS: European Antimicrobial Resistance Surveillance System
EGNB: Enterik Gram Negatif Bakteri

EMB: Eozine Methylene Blue agar

GSBL: Genislemis spektrumlu beta-laktamaz
IMP: Imipenem

KHO: Karbapenem Hidrolize eden Oksasilinazlar
MBL: Metallo Beta Laktamazlar

MEM: Meropenem

MIK: Minimal inhibisyon konsantrasyonu

PBP: Penisilin baglayan protein

PZR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

YBU: Yogun Bakim Unitesi



1.GIRIS VE AMAC

Gram negatif, nonfermentatif, oksidaz pozitif bir basil olan Pseudomonas tiirleri,
hastane ortaminda sik goriilmesi, mortalitesi yiliksek infeksiyonlara neden olmasi ve birden
fazla antibiyotik grubuna farkli mekanizmalarla diren¢ gelistirebilmesi nedeniyle hastane
infeksiyonu etkenleri arasinda 6nemli bir yere sahiptir (Arman 2004).

Bir¢ok antibiyotige dogal olarak direngli olmasinin yani sira mutasyon ile tiim
tedavilere direngli hale gelebilmesi ve son yillarda tedavide kullanilabilecek tiim
antibiyotiklere direngli “panrezistan ” kdkenlerin ortaya ¢ikmasi, Pseudomonas’larin hastane
infeksiyonlarinda en 6nemli bakterilerden biri olmasinda etken olmustur (Gtir 2003).

Pseudomonas’lar bir¢ok antibiyotige karsi dogal olarak direnglidir. Ayrica yiiksek
oranda kazanilmis direng gelistirebilme yetenegine sahiptir. Bu nedenle tedavisi gii¢ olan ve
hayat1 tehdit eden ciddi infeksiyonlara neden olmustur (Defez 2004, Falagas 2006). Tiim
diinyada bakterinin antibiyotiklere karst gelistirdigi kazanilmig diren¢ oranlart giderek
artmaktadir (Aloush 2006). Direng gelisimi 6zellikle spesifik antibiyotik kullanimi sonrasi
gelismekte ve direngli suslar hastadan hastaya gegebilmektedir. Son yillarda, P.aeruginosa
suslariin gelistirdigi ¢oklu antibiyotik direnci diinya genelinde 6nemli bir sorun haline
gelmistir (Pier 2005).

Direng, bir bakterinin antimikrobiyal bir ajanin 6ldiiriicii veya iiremeyi durdurucu
etkisine karst koyabilme yetenegidir. Antibiyotik direnci, yalnizca yaygin antibiyotik
kullanimi sonucu degil, bakterilerin olumsuz ¢evre kosullarinda yasamlarini siirdiirmek i¢in
kullandig1 savunma siirecinin bir pargasidir (Cunha 2000).

Karbapenemler bilinen en genis spektrumlu beta laktam antibiyotiklerdir. Genis etki
spekturumlar1 ve direngli bakterilerle olusan ciddi infeksiyonlarda tercih edilmeleri nedeniyle
karbapenem grubu antibiyotikler, ¢cogul antibiyotik direnci gosteren etkenler ile olusan
hastane infeksiyonlar1 ve birden fazla etkenin neden oldugu komplike infeksiyonlar igin
ayrilmast ve rutin kullannomindan kaginilmasit gereken antibiyotiklerdir. Son yillarda,
karbapenem grubu antibiyotiklere direngli Pseudomonas suslari ile meydana gelen
infeksiyonlarin siklifinda anlamli bir artis goriilmiis ve tedavilerinde Onemli sorunlar
yasanmustir (Bonfiglio 2002, Ozgiiven 2002, Akalin 2004).

Karbapenemin de dahil oldugu beta laktam grubu antibiyotiklere diren¢ gelismesinden
sorumlu mekanizmalar i¢cinde en Onemlisi, bakterilerin iirettigi beta-laktamaz enzimleridir.
Karbapenemleri hidrolize eden beta-laktamazlar (karbapenemazlar) karbapenem kullanimina

paralel olarak son yillarda artan oranlarda bildirilmektedir (Gontillii 2003). Beta-laktamazlarin



siniflandirilmasinda  en ¢ok Bush-Jacoby-Medeiros ve Ambler simiflandirmalari
kullanilmaktadir (Rice 2003).

Beta-laktamazlarin siniflandirilmasinda kullanilan Ambler siniflandirmas: ile beta
laktamazlar dort gruba ayrilir. Karbapenemazlar Ambler simiflamasindaki ii¢ grupta da yer
alirlar:

Sinif A karbapenemazlar (KPC, GES, SME...)

Sinif B metallo-B-laktamazlar (IMP, VIM, SPM, NDM-1...)

Sinif D OXA-23, -40, -51, -58, -48 (Bush 1995, Poirel 2002).

Gilinlimiizde tiim diinyada bir yandan hizla yeni ilaglar gelistirilmekte iken, 6te yandan
bunlara siiratle diren¢ kazanan mikroorganizmalarla olusan infeksiyonlar bildirilmektedir.
Antibiyotik kullanimi1 ile bakteriyel diren¢ gelisimi arasindaki iliski uzun zamandan beri
dikkat c¢ekmektedir. Bu konuda yapilan caligmalar yaygin kullanim ile diren¢ gelisimi
arasinda bir paralellik oldugunu gostermektedir (Ozgiiven 2002).

Antibiyotiklere direng, tiim diinyada insan sagligini tehdit eden en 6nemli sorunlardan
biridir. Bakterilerde son yirmibes yildir ¢ok sayida direng fenotipi ortaya ¢ikmis ve yaygin
hale gelmis, coklu direngli mikroorganizmalar sadece hastanelerde degil toplumda da
goriilmeye baglanmistir. Direncin biyokimyasal mekanizmalarinin bilinmesi in-vitro olarak
direng fenotiplerinin belirlenebilmesi ve tedaviye yon gostermenin yaninda dirence karsi
koyabilen veya bakterilerde farkli hedefleri olan yeni antibiyotiklerin gelistirilmesine de temel
olusturmaktadir. Bu diren¢ mekanizmalarinin bilinmesi ve yayiliminin énlenmesi 6nemlidir.

Karbapenemaz tireten bakterilerin neden oldugu, ozellikle hayati tehdit eden ciddi
infeksiyonlarin tedavisinde antibiyotik kullanimi ve sonuglar1 hakkinda yeterince klinik veri
bulunmamaktadir (Livermore 2001).

Bu c¢aligma ile laboratuarimiza gelen rutin Orneklerdeki karbapenem direncli
Pseudomonas suslarinda grup D karbapenemaz ailesinden direng genleri polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) ile arastirilmistir. Bu direng genleri daha siklikla Acinetobacter’de
rastlanmakta olup bununla ilgili ¢ok sayida ¢aligma bulunurken, Pseudomonas’larda bu direng
genleriyle ilgili ¢alismalar sinirli sayidadir. Bu calismanin bu yonde katki saglayacagi
diistiniilmektedir. Calismaya dahil edilen karbapenem direngli Pseudomonas suslarinda,
karbapenem direncine neden oldugu diisliniilen genlerden OXA-23, OXA-40, OXA-58

genlerinin varliginin arastirilmasi planlanmistir.



2. GENEL BILGILER

Psedomonadaceae familyasi igerisinde yer alan Pseudomonas cinsi bakterilerin birgogu
dogada, toprakta ve sularda yaygin olarak bulunur. Pseudomonas Gram-negatif bakteri cinsi
olup, pek ¢ok tiir igerir (Bilgehan 2000, Murray 2007).

Bu bakterilerin smiflandirilmasi goriiniimlerine, pigment olusturup olusturmamalarina
ve metabolizmalarina goére yapilmistir. Pseudomonas cinsinin, ribozomal RNA/ DNA
hibridizasyon ¢alismalart sonucunda birbirinden iliskisiz bes gruptan olustugu belirlenmistir.
Pseudomonas ve yakin bakterilerin rRNA homoloji gruplart:

1. Pseudomonas

2. Burkholderia tiirleri;

3. Comamonas, Acidovorax ve Hydrogenophaga genuslari

4. Brevundimonas tiirleri

5. Stenotrophomonas ve Xanthomonas cinsleridir (Bilgehan 2000, Murray 2007).

Guntimiizde Pseudomonas cinsi i¢ginde 160 tiir bulunur ve bunlar i¢inde sadece 12 tiir
klinik 6neme sahiptir. Cogu tiirler bitki ve hayvan i¢in patojendir. Pseudomonas cinsinde en
siklikla izole edilen insan patojeni, Pseudomonas aeruginosa’dir (Bastiirk 2005, Murray
2007).

Pseudomonas aeruginosa ilk kez Gessard tarafindan 1882 yilinda mavi yesil cerahat
etkeni olarak tanimlanmistir (Bilgehan 2000). 1886 yilinda yeni dogan kaninda,1899 yilinda
ise yetiskin kaninda infeksiyon etkeni olarak izole edilmistir. 19. yiizyilin sonunda insanin
hemen hemen tiim anotomik boélgelerinden infeksiyon etkeni olarak izole edilmistir.
1980’lerden sonra hastane infeksiyon etkeni olarak dikkat cekmeye baslamistir (Kayse 1997).

Pseudomonas tiirleri aerob, sporsuz, diiz veya hafif kivrimli, 0.5-1.0 ym ve 1.5-5.0
um boyutlarinda Gram-negatif ¢omaklardir. Tek veya c¢oklu polar flajellalar: ile genellikle
hareketlidirler. Son oksijen alicisinin oksijen oldugu zorunlu aerob solunuma dayali bir
metabolizmalar1 olmakla birlikte, bazi durumlarda nitratin son elektron alicis1 olarak
kullanilmasia bagli olarak anaerob sartlarda da iireyebilirler. Pseudomonas tiirleri katalaz
pozitif olup, klinik dneme sahip ¢ogu tiir oksidaz pozitiftir (Birkag tiir hari¢) (Murray 2007).
Gen transferini konjugasyon veya transdiiksiyonla yapar ve DNA’ daki G+C oran1 % 67,2’ dir
(Bilgehan 2000).

Uremek igin otuzdan fazla organik maddeyi kullamirlar, en iyi 37°C’de iirerler.
Pseudomonas aeruginosa ve diger tiirler 42°C’de de irerler; fakat 4°C’de tiremezler (Giir
2003, Koneman 2006).



Bu bakteriler, kat1 besiyerlerinde baslica 3 tip koloni olusturur:

Tip 1 koloniler; yuvarlak, mat yiizeyli, ortasi kabarik, 2-3 mm ¢apindaki kolonilerdir
ve klinik materyallerden iiretilen P. aeruginosa’lar daha ¢ok bu tip kolonileri olustururlar.

Tip 2 koloniler; kii¢iik, kabarik, koliform kolonilere benzerdir.

Tip 3 koloniler ise R koloni formundadir.

Bu formlarin disinda mukoid, ciice, jelatindz koloniler de goriilebilir. Mukoid
koloniler, siklikla kistik fibrozisli hastalarda goriilmekle birlikte, bazen diger kronik akciger
hastalig1 olan kisilerdeki pulmoner infeksiyonlarda veya kateter kullanimina bagli sekonder
gelisen triner sistem infeksiyonlarinda da goriilebilirler. Siklikla kistik fibrozisli hastalarin
balgamindan izole edilen ciice koloniler, 48-72 saat inkiibe edilmeden gozle
degerlendirilemezler (Pitt 1998; Bilgehan 2000; Kiska 2003).

Pseudomonas’lar, bir kiiltiirde koloni varyantlarinin bir karigimini olusturabilir ve
karigik bir bakteri kiiltiirii izlenimi verebilir. Bu koloni tipleri, farkli biyokimyasal 6zellik ile
enzimatik aktiviteye ve farkli antibiyotik duyarlilik paternine sahip olabilir. Ozellikle kistik
fibrozisli hastalarda siklikla goriilen bu karisik koloni varyantlari antibiyotik duyarlilik
testlerinde sorun olusturabilir (Kiska 2003).

MacConkey agarda, laktoz negatif koloniler olustururken, buyyonda ylizeyde zar
yapmak iizere bol ve homojen iirer, zarin hemen altinda mavi-yesil pigment olusumu gortliir
(Bilgehan 2000; Forbes 2002; Kiska 2003). Bu 6zellik P. aeruginosa identifikasyonunu
dogrular ve kiiltlirlerin cogunda, triptofandan 2-aminoasetofenon iiretimine bagli olarak tatl
lizim benzeri koku olusturmasi karakteristik 6zelligidir (Pitt 1998; Erdem1999).

Mueller-Hinton agar veya triptik soy agar gibi boya icermeyen besiyerlerinde
degerlendirilen pigmentasyon olusumu, kiiltiirler inkiibatérden cikarilip oda 1sisinda (18-22
°C) 3-4 saat bekletildiginde artmaktadir (Pitt 1998; Bilgehan 2000; Forbes 2002).

Pseudomonas’lar, karbonhidratlar1 fermente etmez. Glikoz ve ksilozu, oksidasyon
yoluyla pargalar fakat maltoza etkisizdir. Katalaz ve oksidaz testleri pozitiftir. L- arjinin
dihidrolaz iiretiminin, L-lizin dekarboksilaz ve L-ornitin dekarboksilaz iiretiminin negatif
olmasi, indol ve H2S olusturmamasi, metil kirmizis1 ve Voges Proskauer testlerinin negatif
olmasi, jelatini hidrolize etmesi, iireyi parg¢alamasi, sitrati kullanabilmesi ve nitratin gaz
olusturmasi, Ui¢ sekerli demirli (TSI) besiyerinde reaksiyon olusturmamasi gibi 6zellikleri
tanida yardime1 olan diger biyokimyasal testlerdir (Giir 2003, Koneman 2006, Topgu 2008).

Bakterinin hastalik yapma kapasitesini gosteren viriilans faktorleri, bakteriyi konak
immun savunmasindan koruyan, dokuda kolonizasyona ve/veya invazyona neden olan hiicre

dis1 enzimler ve/veya hiicre yiizeyine bagli etmenler olarak tanimlanabilmektedir (Nguyen

4



2006). Kolonizasyon sonrasinda iiretilen tiim bu viriilans etmenlerinin, bakteriyel
infeksiyonlarin yayilmasina, kolonizasyondan sonra doku hasarina, kan dolagimi invazyonuna
neden oldugu gosterilmistir. Bu hiicre dis1 enzim ve toksinlerin tiretimi Pseudomonas’larin
infeksiyon evresine ve yerlestigi yere gore degismektedir (Williams 2002, Delden 1998). P.
aeruginosa; tiire 6zgii hiicre dis1 virulans etmenleri olan elastaz, alkalen proteaz, ekzoenzim S
ve ekzotokzin A gibi bir¢ok proteaz ve toksin iiretir.

Pseudomonas’lar, yiizeyel bir deri infeksiyonundan fulminan sepsise kadar degisen
cok cesitli infeksiyonlara neden olabilir (Murray 2007). Bu infeksiyonlar, yiiksek mortalite ile
seyreder (Vahaboglu 2000).

Farkli fiziksel kosullara ¢ok kolay uyum gostermesi, bir¢ok antibiyotige ve
dezenfektanlara direngli olmasi etkili bir firsat¢1 patojen olma 6zelligi kazandirir (Pollack
2000; Turgut 2002).

Pseudomonas’lar sik olmamakla birlikte saglikli insanlarin normal florasinda da
bulunur. Dogada oldugu gibi viicutta da nemli bolgelerde kolonize olma egilimindedir.
Kolonizasyon orant; deride %0-2, burun mukozasinda %0-3.3, bogaz mukozasinda % 0- 6.6,
gaitada diyetten etkilenmekle birlikte %2.6-24’tiir. Hastanede yatan hastalarda her bir
ornekteki kolonizasyon orani %50’ye kadar ¢gikmaktadir (Pollack 2000).

Son yillarda Pseudomonas infeksiyonlarinin hastane ortaminda gittikce arttigi
gozlenmektedir. Degisik caligmalarda, hastane infeksiyonlarindan %8-25 oraninda bu
bakterinin sorumlu oldugu gosterilmistir. Ozellikle, Yogun Bakim Uniteleri (YBU) ve
ndtropenik hastalarin bulundugu kliniklerde daha sik olarak goriilmektedir (Usluer 2002).

Asya, Avrupa, Latin Amerika ve ABD/Kanada olmak iizere, diinyanin dort farkli
bolgesinde 1997-2001 yillar1 arasinda 18569 nonfermentatif Gram-negatif izolatin
degerlendirildigi (SENTRY) ¢alismasinda, Pseudomonas’lar %64,5 oraninda en sik izole
edilen nonfermentatif Gram-negatif basil olarak bildirilmistir (Jones 2003).

Ulkemizde sekiz hastanenin YBU’lerinden izole edilen Gram-negatif bakterilerin
degerlendirildigi ¢ok merkezli bir ¢alismada, P.aeruginosa %:24,6 orani ile en sik izole edilen
Gram-negatif bakteri olarak bildirilmistir (Aksaray 2000). Yine 16 hastanenin YBU’lerinden,
son 5 yillik verilerin degerlendirildigi ¢alismada ise P. aeruginosa’nin %28,2 orani ile en
yaygin Gram-negatif bakteri oldugu belirlenmistir (Leblebicioglu 2002).

Sacar ve ark.’nin (2008) 2004, 2005, 2006 yillarina ait siirveyans c¢alismasinda,
hastane infeksiyonlari iginde P.aeruginosa %11.3 ile ikinci siklikta izole edilmistir. Yogun
bakim {initelerindeki hastane infeksiyonlarinin arastirildigi bir diger ¢alismada, infeksiyon

etkenleri arasinda ilk siray1 %19.7 ile Pseudomonas spp. suslart almistir (Biiyiiktuna 2010).
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Ertirk ve ark.’min (2012) calismasinda, yogun bakim {initelerinde yatan hastalarin
klinik orneklerinden izole edilen mikroorganizmalar arastirilmis, ensik izole edilen (%38)
Gram negatif bakteri Pseudomonas spp. olarak bildirilmistir.

Tiim diinyada Pseudomonas infeksiyonlarinda antibiyotiklere direng oranlart artmakta,
kullanilacak antibiyotik sayis1 giderek daha da smirlanmakta ve kullanilacak yeni bir
antibiyotik  bulunamamaktadir (Quinn 1998; Leblebicioglu 2002; Eldere 2003).
Pseudomonas’larda antibiyotiklere direng hizla ve birden fazla mekanizmayla gelismektedir
(Ozsiit 1998). Pseudomonas infeksiyonlar1 yillar iginde artis gdstermekte ve oOzellikle
YBU’lerinde, kistik fibrozisli veya infeksiyona duyarl hastalarda 6liime neden olmaktadir

(Durupinar 2001).

2.1. Antibiyotikler

Antibiyotikler ¢esitli mikroorganizma tiirleri (bakteriler, mantarlar, aktinomigesler)
tarafindan sentezlenen ve diger mikroorganizmalarin gelismesini engelleyen veya onlari
oldiiren dogal maddelerdir. Antibiyotik terimini ilk defa 1942 yilinda Waksman kullanmistir.
Bu terim ilk yillarda mantar veya bakteri olabilen bir mikroorganizmadan elde edilen ve
baska mikroorganizmalara inhibitér olan maddeler i¢in kullamilmigtir. Bu dogal
antibiyotiklerin yan dallarinda yapilan degisikliklerle elde edilen antibiyotiklere, yar1 sentetik
antibiyotikler denilmistir (Tiinger 2003, Leblebicioglu 2008).

Sozciik olarak ‘yasama karsi’ (Anti=karsi, Bios=yasam) anlamina gelen antibiyotikler;
dogal, sentetik veya yari sentetik gibi siniflandirilabilirler (Topgu 2008).

Antibiyotiklerin bilingli kullanimi, direng gelisimi olasiliginin azaltilmas1 ve bir
antibiyotik grubundan bir c¢ekirdek molekiiliin yan dallarini1 degistirerek yeni yar1 sentetik
veya sentetik antibiyotiklerin elde edilebilmesi i¢in etki mekanizmalarinin bilinmesi gerekir.
Antibiyotiklerin bakteriler tiizerine etkisi ¢ok defa birden fazla mekanizmay1 igerir.
Dolayisiyla basit, tekil bir olay degildir. Ornegin; bakteri hiicre duvarinin sentezini engelleyen
bir antibiyotik belirli konsantrasyonlarda ya da bakterinin belirli fizyolojik durumlarinda
protein veya niikleik asit sentezini de engelleyebilir. Ancak ¢ok defa bu etki
mekanizmalarindan biri digerlerinden daha 6nemlidir ve maddenin antibakteriyel ila¢ olarak
kullanilmasmin asil nedenini olusturur. Bu 6nde gelen etki mekanizmalarina gore de
antibakteriyel antibiyotikleri Tablo 2.1’ deki gibi bes gruba ayirmak miimkiindiir (Tiinger
2003, Leblebicioglu 2008).



Tablo 2.1. Antibiyotiklerin etki mekanizmalarina gore siiflandirilmasi
1. Hiicre duvari sentezini inhibe edenler

e Beta-laktam antibiyotikler(penisilinler, sefalosporinler, sefamisinler, karbapenemler,
oksasefemler, monobaktamlar)

Glikopeptidler

Basitrasin

Fosfomisin

Sikloserin

e Iizoniazid

2. Protein sentezini inhibe edenler

Aminoglikozidler
Kloromfenikol
Tetrasiklinler
Glisilsiklinler
Makrolidler
Ketolidler
Linkozamidler
StreptoGraminler
Oksazolidinonlar
Mupirosin
Fusidik asit

3. Niikleik asit sentezini inhibe edenler

Kinolonlar

Rifampisinler

Novobiyosin

Dolayli olarak siilfanamidler
Nitroforanlar
Nitroimidazoller

4. Stoplazma zarim etkileyenler

Polimiksinler
Kolistin
Gramisidin
Tirosidin

5. Folat sentezini etkileyen antibakteriyeller

e Siilfonamidler
e Trimetoprim
e Dapson



2.1.1. BETA-LAKTAM ANTIBiYOTIKLER
Bu gruptaki antibiyotiklerin ortak 6zelligi gruba adini veren dort iiyeli bir beta laktam

halkast i¢ermeleridir. Bu halkaya baglanan farkli gruplar her bir beta laktam antibiyotik
cesidine farkli Ozellikler kazandirmaktadir. Beta-laktam antibiyotikler giiniimiizde; gerek
hastane icinde, gerekse hastane disinda en sik kullanilan antibiyotik tiirevlerinin baginda
gelmektedirler ve baslica 5 grupta toplanirlar.

1)Penisilinler,

2) Beta-laktamaz inhibitorleri (klavulanat, sulbaktam, tazobaktam)

3) Sefalosporinler

4) Monobaktamlar

5) Karbapenemler (Forbes 2002, Tiinger 2003, Topgu 2008).

Gilivenli olmalari, etki spektrumlarinin genis olmasi ve kimyasal yapilarinda
degisikliklerle aktivitelerinin arttirilabilmesi nedeniyle beta-laktam antibiyotikler, toplam

antibiyotik kullaniminin %60’1n1 olusturmaktadir (Livermore ve Wooddford 2006).

Sekil 2.1. Beta-laktam halkas1 bulunduran antibiyotikler
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Sekil 2.2. Cesitli etkenlere gore beta laktam antibiyotiklerin kullaniminin kronolojik dagilimi
(Weinstein 1998)
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1820 1830 1540 1950 1560 1970 18580 1900 2000 20T
D Koagulsr negatif stafilckoklar - &Er (-} basillar
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2.1.1.1 KARBAPENEMLER

Karbapenemler beta-laktamlarin en genis spektrumlusudur. 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 (Livermore 2000).

Tibbi kullanima girmeleri 1970’li yillarin ortalarinda tienamisinin bulunmasiyla
baglar. Tienamisin bir toprak mikroorganizmasi olan Strepyomyces cattleya’dan elde edilmis
tiriindiir. O yillarda imitvar bir antibiyotik olarak kabul edilmisken, konsantre formlarinda
aktivitesini cabuk yitirmesi nedeniyle hayal kiriklig1 yaratmistir. Tienamisinin yar1 sentetik
bir derivesi olan N-formimidoil tienamisin (imipenem)’in bu Onemli dezavantaji ortadan
kaldirdig1 saptanmis, ancak bu kez de bu yar1 sentetik bilesigin insan bobrek dehidropeptidaz
1 (DHP-1) enzimi tarafindan metabolize edildigi ortaya ¢ikmistir. Bu enzim insan bdbrek
proksimal tiipleri firgams1 kenarlarinda bulunmaktadir ve orijinal imipenem (IMP)
molekiiliiniin atilimini azaltmakta, idrarla atilimin1 engellemektedir. Boylece IMP molekiilleri
proksimal tiibiillerde toksik diizeyde birikerek nekroza yol agmaktadir Bu 6nemli problem
kisa siirede silastatin molekiillerinin tanimlanmasi ile sona ermistir. Klinik calismalar IMP

(monohidrat tuzu)/silastatinin 1/1 oraninin klinikte kullanilabilecek bir oran olabilecegini



ortaya koymus ve 1986 yilindan itibaren bu ila¢ ruhsatlandirilarak kullanima sokulmustur
(Leblebicioglu 2008, Topcu 2008).

Karbapenemler ¢ok genis spektrumlu antibakteriyel aktiviteye ve klinikte gdézlenen
birgok beta-laktamaza kars1 stabiliteye sahiptir. Cok genis etki spektrumu, iyi klinik etkinligi,
uygun giivenlik profili ile karbapenemler, agir infeksiyonlarin baglangi¢ tedavisinde ilk tercih
edilecek olan antibiyotikler i¢indedir (Bonfiglio 2002).

Infeksiyonlarin tedavisinde karbapenemlerin iki énemli &zelligi vardir: Genis etki
spektrumlar ile birlikte AmpC ve genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) enzimlerine
karst diren¢li olmalaridir. Bu son Ozellikleri karbapenemleri genis spektrumlu
sefalosporinlerin Oniine ¢ikarmistir. Bu antibiyotik grubu ayrica bakteri hiicresine gosterdigi
penetrasyon 6zelligi, Gram-pozitif ve Gram-negatif ve aerop ve anaerop bakterilere etkinligi
ile ozellikle klinikte mikst infeksiyonlarin tedavisinde biiytlik istiinliikler saglamistir. Bu
nedenle karbapenemler 6zellikle diger bir¢ok antibiyotiklere direngli Gram-negatif bakteri
infeksiyonlar1 basta olmak iizere ciddi tedavi gerektiren infeksiyonlarda oncelikli bir yere
sahip olmustur. Karbapenemler i¢inde ii¢ yeni iliye daha ruhsatlandirilarak klinik kullanima
girmistir. Bunlar; ertapenem (Invanz), doripenem (Finibax) ve faropenemdir. Bu yeni
antibiyotiklerden ertapenem giinde tek doz kullanim kolaylig1 ile klinik kullanimlarda yerini
almistir (Leblebicioglu 2008).

Karbapenemlerde baslica ii¢ temel kusagin varligindan soz edilebilir ( Tablo 2.2).

Grup 1 karbapenemler: Etki spektrumlari daha dar ve nonfermantatif basillere
etkileri sinirli, toplum kokenli infeksiyonlarda kullanilabilenler karbapenemlerdir (ertapenem
gibi).

Grup 2 karbapenemler: Etki spektrumlar1 daha genis ve nonfermantatif basillere de
etkili olan, daha ¢ok nazokomiyal infeksiyonlarda kullanilabilenler karbapenemlerdir. IMP ve
meropenem (MEM) gibi.

Grup 3 karbapenemler: Uciincii grup karbapenem olan CS-023 ise ikinci grubun
etkinligine ek olarak metisiline direngli Staphylococcus aureus ( MRSA)’a kars1 da aktivite
gostermektedir. Glinlimiizde bu kusakta lisansli bir iirlin yoktur (Leblebicioglu 2008, Bassetti

2009).
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Tablo 2.2. Karbapenemlerin aktivitelerine gore siniflandirilmasi

Grup 1 Grup 2 Grup 3

Ertapenem Imipenem CS-023
Pamipenem Meropenem
Non fermantatif etkinlik | Biapenem

sinirl Doripenem

Karbapenemlerin yapisi

Temel yapi, penisilinin laktam halkasina benzemektedir. Penisilin  ve
sefalosporinlerden farkli olarak o-halkasindaki siilfiir atomunda metilen vardir. Bu yap1
bakteri hiicresindeki hedef proteinlere baglanmay1 arttirir. Bunun sonucunda etki spektrumu
genisler ve antibakteriyel giicii artar. Molekiil agirhigi distktiir, bakteri hiicre membranindan
girisi kolay olur. Beta laktam halkasinda bulunan hidroksimetil yan zinciri beta laktamazlara
dayanikliligt saglar. Penem halkasinda bulunan alkil tiyo yan zinciri ise molekiilin P.
aeruginosa’ya etkinligini saglamaktadir (Mandell 2000, Topgu 2008).

MEM’de IMP’den farkli olarak DHP-1 enzimine direngli olmasini saglayan Cl1
atomuna baglanmis olan metil grubu vardir (Leblebicioglu 2008).
Karbapenemlerin antimikrobiyal aktivitesi

Kullanimda olan beta-laktam antibiyotikler arasinda etki spektrumu en genis olan
antibiyotik sinifidir. Gram pozitif ve Gram negatif, aerop ve anaeroplara etkilidirler (Topgu
2008). “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)” duyarlilik sinirin1 genel olarak
minimum inhibitér konsantrasyonu (MiK): <2 mg/L olarak belirtmistir. MiK > 2 ile < 8mg/L
ise orta duyarlilik sinirlaridir (Tablo 2.3).
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Tablo 2.3. Imipenem ve meropenemin Pseudomonas aeruginosa i¢in MiK degerleri (CLSI 2013)

Zon ¢ap1 yorumlama MIC yorumlama kriteri
kriteri (ng/ml)
Karbapenemler | Disk icerigi (mm)

Duyarli| Orta | Direngli | Duyarli| Orta | Direngli
(S) | duyarh (R) (S) | duyarh (R)

@ )
imipenem 10 pg >19 | 16-18 | <15 | <2 4 >3
- <
Meropenem 10 pg =19 16-18 | <I5 <2 4 >8

Karbapenemlere genis spektrumlu denmesinin en 6nemli nedenlerinden biri Gram-
pozitiflere de etkili olmasidir. MRSA hari¢ tiim stafilokoklar iizerine etkilidirler. Keza
Enterococcus faecium kokenleri genellikle karbapenemlere direngli iken, E. faecium disindaki
diger enterokoklar orta duyarli ya da duyarlidir. Karbapenemlerin en biiyiik avantajlarindan
biri de anaeroplara kars: etkinlikleridir. Bu etkinlik bir¢ok anaerop tiirii i¢in metronidazol ve
klindamisin gibi klasik anaerob etkili antibiyotiklerden daha fazladir. Bu o6zellikleri mikst
bakteriyel infeksiyonlarda karbapenemlere biiyiik avantaj saglar. (Leblebicioglu 2008).

2.2. Bakterilerde Antibiyotiklere Karsi Diren¢ Mekanizmalari

Antibiyotiklerin bulunmasi ve kullanima sokulmalar1 XX. yiizyilda tip alanindaki en
onemli buluglardan biridir; buna karsin bu ilaglarin yaygin kullanimlar1 sonucu, ¢ok kisa bir
siirede bunlara karsi direngli mikroorganizmalarin ortaya ¢ikmasina neden olmustur (Tablo
2.4) (Leblebicioglu 2008).

A. Fleming’in 1928’de penisilin’in kesfi ile baglayan antibiyotik ¢agi, G. Domagk’in
stilfonomid grubundan prontosilini (1932), S.A.Waksman’in 1943°de streptomisini bulmasi
ve tetrasiklin ve kloromfenikol’in 1940’11 yillarda kullanima girmesi ile ¢ok kisa siirede
birgok antibiyotigin modern tibbin kullanimina girmesi siirmiistiir (Goozner 2004, Lawrence
2005). Ancak ilk kullanima girdikleri yillarda bile bu antibiyotiklerden ¢oguna karsi bazi
bakteriler arasinda direncin goriilmesi antibiyotiklerden uzun siireli faydalanmamin miimkiin

olamayacagina isaret olarak kabul edilmistir (Garner 1988).
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Bakterilerin antimikrobik maddelere kars1 gosterdigi diren¢ mekanizmalar1 ii¢ grup
altinda toplanabilir:
1- Tlacin hedefinde degisiklik olusmasi
a ) Reseptoriin afinitesinde azalma olmasi
b ) Ilactan etkilenmeyen farkli bir metabolik yolun kullanilmasi
2- Sentezlenen enzimle ilacin inaktive edilmesi
3- Hiicreye giren ila¢ miktarinin azalmasi
a ) Permeabilitenin azalmasi
b ) Aktif pompalama ile ilacin disar1 atilmasi
Bir bakteri, bu mekanizmalardan bir veya birkagin1 kullanarak, farkli etki
mekanizmasina sahip antibiyotiklere karsi diren¢ kazanabilmektedir (Giilay 1999, Yiice

2001).
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Tablo 2.4. Cesitli antibiyotiklerin klinik kullanima girdikleri ve direncin bildirildigi tarihler

(Leblebicioglu 2008)
Antibiyotik FDA onay tarihi Direng bildirim tarihi | Diren¢ mekanizmasi
Penisilin G 1943 1940 Penisilinaz
Streptomisin 1947 1947 Ribozomal protein S12
de mutasyon
Tetrasiklin 1952 1952 Atim pompast
Penisilin ve tetrasiklin | 1943 ve 1952 1976-1980 Plagmld kontroliinde
L genis spektrumlu beta-
(Neisseria gonorrhoeae
. laktamazlar ve
ve Enterobacteriaceae) .
tetrasiklin atim pompasi
Metisilin 1960 1961 ﬁfﬁ‘l’:‘ i or tei(lfezr:)“hn
(Staphylococcus glayanp
aureus icin tim beta
laktamlar)
Nalidiksik asit 1964 1966 Topoizomeraz
mutasyonlari
Gentamisin 1967 1969 Al’l:l'ln(‘)g'll'k ozm'l
degistirici enzimler
Sefotaksim 1981 1981 AmpC beta-laktamazlar
1983 Genis spektrumlu beta

laktamazlar

2.2.1. Beta laktam antibiyotiklere karsi diren¢ mekanizmalari

Beta-laktam antibiyotikler, bakteri hiicre duvarindaki peptidoglikan sentezinde gorevli

transpeptidaz ve karboksipeptidaz enzimlerini diger adiyla PBP’leri inhibe ederek etki

gosterirler (Essack 2001). Beta-laktam antibiyotik tarafindan PBP’leri inhibe edilen bakteride

peptidoglikan sentezlenemeyeceginden hiicre duvar yapisi bozulmaktadir. Bu durum

bakterinin ozmotik diren¢ kaybina ve dliimiine neden olmaktadir. Bakterilerde beta laktam

antibiyotiklere karsi olusan direng ii¢ yolla gelismektedir (Giilay 1999).
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a- PBP’lerde Olusan Degisiklikler Ile Gelisen Direnc

PBP’ler, beta laktam antibiyotiklerin hiicredeki hedefleridir. 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 (Forbes 2002, Leblebicioglu 2008).

b-Antibiyotiklerin Hiicre i¢ine Girisinin Kisitlanmasi ve Aktif Pompa Sistemleri

Birgok beta-laktam antibiyotik, Gram-negatif bakterilerin igerisine dig membran
proteinlerinden olusan porlar yoluyla ge¢mektedir. Porinlerin 6zellikleri ve sayilart ile
antibiyotigin ¢esitli 6zellikleri (elektriksel yiik, ¢oziliniirlikk, molekiiler biiyiiklik vb), beta-
laktam antibiyotiklerin hiicre icine giris hizin1 belirlemektedir. Ozellikle P.aeruginosa’da
gecirgenligin azalmasinin yani sira aktif pompa sistemleri de antibiyotik direncinde etkilidir.
Son yillarda hastane infeksiyonu etkeni olarak onem kazanan Psedomonas, E.coli ve
Acinetobacter suslarinda ¢oklu antibiyotik direncinden sorumlu olan aktif pompalar
antibiyotik, antiseptik ve dezenfektanlar gibi yapisal olarak birbiri ile iliskisiz bilesikleri de
taniyarak hiicreden atabilen membran transport proteinleridir (Forbes 2002, Giir 2004,
Leblebicioglu 2008).

Beta-laktam antibiyotikler dig membrandan porin F ve porin C adi verilen baslica 2
kanal aracili1 ile gecerler. Imipenem dis membrandan ayrica D2 proteini ad1 verilen 6zel bir
porini kullanarak da gecer. Dolayisiyla bir Gram negatif bakteri porin F ve porin C
proteinlerini mutasyona ugratarak tiim beta-laktamlara direng gelistirebilirken, IMP’e duyarli
kalir. Ote yandan, ozellikle P.aeruginosa ve Enterobacter suslarinda dis membrandan D2
proteinin kaybolmasi bakteriyi IMP’e direngli hale getirebilir (Bradford 2001).

c- Beta Laktamazlar

Beta-laktamazlar, beta-laktam halkasindaki siklik amid bagin1 parcalama 6zellikleriyle
beta-laktam grubu antibiyotiklerin etkinligini ortadan kaldiran enzimlerdir (Rice 2003).

Gram negatif bakterilerde beta-laktam grubu antibiyotiklere direngte en Onemli
mekanizma beta laktamaz iretimidir (Cornaglia 2000). Gilinlimiize kadar yaklagik 400
civarinda beta-laktamaz enzimi tanimlanmis ve beta laktamazlarin say1 ve ¢esitlerindeki artis
bu enzimlerin gruplandirilmasint zorunlu kilmistir. 1973 yilinda Richmand ve Sykes
tarafindan beta-laktamazlar siniflandirilmis bu smiflandirma 1976 yilinda ise Sykes ve
Matthew tarafindan genisletilmistir. Bundan sonra her yeni beta laktam grubu antibiyotik

kullanilmastyla bu tabloya yeni beta-laktamazlar eklenmistir (Patricia 2001, Helfand 2005).
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Beta-laktamazlarin siiflandirilmasinda en ¢ok Bush-Jacoby-Medeiros ve Ambler
siniflandirilmalart  kullanilmaktadir. 1980 yilinda beta laktamazlar Ambler tarafindan
molekiiler yapilarina gore 4 siifa ayrilmiglardir.

Ambler siniflandirmasi

Smf A: Aktif bolgelerinde serin aminoasit tasiyan, penisilinleri hidroliz eden beta-
laktamazlardir.

Simif B: Aktivite gosterebilmeleri icin ¢inkoya bagl tiyol gruplari gerektiren metallo
beta-laktamazlardir.

Simif C: Kromozomal AmpC geni tarafindan kodlanmasi nedeniyle AmpC enzimler
olarak da adlandirilan 6ncelikle sefalosporinazlardan olusan enzimlerdir.

Sinif D: Oksasilini hidroliz eden serin beta-laktamazlardir (Bush 1995, Bush 2010). D
simifi  beta-laktamazlar, serin proteazlar olup oksasilini hizla hidrolize edebilme
yetenegindedirler. Oksasilini hidrolize edebilen (OXA) beta-laktamazlara daha c¢ok
Enterobacteriaceae iiyelerinde ve P. aeruginosa’da rastlanmaktadir. OXA enzimleri
penisilinlere, kloksasiline, oksasiline ve metisiline direng olusturur, klavulanik asit ile inhibe
olmazlar. Plazmid veya integron gibi hareketli genetik yapilar iizerinde bulunmalar1 bakteriler
arasinda aktarima katkida bulunur (Rice 2003). Baz1 OXA tipi enzimler ( OXA-2, OXA-10-
11, OXA-14-17, OXA-19, OXA-28, OXA-32, OXA-35) GSBL karakterindedir. OXA tipi
GSBL’ler ozellikle P. aeruginosa’da bulunur (Brown 2005).

Molekiiler smif D'de bulunan karbapenemleri hidrolize eden enzimler ozellikle A.
baumannii izolatlarinda goriilmektedir (Giilay 2003, Walther-Rasmussen 2006,Sevillano
2009, Sar1 2013)

Bugiin icin en gegerli kabul edilen beta laktamaz siniflandirmasi 1995 yilinda Bush ve
arkadagslar1 tarafindan yapilmigtir. Enzimlerin substrat ve inhibitor profilleri gibi c¢esitli
fonksiyonel 6zellikleri dikkate alinarak yapilan Bush-Jacoby-Mederios siniflamasi 4 ana grup
ile gesitli alt gruplardan olusmaktadir. Fonksiyonel siniflama daha subjektif kabul edilmekle
birlikte klinikte diren¢ profilinin enzim &zellikleri (hidrolitik / inhibitor) ile
iliskilendirilmesine yardim eder. 1995 yilinda Bush ve ark.’lar1 tarafindan yapilan siiflama,
en son 2010 yilinda giincellenmistir (Bush 2010). Beta-laktamazlarin yapisal ve fonksiyonel

ozelliklerine gore glincel siniflandirmasi Tablo 2.5°te yer almaktadir.
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Tablo 2.5: Beta Laktamazlarin Siiflandirilmasi (Bush 2010)

Bush- Bush- Molekiiler Ayirici substratlar Inhibisyon Belirleyici 6zellikler Grubu temsil eden enzimler
Jacoby | Jacoby- smiflama
(2009) | Medeiros CAveyaTB EDTA

(1995)

1 1 C Sefalosporinler Hayir Hayir | Benzilpenisilinlerden sefalosporinlerin | E.coli Amp C, P99, ACT-I1,
daha iyi hidroliz olmasi; sefamizinin | CMY-2, FOX-1, MIR-1
hidrolizi

le NI C Sefalosporinler Hayir Hayir | Seftazidimin ve ¢ogu kez diger GCl, CMY-37
oksiimino B  laktamlarin  artmis
hidrolizi

2a 2a A Penisilinler Evet Hayir | Benzilpenisilinlerin sefalosporinlerden PC1
daha iyi hidroliz olmasi
2b 2b A Penisilinler, ilk Evet Hayir | Benzilpenisilin ve sefalo-sporinlerin es TEM-1, TEM-2, SHV-1
Sefalosporinler hidrolizi
2be 2be A Genislemis Evet Hayir | Oksiimino B laktamlarin (sefotaksim, TEM-3, SHV-2, CTX-M-15,
spektrumlusefolosporinler, seftazidim, sefepim,aztreonam)artmis PER-1, VEB-1
monobaktamlar hidrolizi
2br 2br A Penisilinler Hayir Hayrr | Klavulanik  asit,  sulbaktam  ve TEM-30,
tazobaktama direng SHV-10
2ber NI A Genislemis spektrumlu Hayir Hayir | Oksiimino [ laktamlarin  artmis TEM-50
sefolosporinler, hidrolizi ile klavulanik asit, sulbaktam
monobaktamlar ve tazobaktama direncin
kombinasyonu
2c 2¢ A Karbenisilin Evet Hayir | Karbenisiline artmis hidroliz PS1, CARB-3
2ce NI A Karbenisilin, sefepim Evet Hayir | Karbenisiline, sefepime artmis hidroliz RTG-4
2d 2d D Kloksasilin Degisken Hayir | Kloksasiline veya oksasiline artmis 0OXA-1, OXA-10
hidroliz
2de NI A Genislemis spektrumlu Degisken Hayir | Kloksasilin ~ veya  oksasilin  ve OXA-11, OXA-15
sefalosporinler oksiimino Plaktamlarin hidrolizi
2df NI D Karbapenemler Degisken Hayir | Kloksasilin ~ veya  oksasilin  ve 0XA-23, OXA-48
karbapenemlerin hidrolizi
2e 2e A Genislemis spektrumlu Evet Hayir | Sefalosporinlerin hidrolizi.klavulanik CepA
sefalosporinler asit ile inhibisyon ama aztreonam ile
degil.
2f 2f A Karbapenemler Degisken Hayir Oksiimino P laktamlarin,sefamizinin, KPC-2, IMI-1, SME-1
karbapenemlerin artmis hidrolizi
3a 3 B(B1) Karbapenemler Hayir Evet | Monobaktamlar igermeyen IMP-1, VIM-1, CcrA, IND-1
karbapenemleri  iceren  genislemis
spektrumlu hidroliz L1, CAU-1, GOB-1, FEZ-1
B(B3)
3b 3 B(B2) Karbapenemler Hayir Evet Karbapenemlerin 6ncelikli hidrolizi CphA, Sth-1
NI 4 Bilinmiyor

NI: Not included (igermez) , CA: klavulanik asit, TZB: tazobaktam
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Bush-Jacoby siniflandirmasi

Grup 1 sefalosporinazlar: Pek ¢ok enterik bakterinin kromozomlarinda kodlanan, molekiiler
smif C'ye ait sefalosporinazlardir. Klavulanik asit ile inhibisyona genellikle direnglidirler;
benzilpenisilinden daha ¢ok sefalosporinlere ve sefamisinlere etkilidirler. Citrobacter
freundii, Enterobacter cloacae ve P. aeruginosa dahil pek ¢ok bakteride indiiklenebilir
ozellikte, diisiik diizeyde AmpC ekspresyonu bulunur. Biiyiik miktarlarda iiretildiklerinde,
karbapenemlere direng gelismesine neden olurlar. CMY, ACT, DHA, FOX, MIR gibi plazmid
aracili grup 1 enzimler 1989’dan beri bilinmekle birlikte grup 2be GSBL’lerden daha az
siklikta bulunurlar. Yeni alt grup le diger oksimino-beta-laktamlara gore seftazidime daha
etkilidir, genislemis spektrumlu AmpC (ESAC) diye adlandirilirlar; Yakin zamanda P.
aeruginosa’da IMP’e karsi artnug aktivite gosteren bir AmpC varyanti tanimlanmigtir
(Rodriguez-Martinez 2009).

Grup 2 serin beta-laktamazlar: GSBL’lerin son 20 yilda artan identifikasyonuna bagl
olarak tanimlanan en genis beta-laktamaz grubudur. Molekiiler sinif A ve D’yi kapsar, grup
2d’deki oksasilinazlar diginda tamami molekiiler sinif A’da yer alir.

Grup 2a: Bu gruptaki enzimler penisilini sefalosporinlerden daha hizli hidrolize eder.
Stafilokoklar gibi Gram pozitif bakterilerdeki baskin beta-laktamazlardir. Baz1 stafilokokkal
penisilinazlar plazmidde kodlanmis olsa da bu enzimlerin ¢ogu kromozomaldir.

Grup 2b: Penisilin ve 1. kusak sefalosporinleri hidrolize eden, klavulanik asit ve
tazobaktamla inhibe olan enzimlerdir. Plazmid kontroliinde olan TEM-1, TEM-2 ve SHV-1
enzimleri bu gruptadir; 1995°ten beri bu grupta en az 9 TEM, 29 SHV enzimi tanimlanmugtir.

Grup 2be: GSBL’leri iceren gruptur. Grup 2b’nin etki spektrumuna ek olarak
sefotaksim, seftazidim gibi bir ya da daha fazla oksimino-beta-laktami da hidrolize ederler.
Klavulanik asitle inhibisyona duyarlidirlar. Grup 2be’nin ilk ve en biiyiik alt grubu, TEM-1,
TEM-2 ve SHV-1 enzimlerinden tiiremistir. BEL-1, BES-1, SFO-1, TLA-1, TLA-2 ve PER
ve VEB enzim aileleri gibi daha nadir olan GSBL'ler de vardir.

Grup 2br: Klavulanik asit ve ilgili inhibitorlere direncli, grup 2b etki spektrumuna
sahip enzimlerdir. TEM-30, TEM-31 ve SHV-10 bu gruptadir.

Grup 2ber: Klavulanik asit inhibisyonuna daha direncli TEM enzimlerini igerir.
Bazilarinda klavulanik asit direnci diisiik diizeydedir; bunlara kompleks mutant TEM (CMT)
beta-laktamazlar da denir [Orn: TEM-50 (CMT-1)] (Poirel 2006, Bush 2010).

Grup 2c: Karbenisilini hidrolize eden ve klavulanik asit ya da tazobaktam ile inhibe
olan enzimleri igerir. PSE-1, PSE-3, PSE-4 enzimleri, Moraxella catarrhalis'in BRO-1 ve 2

enzimleri, Aeromonas hydrophila'nin kromozomal AER-1 enzimi bu gruptadir (Bush 1995).
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Grup 2ce: Yakin zamanda tanimlanan sefepim ve sefpiroma karsi etkili genislemis
spektrumlu karbenisilinaz RTG-4 (CARB-10)’1i igerir.

Grup 2e: Klavulanik asit ya da tazobaktam ile inhibe olan ve genislemis spektrumlu
sefalosporinleri hidrolize edebilen sefalosporinazlardir. Direng profillerinin benzerligi ve
benzer mikroorganizmalarda bulunmalari nedeniyle bu gruptaki enzimler, grup 1 AmpC
enzimleri ya da GSBL’ler ile karigtirilabilir. AmpC enzimlerinden aztreonama olan diisiik
afiniteleriyle ayrilabilirler.

Grup 2f: Molekiiler sinif A’daki serin karbapenamazlardir. IMI-1 ve NMC-1’in yani
sira SME ailesi, kromozomal grup 2f enzimlerindendir. Bu grupta plazmidde kodlanan KPC
ve bazi GES (eski adiyla IBC) enzimleri 6nem tasir. Ozellikle KPC karbapenemazlar,
hastanelerdeki ¢oklu ila¢ direngli Gram negatif infeksiyonlari ile iliskilendirilmistir.

Grup 2d: Bu grupta oksasilini ya da kloksasilini benzilpenisilinden daha hizl
hidrolize edebilen OXA enzimleri yer almaktadir. OXA enzimleri beta-laktamazlarin ikinci
bliyiik ailesini olusturur. OXA ailesi {iyelerinin ¢ogu fonksiyonlarindan ziyade korunmus
aminoasit motiflerine gore tanimlanir. Bu gruptaki enzimler ¢ogunlukla NaCl tarafindan
inhibe edilir.

Grup 2de: Karbapenemler hari¢ genislemis spektrumlu oksimino beta-laktamlari,
oksasilini ya da kloksasilini hidrolize eden enzimleri igerir. Cogu OXA-10’dan koken alir,
OXA-10 ve OXA-15 gibi enzimler bu grupta yer alir. Cogunlukla Tiirkiye ve Fransa’da izole
edilen P. aeruginosa suslarinda bulunur. Seftazidim direnci genellikle sefotaksim direncinden
daha ¢ok goze garpar (Poirel 2006, Bush 2010)

Grup 2df: Karbapenemleri hidrolize edebilen OXA enzimleridir. En sik A.
baumannii’de bulunurlar ve her ne kadar Enterobacteriaceae’da plazmid kaynakli OXA-23
ve OXA-48 enzimleri de tanimlanmis olsa da genellikle kromozomal genler tarafindan
tiretilirler. 2df enzimleri amino asit homolojilerine gére dokuz gruba ayrilirlar (Tablo 2.6) Alt
grup 2df’de 2d grubunun 6zelligi daha baskindir; oksasilini karbapenemlerden 40-50 kat daha
hizli hidrolize ederler ancak OXA-50’nin oksasilin hidrolizi saptanmamistir. Bu gruptaki
enzimler klavulanik asitle inhibe olmazlar (Bush 2010, Sar1 2013).

Grup 3 MBL’lar: Yapisal ve fonksiyonel olarak 6zgiin bir beta-laktamaz grubudur. Yapisal
olarak aktif bolgelerinde ¢inko iyonuna gerek duyarlar, fonksiyonel olarak ise karbapenemleri
hidrolize edebilirler. Bu 6zellikleri ile diger beta-laktamazlardan ayrilirlar. Ancak bazi serin
beta-laktamazlar da karbapenemleri hidrolize edebilme ozelligine sahiptirler. Serin beta-
lakatamazlarin aksine MBL’larin monobaktamlara afinitesi diisiiktiir ve klavulanik asit ya da

tazobaktam ile inhibe olmazlar. Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA), dipikolinik asit ya da
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Mumber of unique enzymes

1,10-0—fenantrolin gibi metal iyon selatorleri tarafindan inhibe edilirler (Bush 2010,

Demirdag 2011). Farklt MBL’larin diger beta-laktamlara etkinlikleri ve substrat 6zgiilliikleri

degiskendir. Karbapenemaz aktiviteleri ve inhibitorlere direng, MBL’larin klinik kullanimda

endise veren dzellikleridir (Cornaglia 2011).

Grup 4 beta-laktamazlar: Bu enzimler heniiz kesin olarak tanimlanmamis olup; 1995

fonksiyonel siniflamasinda yer almakla birlikte 2009 siniflamasina dahil edilmemislerdir.

Bilgilerimiz artttkca muhtemelen mevcut enzim gruplarindan birine dahil edileceklerdir

(Bush 2010).

750+

600 -

4]

300 -

150 —

Sekil 2.3: Beta laktamazlarin yillara gore sayilarindaki artis (Bush 2010)

= Group 1/class C cephalosporinases
—@— Group 2/class A and class D B-lactamases
== Group 3/class B metallo-f-lactamases

*
1970 1976 1989 1995 2000 2005 2007 2009
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2.2.1.1 Karbapenemlere diren¢ mekanizmalari

Karbapenemler, ¢oklu direngli Gram negatif bakteri infeksiyonlarinda ilk sirada
kullanilan antibiyotik grubudur. Ancak, karbapenemlerin 6zellikle ampirik tedavide yaygin
olarak kullanilmasi, bunlara kars1 diren¢ oranlarinin artmasiyla sonlanmustir.

Karbapenemlere kars1 bilinen 3 etki mekanizmasi ile direng gelisebilmektedir:

1. Ilacin hiicre icinde etkin konsantrasyona ulasamamasi

a. Porin degisimleri

Bu ozellikle P.aeruginosa suslarindaki temel direng mekanizmasidir. P.aeuriginosa
suslarinda karbapenemler i¢in 6zel bir porin olan OprD’nin kaybi bu grup antibiyotiklere
direng gelismesine neden olmaktadir. OprD kayb1 ozellikle IMP tedavisi sirasinda
gelismektedir (Rasmussen 1997).

b. Aktif pompa sistemlerinin indiiklenmesi

2.Hedef PBP degisimleri

Tek basina nadir goriiliir ancak diger mekanizmalar ile birliktedir.

3. Karbapenemleri hidroliz eden enzimlerin varhg: (karbapenemazlar)

En genis spektrumlu antibakteriyel etkinlige sahip beta laktam smifi olan
karbapenemlerden birini, en azindan IMP veya MEM’den birini, belirgin olarak hidrolize
eden beta-laktamazlar olarak tanimlanabilir. Bu enzimlerin ¢ogu yalniz karbapenemlere degil,
diger beta-laktam ajanlara da etkilidirler (Rasmussen 1997, Bonfiglio 2002).

Dogal olarak bulunan Karbapenemazlar

Yapisal olarak bulunan karbapenemazlar 1980 yillarinin baglarinda nonfermantatif
bakteriler ve Aeromonas tiirlerinde saptanmistir. Bu grup karbapenemazlar aktif bolgelerinde
cinko icermeleri nedeniyle molekiiler sinif B’de yer alirlar, klinik dnemleri heniiz agik
degildir (Poirel 2004).

Kazamlmis Karbapenemazlar

Bu enzimler sadece karbapenem direncinden degil, ayn1 zamanda beta laktam
antimikrobiyallerin direncinden de sorumludur (Poirel 2004).

IIk belirlenen karbapenemazlar EDTA (Ethylene Diamine Tetra Acetic Acid)
tarafindan inhibe olduklar1 i¢in metalloenzimler olarak adlandirilmistir. Ancak 1980’11 yillarin
sonunda karbapenemleri hidrolize eden, EDTA ile inhibe olmayan enzimler saptanmigtir
(Queenan 2007). Karbapenemazlarin say1 ve ¢esitliligindeki bu artisla siniflandirilma ihtiyaci

ortaya c¢ikmistir. Beta laktamazlar fonksiyonel ve molekiiler olarak siniflandirilmistir.
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Fonksiyonel siiflamada karbapenemazlar grup 2d, 2f ve 3 igerisinde, molekiiler siniflamada
ise sinif A, B ve D igerisinde yer almaktadir (Bush 2010)

Smif A karbapenemazlar, tiim beta laktamlar1 hidrolize eder. Sefoksitin ve seftazidim
icin zayif, fakat belirlenebilir bir hidroliz s6zkonusudur. GSBL’ler ile karistirilabilir. Her iki
grupda genis spektrumlu sefalosporinleri hidrolize eder. Farki karbapenem hidroliz aktivitesi
ve bu aktivitenin klavulanik asit ve tazobaktam tarafindan sadece zayif inhibisyon

gostermesidir (Yigit 2001, Nordmann 2009).

Simif B metallobeta-laktamazlarin  hidroliz mekanizmas: ise, enzimin aktif
bolgesindeki ¢inko iyonuyla beta-laktamlarin etkilesmesi ilizerinedir. Dolayisiyla, bunlar
cinko baglayici olan EDTA ve diger divalan katyonlarla inhibe olur. Klavulanik asit ve
tazobaktam tarafindan inhibe edilmez (Queenan 2007, Poirel 2007). Karbapenem hidroliz
aktiviteleri diger grup karbapenemazlara gore daha fazla ve karbapenemler i¢in

olusturduklart minimum inhibitdr konsantrasyonu (MIK) degerleri daha yiiksektir.

Smif D karbapenemazlar, bu grupta oksasilinleri hidrolize eden, ismini de burdan alan
OXA grubu enzimler vardir (Brown 2005). OXA grubu enzimler, Ambler grup D’de
fonksiyonel grup 2d’ de yer alan ve daha ¢ok P. aeruginosa’da bulunan enzimlerdir. OXA
grubu enzimler, aminoasit dizilerindeki nokta mutasyonlart sonucu olusan oksiimino-
sefalosporinleri hidroliz edebilen genis spektrumlu enzimlerdir. OXA beta-laktamaz ailesi
genotipik Ozellikleri ortak olmasindan ¢ok fenotipik Ozellikleri birbirine benzeyen beta-
laktamazlar tarafindan olusturulmus bir gruptur. OXA enzimleri i¢in oksasilin ve kloksasilin
temel substratlardir. Ayrica sefalotin gibi dar spektrumlu sefalosporinleri ve ampisilini de
hidroliz edebilirler (Giir1997; Bradford 2001, Walther-Rasmussen 2006).

Bu enzimlerden OXA-1" den OXA-10" a kadar olanlar1 dar spektrumlu enzimlerdir.
Oksasilin ve kloksasilini substrat olarak tercih ederler. Genis spektrumlu OXA enzimlerinden
ilki OXA-11 enzimidir ve Hacettepe Universitesi Hastanesi’'nde yatan bir hastadan izole
edilen bir Pseudomonas susunda bulunmustur. Bu grupta 30’dan fazla OXA enzimi tespit
edilmistir. OXA-11, 14, 15, 16 seftazidim direncine yol agarken, OXA-17 sefotaksime direng
olusturmaktadir. OXA-31 sefepime direngli olmasi seftazidime duyarli olmasi ile dikkatleri
tizerine ¢ekmistir. Son olarak OXA-20, OXA-23, OXA-24, OXA-40 gibi yeni tanimlanan
baz1 enzimler karbapenamaz aktivitesi gosterir iken GSBL degildirler (Pechere 1999,

Toleman 2003).
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Sekil 2.4: OXA karbapenemazlarin dendrogrami (Walther-Rasmussen 2006)

OXA —23
T OXA - 27
L OXA-490

— OXA — 64
J—oxa-T1

L OXA-51
OXA — T8
OXA — 66
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— OXA-T5
OXA - 24
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Ht OXA-T2
OXA-125
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OXA - 50d
OXA - 50a
OXA - 50e
OXA -60
_’-E OXA - 60a
OXA - 60b
OXA - 60c
OXA - 60d

Karbapenemleri hidrolize eden OXA enzimleri Sekil 2.4’daki dendrogramda
gosterildigi gibi sekiz farkli dala ya da subgruba ayrilir. Bu sekiz gruptan dordi A.
baumannii’ de identifiye edilmistir. Ilk grup ARI-1 olarak da isimlendirilen OXA-23 ve
OXA-27, OXA-49 enzimlerinden olusur. Ikinci grupta OXA-24, -25, -26, -40, -72
bulunmaktadir. Uciincii grup OXA-51 enzimini igerir. Yakin zamanda identifiye edilen
OXA-51 ailesi OXA tipi karbapenemazlarin yeni bir filumunu olusturur. Dordiincii grupta ise

OXA-58 enzimi bulunmaktadir (Walther-Rasmussen 2006).
Karbapenem Hidrolize Eden Oksasilinazlar ( KHO’lar)

Glinlimiizde 120’den fazla D grubu beta-laktamaz tanimlanmis olup bunlardan 45

kadar1 KHO aktivitesi gosterirler. KHO’lar yeni siniflandirmada grup 2df’de yer alirlar (Bush
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2010). Cogunlukla Acinetobacter tiirlerinde, daha az siklikla da enterik Gram negatif
bakterilerde bulunmaktadir. Ancak, lilkemizde 6zellikle OXA-48 araciligiyla enterobakterilerde
olusan karbapenem direnci son yillarda artan oranda bildirilmektedir (Walther-Rasmussen 2006,

Aktas 2008, Walsh 2010).

Bu enzimler oksasilini klasik penisilinlerden daha hizli hidrolize etmeleri nedeniyle
oksasilinazlar olarak tanimlanmistir. Klavulanik asit ve EDTA ile zayif bir inhibisyon gdsterir.
Genel olarak oksasilinazlar, seftazidim, sefotaksim ve aztreonami ya hi¢ hidrolize etmez ya da
zayif bir sekilde hidrolize eder (Walther-Rasmussen 2006, Aktas 2008). OXA tip
karbapenemazlarin ¢ogu IMP ve ozellikle MEM’e karsi zayif hidrolitik aktivite gosterir.
Karbapenemlere karsi aktivite gosteren smif D  oksasilinazlar, MBL smifi ile
karsilagtirildiginda bu enzimlerin karbapenemlere karsi hidrolitik etkinliginin oldukca diisiik

oldugu vurgulanmistir (Woodford 2006).

KHO’lar1, OXA-23-27-49 (grup 1), OXA 24-25-26-40-72 (grup 2), OXA-58 (grup 3),
OXA-51 (grup 4) olarak gruplandirabiliriz (Vahapoglu 2006, Walther-Rasmussen 2006,
Miriagou 2010). Son yayinlarda ise KHO’lar klonal yakinliklarina gore alt1 grupta incelenmistir
(Poirel 2010, Higgins 2013)

e Grup 1: OXA-23, OXA-27, OXA-49

e Grup 2: OXA-24, OXA-25, OXA-26, OXA-40, OXA-72
¢ Grup 3: OXA-58

e Grup 4: OXA-51

e Grup 5: OXA-143

e  Grup 6: OXA-235

Karbapenemleri hidrolize eden bu OXA enzimleri A. baumannii tipine spesifik olarak
bilinmekte ve bu enzimler A. baumannii’de karbapenem direncinin en yaygin nedeni olarak
kabul edilmektedir (Sar1 2013). Bu ¢alismada A. baumannii’de karbapenem direncine yol
acan bu enzimlerin, karbapenem direngli Pseudomonas’larda varliginin arastirilmasi

amaglanmistir.

Kazanilmis KHO ilk olarak 1985°te Iskogyada Edinburg Universitesinde izole edilen
bir Acinetobacter susunda gosterilmistir. . Iskogya’da bu enzim A.baumannii’de plazmitden
identifiye edilmis ve ARI-1 olarak isimlendirilmistir. Enzimin genetik ve biyokimyasal
incelenmesini  takiben OXA-23 olarak adlandirilmigtir  (Paton 1993). OXA-23,
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A.baumannii’de dogal olarak bulunan OXA-51 benzeri enzimlerle % 56 amino asit
benzerligine sahip olup, KHO’larin ilk temsilcisidir (Brown 2006). OXA-23’tin OXA 27 ve
OXA 49 olarak subgruplari bulunmaktadir. OXA-23’den sonra Singapur’dan OXA-27
bildirilmistir (Afzal-Shah 2001). Cin’de A.baumannii’de OXA 49 identifie edimistir ( Poirel
2006).

Kazanilmis ikinci kiime KHO’lar OXA-24, OXA-25, OXA-26 ve OXA-40’1 igerir. Bu
enzimler OXA-23 ile % 60 ve OXA-51 enzimleri ile % 62 oraninda amino asit benzerligi
gostermistir(Ciftci 2011). Bu kiimedeki enzimlerin pek ¢ogu birbirinin yakin varyanti gibi
goriinmektedir. OXA-26 ilk basta Belcika’daki bir izolatta gdsterilmistir (Afzal-Shah 2001).
OXA-40’1m Ispanya ve Portekiz’deki A.baumannii izolatlarinda yaygin oldugu bildirilmistir
(Da Silva 2004). ispanyada karbapenem direngli A.baumannii’de OXA-24 ve OXA-25
varyantlari bildirilmistir (Poirel 2006).

Kazanilmig KHO iiglincli potansiyel kiimesi ilk olarak Fransa’da saptanan OXA-
58°dir. OXA-58, OXA-51 dogal enzim kiimesi ile % 59 benzerligine sahiptir (Ciftci 2011).
OXA-58 tipi Tiirkiye, Ispanya, Romanya, Kuveyt, Italya, Arjantin, Avusturya, ingiltere gibi
cesitli cografik bolgelerde yayilim gostermektedir (Poirel 2006). OXA-58’in A.baumannii’de
eksprese oldugunda karbapenemlere duyarliligi azaltip, asirt ekspresyon durumunda da
yiiksek karbapenem direncine yol ac¢tigi bildirilmistir (Ciftci 2011). OXA-58 A.junii’de
bulunan OXA-58 ve IMP-4 beta laktamazlar birlikte karbapenemaz aktivitesi gostermektedir.
OXA-23 ve 0XA-58 genleri genellikle plazmidden izole edilmektedir, OXA-40 ise
kromozomda lokalize olmaktadir. Ancak bugiine kadar Acinetobacter’de tanimlanan
KHO’larin kromozomal olarak kodlandigi goézlenmistir. P.aeruginosa’da OXA-40 geni

cogunlukla integronla tasinmaktadir (Poirel 2006).

OXA-51 benzeri enzim kiimesinin genomik kaynagi halen bilinmemektedir.
Muhtemelen antibiyotik tireten toprak mikroorganizmalarina karsi direng mekanizmasi olarak
veya bilinmeyen organizmalardan kaynaklanip kromozoma integre olmustur. Kaynagi ne
olursa olsun OXA-51 enzim kiimesi iiyeleri A. baumannii’nin hemen hemen tiim izolatlarinda
dogal yap1 olmasina ragmen diger Acinetobacter tiirlerinde bulunmaz. Bu enzimlerin siklikla
diger kiimelere ait kazanilmig OXA tipi enzimlerle kombine olarak bulundugu ve belirli
sartlar altinda karbapenem direncinde en azindan sinerjik rolii olabilecegi 6ne siiriilmiistiir

(Ciftci 2011).
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2.2.2 Pseudomonas’larda diren¢ mekanizmalar:

Pseudomonas’lar ampisilin, amoksisilin, amoksisilin/klavulanat, birinci kusak sefalosporinler,
ikinci kusak sefalosporinler, sefotaksim, nalidiksik asit, trimetoprim gibi ¢ok sayida
antibiyotige dogal olarak direnglidir (Livermore 2001). Bu dogal direngte, bakterinin dis
membran gecirgenliginin az olmasi ve yapisal olarak bulunan aktif pompalama sistemleri
arasindaki sinerji anahtar rol oynar (Schweizer 2003).

Pseudomonas’larda; kromozomal ve plazmid kaynakli beta-laktamazlarin tretimi,
hedef ve porin proteinlerindeki degisiklik sonucu dis membran gegirgenliginin azalmasi,
efluks pompa sistemi ile antimikrobiyal ilacin disar1 atilmasi baslica direng mekanizmalaridir.
GSBL ve AmpC tipi beta-laktamazlann yani sira IMP ve/veya MEM’i hidrolize edebilen
karbapenemaz enzimlerine sahiptirler. Karbapenemaz enzimleri igerisinde klinik yonden en
onemlileri metallo-beta-laktamaz(MBL) enzimleridir ve bu enzimlerin arastirildigi ¢cok sayida
calisma yapilmistir. Karbapenemlerin tedavide yogun olarak kullanilmasina paralel olarak son
yillarda OXA tipi karbapenemaz enzimi bildirimleri de artmaktadir. GSBL tipi OXA
enzimlerinin arastirildig1 ¢cok sayida calisma vardir (Bush 1995, Nordmann 2002, Strateva
2009). Karbapenem hidrolize eden karbapenemaz grubu OXA  enzimlerinin
Pseudomonas’lardaki varligi ve sikligina dair yeterince ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle
bu tez konusu karbapenem direnci olan Pseudomonas’larda OXA-23, OXA-40, OXA-58
enzimlerinin arasgtirilmasi olarak belirlenmistir. Bu sayede bolgemizde ve iilkemizde

karbapenemleri hidrolize eden OXA enzim sikliginin tespiti saglanacaktir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismaya Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulundan 2012/34 no’lu karan ile onay alinarak baslandi. Calisma
Necmettin Erbakan Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii tarafindan

12151800 no’lu proje ile desteklenmistir.

Calismaya Kasim 2011 — Ekim 2013 tarihleri arasinda Necmettin Erbakan Universitesi
Meram Tip Fakiiltesi Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvari’na kiiltiir i¢in gonderilen klinik
orneklerden izole edilen; otomatize sistem ve kalitatif bakteriyolojik yontemler ile identifiye
edilen; IMP ve/veya MEM’e direngli olan 184 Pseudomonas spp. izolati dahil edildi. Ayni
hastanin tekrarlayan izolatlarinin ¢alismaya secilmesinde antibiyotik diren¢ paterninin farkl
olmas1 veya farkli donemlerdeki kiiltiir numunelerinde iireyen ve infeksiyon etkeni kabul

edilen Pseudomonas spp. olmasi esas alindi.
3.1.Tiir tayini ve Karbapenem direncinin belirlenmesi

3.1.1 Kullamilan besiyerleri

Kanh Agar

Hazir ticari olarak satilmakta olan ve 90 mm ¢apinda, plastik petri icerisinde, % 5
koyun kani iceren Mueller Hinton agar (Biomérieux, Fransa) kullanildi.

Eosin Metilen Blue Agar

Toz halinde ticari olarak satilmakta olan EMB agar, bir balon igerisinde 1 litre distile
suya 36 gram eklenip 12 °C’de 15 dakika otoklavlanarak hazirlandi. El yakmayacak sicakliga
(40-50°C’ye) diistigiinde daha onceden steril etmis oldugumuz cam petrilere (70-90 mm
capinda) 4 mm kalinlikta olacak sekilde dokiildii ve besiyeri oda 1sisinda donduktan sonra
plaklari ters gevirerek buzdolabinda +4 °C ’de muhafaza edildi. Ekim yapmadan 6nce oda
1s1sinda bir siire beklettikten sonra ekimler yapildi.

Mueller Hinton Agar (MHA) besiyeri

Uretici firmanin 6nerisine gdre 38 g toz besiyeri 1 litre distile suda eritildi, 121°C’de
15 dakika otoklavda steril edildi. Besiyeri 50°C'ye kadar sogutulduktan sonra 9 cm ¢apinda
steril plastik petri kutularina 4 mm kaliliginda dokiildi.

Boncuklu Saklama Besiyeri

%10 gliserol, %10 kan iceren beyin kalp infiizyon agar (BHIB) besiyerine cam

boncuklar konularak hazirlandi.
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3.1.2 Konvansiyonel Yontemler

Katalaz Testi (Gunn ve ark 1987)
e Kati besi yerinde (kanli agar hari¢) tiremis olan mikroorganizma kolonilerinden platin

0ze ile yeterli miktarda alinarak temiz bir lamin tizerine konuldu.
o Uzerine, % 30’luk hidrojen peroksitden bir damla damlatilds.

e Hidrojen peroksit katilmasindan sonra hava kabarciklarin goriilmesi pozitif reaksiyon

olarak degerlendirildi.
Oksidaz testi

Ureyen bakterilerin kanli agardaki kolonileri iizerine hazir olarak temin edilen substrat
emdirilmis (tetramethyl-p-phenlenediaminie dihyrochloride) strip (Oxoid), degdirilerek
olusan renk reaksiyonu 1-2 dakika icerisinde degerlendirildi. Kagit iizerinde mavi, mor rengin
olusmasi oksidaz pozitif olarak degerlendirildi. Hi¢ bir renk degisikliginin olmamasi negatif

olarak degerlendirildi (Michael ve Abbott 2002).

Laboratuvarimiza gelen kan, idrar, trakeal aspirat, balgam, bronkoalveoler lavaj, BOS,
abse, bogaz, burun siiriintiisii, drenaj, periton, plevra, vaginal akinti, {iretral akinti, yara olmak
tizere ¢esitli 6rnekler kanli besiyeri ve Eosin Metilen Blue (EMB) besiyerlerine ekilerek 37°C
etlivde 18-24 saat inkiibe edildi. Bakteri tanimlanmasinda kalitatif bakteriyolojik yontemler

ve otomatize sistem (VITEK 2, Biomerieux, Fransa) kullanildi.

Kalitatif bakteriyolojik yontem olarak; hem kanli besiyeri hem EMB besiyerinde
tireyen, EMB besiyerinde nonfermantatif olarak iireyen, katalaz testi ve oksidaz testi pozitif
olan, hareketli, yapilan Gram boyamada Gram (-) basiller olarak goriinen, karakteristik koloni
morfolojisi ve kokusu olan, Mueller-Hinton agarda mavi-yesil pigment yapan suslar
Pseudomonas olarak degerlendirildi. VITEK 2 otomatize sistem ile Pseudomonas olarak
tanimlanamayan suslar calismaya dahil edilmedi. Elde edilen saf kolonilerin antibiyotik
duyarhiligi icin Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi kullanildi. Ureyen Pseudomonas
kolonilerinden, steril buyyon besiyeri igerisine 0.5 Mc Farland bulaniklikta hazirlanan
siispansiyon, Mueller-Hinton Agara yayildiktan sonra besiyerinin ylizeyine IMP (10 pg) ve
MEM (10 pg) antibiyotigi emdirilmis diskleri yerlestirildi; 37 °C’de 18-24 saatlik aerobik

ortamda inkiibasyonu takiben, antibiyotik diskleri etrafinda olusan inhibisyon zon ¢aplari
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Olciildii ve bakterilerin antibiyotik duyarliliklar1 saptandi. Zon ¢ap1 >19 mm olanlar duyarls,
16 mm-18 mm arasindakiler orta duyarli, <15 mm olanlar diren¢li kabul edildi (CLSI 2013).
Zon ¢apt 15 mm’nin altinda olan direngli suslar caligmaya alindi. Standart sus olarak
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 susu kullanildi. Sonuglar VITEK 2 otomatize sistem
ile de dogrulandi. VITEK-2 otomatize sistemde MIK degeri <2 olanlar duyarli, >8 olanlar
direncli, bu iki deger arasinda kalanlar ise orta duyarli kabul edildi. Tiim suglarin karbapenem
duyarliliklar her iki yontemle de uyumlu sonuglar verdi.

VITEK-2 otomatize sistemi i¢in 6zel olarak kullanilan deney tiipiine (12x75 mm) 3ml
steril tamponlanmis tuzlu su (%0.45-0.50 NaCl, pH 4.5-7.0) konulmus, saf koloniler 6ze ile
alinip tiipe aktarilmis ve McFarland 0,5 bulaniklifina bakteri siispansiyonlar1 ayarlandi.
Incelenen her 6rnek icin 2 tane tiip kullanildi. Birinci tiipe saf bakteri kolonilerinden
hazirlanan stispansiyon eklendi, ikinci tiip ise bos yerlestirildi. Kasetin igerisinde bulunan
birinci tliplin arka kismina Gram negatif identifikasyon kart1 (VITEK-2 GN, BioMerieux SA-
Fransa) ve bos tiipiin arka kismina Gram negatif antibiyotik duyarlilik karti kullanim
talimatina uygun yerlestirildi. 37°C’de 18-24 saat inkiibasyon sonrasi suglarin cins ve tiir
diizeyinde tanimlamalar1 yapilmistir, izolatlar antibiyotik duyarlilik yo6niinden de
degerlendirildi.

Kiiltiirde tireyen, kalitatif bakteriyolojik yontemlerle ve VITEK 2 otomatize sistem ile
Pseudomonas olarak tiplendirilen ve IMP ve/ veya MEM’e direngli olan Pseudomonas
suslarin saf kiiltiirlerinden -20 C®de saklamak iizere boncuk iceren beyin kalp infiizyon
agar saklama besiyerlerine alindi ve PZR ¢aligsmasina kadar -20 C°de saklandi.

PZR caligmas1 6ncesinde saklanan suslarin boncuklu saklama besiyerinden kanli agara
tek koloni pasajlar1 yapildi. Tek koloni pasajlar1 aerop kosullarda, 37°C’de, 18-24 saatlik
inkiibasyon sonucu elde edildi. Elde edilen tek koloniler ile PZR calismasi yapildi.

3.2. OXA genlerinin multipleks PZR ile belirlenmesi

DNA izolasyonu Hyplex Prep Modul izolasyon kiti (Amplex Diagnostics GMBH,
Almanya) ile multipleks PZR amplifikasyonu ve hibridizasyon asamasi ise Hyplex CarbOxa
ID (Amplex Diagnostics GMBH, Almanya) hazir ticari kiti ile ¢alisildi.

Calisma ii¢ asama da yapild1:

1. Kiiltiir plaklarindan DNA ekstraksiyonu
2. Multipleks PZR amplifikasyonu
3. Hibridizasyon
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Hyplex Prep Modul izolasyon kit icerigi

- Buffer Bl

- Reagent B2

- Buffer B5 ( konsantre)

- Buffer BW

- Hyplex prep kolonlar1 (art1 toplama tiipleri)
- 2 mI’lik toplama tiipleri

- Buffer B3 icin etiket ve Hyplex lysis buffer
3.2.1. Kiiltiir plaklarindan DNA izolasyonu

1. Tek koloni pasaji olarak hazirlanan pasajlardan ekiivyon silgi¢ ile tek Pseudomonas

kolonisi alinarak 200 pl Hyplex Lysis Buffer igerisinde ¢oziildii.
2. Hazirlanan 6rnekler 99°C’de 10 dakika 1s1 blogunda bekletildi.
3. 10000 devirde 2 dakika santrifiij edildi.
4. Sonrasinda dip kismina dokunulmadan yeni tiipe aktarildi.

5. Her bir ornege sirasiyla 200 pl Buffer B3 ve 210 pl etanol eklendi ve iyice
kanistirildi ( Buffer B3, buffer B1 ve reagent B2 karistirilarak elde ediliyor).

6. Tiipiin icerisindeki karistmin tamami vortekslendi sonrasinda filtre spin kolonlara

aktarildi.
7. 10000 devirde 1 dakika santrifuj edildi.
8. Tiipiin dibinde kalan kisim atildi. Yeni tiiplere filtreli kolonlar aktarildi.

9. 500 pl tampon BW eklendi ve 1 dk 10000 devirde santrifuj edildi. Sonrasinda tiipiin
alt kismi1 bosaltildi.

10. 600 pl BS filtreli kolon iizerine eklendi ve 1 dk 10000 devirde santrifuj edildi.
Sonrasinda tiipiin alt kism1 bosaltildi (Buffer BS konsantre halde bulunuyor, i¢ine 28 ml

etanol eklenerek kullanima hazir hale getiriliyor).
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11. Filtreli spin klonlar bos olarak 1 dk 10000 devirde santrifuj edildi.
12. Filtreli kolonlar 1,5 ml ependorf tiiplere aktarildi.

13. Buffer BE kullanilmadan once 50 °C etivde isitildi. Filtreli kolonlar {izerine

Buffer BE 100 pl eklendi ve 1 dk 10000 devirde santrifuj edildi.

14. Santrifiij sonrasinda filtreli kolonlar atildi ve 1,5 ml ependorf tiiplerin alt kisminda

kalan 100 pul DNA kullanima hazir hale geldi.
15. Hazirlanan DNA 6rnekleri -20°C saklanda.

3.2.2. Multipleks PZR amplifikasyonu

Hyplex CarbOxa ID PZR modiiliiniin kit icerigi
- Primer mix
- Niikleotid karisim ( dATP, dCTP, dGTP, dTTP igerir)
- Pozitif kontrol
- Negatif kontrol
- Kinlabilir pozitif kontrol probu
- 10x PZR tampon
- DNA polimeraz
Ekstraksiyon islemi yapilan Pseudomonas suslarindan elde edilen DNA Orneklerine
primerleri kullanilarak Multipleks PZR islemi uygulandi. Amplifikasyon icin kii¢iik epondorf
tiiplere 5 pl 10xPCR buffer, 1 pl niikleotid mix, 2 pl primer mix, 1 ul DNA polimeraz, 5 pl
ornek DNA’s1 ve 36 ul ¢ift distile su konularak toplam hacim 50 pl’ye tamamlandi. Ornekler
Thermal Cycler cihazina (Sensoquest Labcycler, Technomed, Almanya) yiklendi.
Amplifikasyon asamalar1 termal dongii cihazinda asagidaki dongii sirasina gére tamamlandi:
1. 94 °C’ de 5 dakika ilk denatiirasyon
. 94 °C’ de 25 saniye denatiirasyon
. 52 °C’ de 25 saniye primerlerin baglanmasi ( anneling)

. 72 °C’ de 45 saniye uzama (ekstensiyon)

2
3
4
5. 72 °C’ de 3 dakika son uzama

2., 3. ve 4. agamalar 35 kere tekrarlandi. PZR tamamlandiktan sonra drnekler hibridizasyon

agsamasina kadar — 20 °C’de saklandi.
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3.2.3. Hibridizasyon ¢calismasi
Hibridizasyon modiiliiniin icerigi
- Hibridizasyon buffer
- Stringent yikama soliisyon
- Yikama tamponu
- Konjugat
- TMB ( Tetramethylbenzidine) substrat soliisyonu
- Stop soliisyonu
- Spesifik oligoniikleotid problart i¢in kirilabilir renkli kuyucuklar
- Reagent kontrol
Hibridizasyon ¢alisma prosediirii

Calismas1 oncesinde PZR ornekleri thermal cycler cihazinda 10 dakika 95 °C’de

denatiire edildi. Sonrasinda 2 dakika buz lizerinde bekletildi.

Hibridizasyon c¢alismasina baslamadan 6nce her 6rnek i¢in 3 adet kuyucuk hazirlandi.
Farkli renklerdeki kuyucuklarin her biri bir gen bdlgesini temsil etmektedir. Mor renkli
kuyucuk OXA-23 genini, koyu yesil kuyucuk OXA-40 genini, mavi kuyucuk ise OXA-58
genini gostermektedir. PZR negatif kontrol i¢in de ti¢ kuyucuk hazirlandi (mor, koyu yesil,
mavi). PZR pozitif kontrol i¢in 1 tane koyu mavi olan kuyucuk, blank i¢in de 1 adet renksiz

kuyucuk kullanildi.
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Sekil 3.1. Plate {izerinde gen bolgelerine ait kuyucuklarin goriintiisii.

Sonrasinda her kuyucuk i¢in 50 hibridizasyon tamponu ve 5 pl denatiire PZR {irlinii
eklendi. Kuyucuklara 6rnek eklendikten sonra orneklerin tizeri kapatildi. Sonrasinda etiivde
50 °C de 30 dk birakildi. Inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki érnekler dokiildii. 50 °C etiivde
onceden 1sitilmis 200 pl Stringent yikama sollisyon her bir kuyucuga konulup dokiilerek
yikama yapildi. Bu islem ii¢ defa tekrarlandi. Sonra 200 pl yikama tamponu ile son bir
yikama yapildi. lyice vurarak kuyucuklar kurutuldu (Yikama tamponu 1’e 20 oraninda distile

su ile karistirilarak hazirlandr).

Ornek basina 1 konjugat 100 yikama tamponu olacak sekilde konjugat hazirlandi. 100
ul konjugat kuyucuklara eklendi ve 30 dakika oda 1sisinda inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyonun sonunda 200 ul Washing Buffer ile 3 defa daha yikama yapildi.100 pl
substrate eklendi ve 15 dakika karanlikta inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda 100 pl stop
sollisyonu eklendi ve kuyucuklardaki renk degisimi izlendi. Renk degisimi belirgin olup,
gozle ayirt edilebilir sekilde olustu. Sonuclarin daha objektif olarak elde edilmesi ig¢in son
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asamada ornekler fotometrede 450 nm dalga boyunda okutuldu. Fotometrede reagent kontrol
ve negative kontroliin < 0.200, pozitif kontrolin > 1.500 olmasi durumunda ¢alisma

prosediirii basarili kabul edilip sonuglar degerlendirildi. Ornekler icin > 0.400 olanlar pozitif,

0.200- 0.400 arasindakiler borderline, < 0.200 olanlar negatif kabul edildi.

Sekil 3.2. Mikroplakta OXA-23 pozitifliginin goriintiisti

i |

ST S5
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Sekil 3.3. Mikroplakta Pozitif kontroliin goriintiisii

Sekil 3.4. Mikroplakta OXA-40 pozitifliginin goriintiisi
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4. BULGULAR

Calismaya Kasim 2011 — Ekim 2013 tarihleri arasinda Necmettin Erbakan Universitesi
Meram Tip Fakiiltesi Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvari’na bakteriyolojik kiiltiir igin
gonderilen klinik 6rneklerden izole edilen, otomatize sistem ve konvansiyonel bakteriyolojik
yontemler ile Pseudomonas spp. olarak tiplendirilen ve IMP ve/ veya MEM’e direngli olan
184 o6rnek dahil edildi.

Calismaya dahil edilen 184 test izolatinda multipleks PZR yontemi ile karbapenem
direnci ile iliskili oldugu diisiiniilen gen bolgeleri arastirilmistir.

Calismaya alinan hastalarin 117°si (%63.5) erkek, 67’si (%36.5) kadin hastalardan
olusmaktadir. Hastalar 1-89 yaslar1 (ortalama 35.29 yas) arasindaydi.

OXA-23 pozitifligi saptanan 12 hastanin 7°si (% 58.3) erkek, 5’1 (% 41.6) kadin
hastalardi ve 12-73 yaslar1 arasinda olup yas ortalamasi 48.5 olarak hesaplandi. OXA-23
pozitif olan érneklerin 8’i (%66.6) reanimasyon YBU’den, 3’ii (%25) acil YBU’den olup tek
bir pozitiflik de plastik cerrahi kliniginden gelen 6rnekte bulunmustur. Bu 6rneklerin 5’1 (%
41.6) BAL’dan, 3’ii (%25) yaradan, 2’si(%16.6) trakeal aspirasyon mayisinden ve 1 6rnek
(%8.3) kandan, 1 6rnekte (%8.3) kataterden izole edilmistir.

OXA-40 pozitifligi reanimasyon YBU’den 54 yasindaki bir erkek hastanin bronko-
alveoler lavajindan izole edilmis, OXA-58 pozitifligi ise yine reanimasyon YBU’deki 58
yasinda olan bir bagka erkek hastanin yara kiiltlirii 6rneginden izole edilmistir. OXA-23,

OXA-40, OXA-58 pozitifligi saptanan hastalarin demografik verileri Tablo 4.1’de verilmistir.
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Tablo 4.1. OXA-23, OXA-40, OXA-58 pozitifligi saptanan hastalarin demografik verileri

OXA pozitifligi saptanan Ornek tipi Yas | Cinsiyet | Geldigi klinik
hastalar
1. Hasta Kan 73 Kadin Reanimasyon YBU
2. Hasta Yara 51 Erkek Reanimasyon YBU
3. Hasta Bronkoalveoler lavaj 45 Kadmn Reanimasyon YBU
4. Hasta Trakeal aspirasyon mayi | 53 Kadin Acil YBU
OXA-23 5. Hasta Trakeal aspirasyon mayi | 12 Kadm Acil YBU
pozitifligi 6. Hasta Bronkoalveoler lavaj 35 Erkek Reanimasyon YBU
saptanan 7. Hasta Yara 59 Erkek Plastik cerrahi klinigi
hastalar 8. Hasta Bronkoalveoler lavaj 74 Erkek Reanimasyon YBU
9. Hasta Bronkoalveoler lavaj 40 Erkek Reanimasyon YBU
10. Hasta Yara 19 Erkek Reanimasyon YBU
11. Hasta Bronkoalveoler lavaj 70 Kadm Reanimasyon YBU
12. Hasta Katater 51 Erkek Acil YBU
0OXA-40 pozitifligi saptanan Bronkoalveoler lavaj 54 Erkek Reanimasyon YBU
hasta
OXA-58 pozitifligi saptanan | Yara 58 Erkek Reanimasyon YBU

hasta

Bu ¢alismada Pseudomonas’larda karbapenem direncine en sik (% 32.6 ) reanimasyon
YBU’sinde rastlandi. Bunu pediatri klinikleri (%13.5) ve ¢ocuk YBU’si (%11.9)

izlemektedir. Karbapenem direngli 184 Pseudomonas susundan 129’ u (%70.1) g¢esitli yogun

bakim {initelerinden gelen orneklerden tretilmistir ve klinik orneklerin ¢ogunlugu (%46.1)

bronkoalveoler lavaj (BAL)’dan izole edilmistir. Orneklerin izole edildigi kliniklere gore

dagilimi tablo Tablo 4.2’de gosterilmistir.
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Tablo 4.2. Karbapenem direngli Pseudomonas suslarinin izole edildigi kliniklerin dagilimi

Klinik Sus sayisi Sus yiizdesi(%)

Reanimasyon Yogun Bakim Unitesi 60 % 32.6
Pediatri klinikleri 25 % 13.6
Cocuk YBU* 22 % 11.9
Acil YBU 17 % 9.2
Gogiis hastaliklar1 YBU 15 % 8.1
Plastik Cerrahi klinigi 15 % 8.1
Genel cerrahi YBU 7 % 3.8
Dahiliye YBU 5 % 2.7
Uroloji klinigi 4 % 2.2
Nérosiruji YBU 2 % 1.1
Dabhiliye klinikleri 2 % 1.1
T1bbi onkoloji klinigi 3 % 1.6
Gogiis hastaliklar: klinigi 2 % 1.1
Fizik tedavi klinigi 2 % 1.1
Ortopedi klinigi 1 % 0.5
Noroloji klinigi 1 % 0.5
Kardiyoloji YBU 1 % 0.5
TOPLAM 184

*YBU: Yogun BakimUnitesi.

Karbapenem direngli Pseudomonas suslariin 85’1 (%46.1) BAL’dan, 31’1 (%16.8 )
yaradan, 18’1 (%9.7) trakeal aspirasyon mayisinden, 16’ s1 (%8.6) idrardan, 14’1 (%7.6)
kandan, 10’u (%5.4 )balgamdan, 3’ii (% 1.6) kataterden, 1 tanesi (% 0.5) apseden, 1 tanesi de
(% 0.5) peritondan izole edilmistir (Tablo 4.3)
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Tablo 4.3. Karbapenem direngli Pseudomonas suslarinin izole edildigi klinik materyal

izole edilen klinik meteryal | Sus sayisi Sus%
Bronkoalveoler lavaj 85 % 46.1
Yara 31 % 16.8
Trakeal aspirasyon mayi 18 % 9.7
Idrar 16 % 8.6
Kan 14 % 7.6
Balgam 10 % 5.4
Bogaz 3 % 1.6
Drenaj mai 2 % 1.1
Katater 3 % 1.6
Apse 1 % 0.5
Periton 1 % 0.5
TOPLAM 184

184 6rnegin 12°sinde OXA-23 pozitifligi, bir 6rnekte OXA-40 pozitifligi, yine tek bir

ornekte de OXA-58 pozitifligi saptanmistir. Calisilan 6rneklerdeki pozitiflik oranlari Tablo

4.4°te gosterilmistir.

Tablo 4.4. OXA-23, OXA-40, OXA-58 genlerinin bulunma siklig1

OXA geni Pozitif say1s1 Pozitif yiizdesi (%)
OXA-23 12 % 6.5
OXA-40 1 % 0.54
OXA-58 1 % 0.54
TOPLAM 14 % 7.6
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5. TARTISMA

Pseudomonas’lar, artan antibiyotik direnci ile 6nemli bir sorun haline gelen, 6zellikle
yogun bakim {initelerinde hastane infeksiyonlarindaki rollerinden dolay1 infeksiyon
hastaliklar1 alaninda 6nemli bir yere sahip olan mikroorganizmalardir. Degisik ¢alismalarda
hastane infeksiyonlarinin % 8-25” inden sorumlu tutulmuslardir (Fidan 2005).

Pseudomonas’lar farkli viicut bolgelerinden izole edilebilmektedirler. Turgut ve
ark.’lart (2002) yapmis olduklar1 ¢alismada, P. aeruginosa kokenlerini %39.5 ile en sik
idrardan ve %37.2 ile ikinci siklikta trakeal aspirattan, 9%20.6 ile ii¢lincii siklikta ise yara
orneklerinden izole ettiklerini bildirmislerdir. Akcay ve ark.’lar1 (2003) ise ¢caligsmalarinda, P.
aeruginosa kokenlerini %45 ile en sik trakeal aspirat 6rneklerinden, ikinci siklikta %23 ile
idrar orneklerinden, tiglincii siklikta %21 ile yara orneklerinden elde etmislerdir. Yiicel ve
ark.(2006)’nin yaptigi baska bir ¢alismada 265 P.aeruginosa susunun % 22’si trakeal
aspirattan, %?22’si idrardan, % 15’1 yaradan, % 14’ balgamdan, % 12’si bronkoalveoler
lavajdan, %81 kandan izole edilmistir. Gayyurhan ve ark.’lar1 (2008) , YBU’lerinde yatmakta
olan hastalardan 89 P. aeruginosa susu izole etmisler, bu suslar arasinda en sik izole edilen
ornek tiplerinin; trakeal aspirat (%37.07), idrar (%19.10) ve yara (%14.60) oldugunu
bildirmislerdir. Diindar ve ark.’larinin (2009), ¢ yillik siirecte izole ettikleri 665
Pseudomonas susundan % 28’1 idrardan, %27’si solunum sistemi 6rneklerinden, %27’ si de
deri-yumusak doku materyalinden elde edilmistir. Anabilim dalimizdan hastanemizde yapilan
bir ¢aligmada, 159 Pseudomonas susunun %34’i yaradan, % 33’1 trakeal aspirattan, %12.5’1
bronkoalveoler lavajdan, %81 idrardan, %8’i kandan izole edilmistir (Ozdemir 2009).

Tiirkiye’de yapilan cesitli calismalarda P. aeruginosa kokenleri en stk YBU’lerinden
ve siklik sirasina gore trakeal aspirat, idrar ve yara yeri 6rneklerinden izole edilmistir (Ersoz
2002, Sengdz 2005). Bu calismada, Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi
Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gonderilen ve karbapenem direngli Pseudomonas
tespit edilen orneklerin % 46.1°1 bronke alveoler lavaj, % 16.8’1 yara, % 9.7’si trakeal
aspirasyon mayi, % 8.6’s1 ise idrar 6rnegidir.

P. aeruginosa suslari bazi kliniklerden daha sik izole edilmektedir. P. aeruginosa
suglarinin kliniklere gore dagilimimin incelendigi Bayramoglunun (2004) calismasinda; P.
aeruginosa kokenleri en sik pediatri kliniklerinden (%32.4), ikinci siklikta YBU’den (%9.9),
ticlincii siklikta ise genel cerrahi kliniginden (%7) elde edilmistir. Giindiiz ve ark. (2003) ise,
P. aeruginosa kokenlerini en stk YBU’den (%43.3), ikinci siklikta kulak burun bogaz
kliniginden (%18), li¢iincii siklikta cerrahi kliniginden (%8.6) saptadiklarini bildirmislerdir.
Oztiirk ve ark.’nin (2011) ¢alismasinda 100 P. aeruginosa susunun 18’i IMP direngli
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bulunmus olup bunlarin %55.5’i YBU’lerinden, %22’si cerrahi kliniklerinden, %11°i dahili
kliniklerden gelmistir. Calisgmamizda ise karbapenem direncgli olan Pseudomonaslarin % 70’1
YBU’lerinden izole edilmistir. Geri kalan %30 luk dilimin iginde ilk siray1 %13’liik oranla
pediatri klinikleri almistir. Diger klinikler yakin oranlarla birbirlerini izlemektedir. Yogun
bakim iinitelerinden ise ilk sirada %32.6 oranla reanimasyon YBU, ikinci sirada %11.9 ile
cocuk YBU, ficiincii sirada ise %9.2 lik oranla acil YBU gelmektedir.

Karbapenemler bilinen en genis spektrumlu beta-laktam antibiyotiklerdir. Yasami
tehdit eden ciddi infeksiyonlarda ve ¢oklu ila¢ direnci gosteren Gram negatif bakterilerin yol
actig1 infeksiyonlarda karbapenem grubu antibiyotikler son secenek durumunda oldugu i¢in
karbapenem direncinin ayr1 bir énemi vardir. Direng oranlar1 ve direngten sorumlu olabilecek
olas1 enzimler her ililke ve merkeze gore degisiklikler gostermekle birlikte her merkez i¢in
degismeyen bir ger¢ek, oranlarin yillar iginde artmakta oldugudur (Fritshe 2005).

Genel olarak IMP ve MEM duyarliliginin birbirine paralel oldugu kabul edilmekte ve
CLSI tarafindan her iki karbapenemin antibiyogram degerlendirilmesinde birbirini temsil
edebilecegi onerilmektedir. Ancak, farkli porin veya pompa-efluks sistemleri nedeniyle IMP
ve MEM birbirinden bagimsiz duyarliliklara sahip olabilirler (Bal 1995).

Amerika Birlesik Devletleri’nde IDSA (The Infectious Diseases Society of America)
calismasinin  1992-2004 yillarina ait verilerine gore ¢oklu ilaca direngli P. aeruginosa
suslarinin %21-32 arasinda degistigi (Kunz 2010); EARSNet (European Antimicrobial
Resistance Surveillance Network) ¢aligmasinin 2005-2011 yillarina ait verilerine gore ise P.
aeruginosa izolatlarinda karbapenem direncinin %18,6; ¢oklu ilag direncinin %15,3 oldugu
bildirilmistir (European Centre 2011).

Ulkemizde de Pseudomonas’larda IMP direnci cografik bolgelere gore farklilik
gostermektedir (Bayraktar 2004, Tatman Oktun 2004). Tiirkiye i¢in EARSS 2009 yili
verilerinde P.aeruginosa i¢in saptanan direng oranlarinda karbapenem direnci %27.2 olarak
verilmistir (Glilmez 2011).

Ozdemir ve ark.’larinin  2009°da hastanemizde yaptiklar1 galismada hastane
infeksiyonu etkeni 159 Pseudomonas susunda IMP direnci %54 olarak bulunmustur.

Arabaci ve ark.’nin ¢aligmasinda (2010) yogun bakim iinitelerindeki hastalardan izole

edilen 108 Pseudomonas susunda IMP direnci % 18.5, MEM direnci % 22.5 bulunmustur.

Pakoz ve ark.’nin ¢alismasinda (2011), 154 Pseudomonas susunda IMP direnci % 36
olarak bulunmustur. Oztiirk ve ark.’nin (2011) calismasinda ise IMP direnci %18 olarak
bildirilmistir.
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Tiirkiye’de yurt disi verilerle karsilastirildiginda cok yiiksek karbapenem direnci
bildirilmemektedir. Karbapenemaz aktivitesi es zamanli ¢oklu ila¢ diren¢ gelisimini de
beraberinde tasiyarak yiiksek mortalite ile seyreden infeksiyonlara neden olmaktadir. Bu
nedenle 6zellikle yogun bakim {iinitelerinde ciddi infeksiyonlarda karbapenem duyarliligini
dogru ve miimkiin olan en kisa siirede belirlemek etken bakterinin izole edildigi hasta icin
yasamsal dnem tagimaktadir.

Coklu ilaca diren¢ durumu, Pseudomonas suslarinda sik gozlenen bir durumdur.
Coklu ilaca diren¢ tanimi, antipsddomonal penisilin ve sefalosporinler, beta-laktam/beta-
laktamaz inhibitorleri, aminoglikozidler, tetrasiklinler, florokinolonlar, trimetoprim-
sulfametoksazol ve karbapenemlerden en az iicline diren¢ durumunu ifade etmektedir
(Demirdag 2011).

Pseudomonas suslarinda direng gelisimi, porin mutasyonlari, aktif pompa (efluks)
sisteminin uyarilmasi, DNA topoizomeraz IV gibi hedeflerde degisim olusmasi, AmpC beta-
laktamaz, genislemis spektrumlu beta-laktamazlar (PER-1, OXA, TEM-24), metallo-beta-
laktamaz, karbapenemazlar gibi enzimlerle olusan enzimatik inaktivasyon gibi
mekanizmalarla meydana gelmektedir (Oztiirk 2008).

Bu caligmaya karbapenem direnci tespit ettigimiz 184 ornek alinmis olup, bu
orneklerde karbapenem direncine sebep olabilecek OXA karbapenemazlardan OXA-23,
OXA-40, OXA- 58 genleri arastirilmis, sikligr tespit edilmistir. Boylelikle son yillarda
gittikce artan oranlarda rastladigimiz Pseudomonas’lardaki karbapenem direnci ile ilgili
diren¢ mekanizmalar1 genetik diizeyde arastirilmistir. Dirence neden olan enzimlerin
sentezlenmesinde rol alan gen bolgelerinin varlifi veya yoklugunun tespiti hedeflenmistir.

Karbapenem direncine yol agan en dnemli faktér karbapenemazlarin varligidir. Bu
karbapenemazlardan P. aeruginosa’da sinif B metallo beta-laktamazlar hakim iken,
A.baumannii’de smif D oksasilinazlar hakimdir (Sevillano 2009). Sinif D beta-laktamaz
olarak bilinen OXA karbapenemazlar siklikla A.baumannii suslarinda bulunmustur (Walsh
2008).

OXA enziminlerini tespit eden giivenirligi onaylanmis ve standardize edilmis
fenotipik bir test glinlimiize kadar gelistirilememistir. Bu enzimler ancak PZR gibi molekiiler
yontemler kullanilarak tespit edilebilmektedir (Figueiredo 2012).

Bu calismada multipleks PZR yontemi ile OXA-23, OXA-40 ve OXA-58 genleri
arastirilmistir. Calismada karbapenem direngli 184 6rnek arasinda 12 o6rnekte OXA-23
pozitifligi, 1 drnekte OXA-40 pozitifligi ve 1 drnekte de OXA-58 pozitifligi pozitifligi tespit
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edilmistir. OXA-23 tipi enzimlerin diinya genelinde en sik rastlanan sinif D karbapenemaz
oldugu bildirilmistir (Naas 1999, Peleg 2008).

Bu calistigimiz OXA genleri karbapenemazlarin sinif D ailesindeki karbapenemleri
hidrolize eden oksasilinazlar (KHO) grubundandir. KHO’lar, OXA-23-27-49 (grup 1), OXA
24-25-26-40-72(grup 2), OXA-58 (grup 3), OXA-51 (grup 4) olarak gruplandirilmaktadir
(Vahapoglu 2006, Walther-Rasmussen 2006, Miriagou 2010).

OXA karbapenemazlarin biiyiik cogunlugu firsatgr Gram-negatif patojen olan
Acinetobacter baumannii’de tespit edilmistir (Queenan 2007). KHO’larin A. baumannii tipine
spesifik oldugu disiiniildiigiinden hemen hemen tiim ¢aligmalar Acinetobacter’lerde
yogunlagsmistir. Acinetobacterlerdeki OXA karbapenemazlara dair ¢ok sayida calisma
bulunmaktadir.

Karunasagar ve ark.’larmin 2011 yilinda 62 Acinetobacter spp. suslarindaki OXA-23,
OXA-24/40, OXA-58 pozitiflik oranlar1 sirasiyla % 47.9, % 22.9, % 4.2 olarak bulunmustur.
Vrani¢-Ladavac ve ark’nin (2013) yaptiklar1 ¢calismada 64 karbapenem direngli A.baumannii
suslarinin % 69’unda OXA karbapenemaz enzimleri saptanmis olup OXA-23 %9 oraninda,
OXA-24/40 %27 oraninda, OXA-58 ise %33 oraninda bulunmustur.

Tiirkiye’de yapilan caligmalarda Acinetobacter’lerde OXA-23 grubu ve OXA-58
grubu enzim {ireten suslara ait salginlar bildirilmistir (Giir 2008, Ozen 2009). Giigli’ niin
(2011) ilkemizde yapilan tez caligmasinda 61 A.baumannii izolatinda % 81.9 OXA-23
pozitifligi, % 18 OXA-58 pozitifligi saptanirken, OXA-24/40 geni bulunamamistir. 2013
yilinda ise Sar1 ve ark.’lart OXA-24/40 grubu enzim iireten Acinetobacter’lere ait bir salgin
bildirmislerdir. Gokmen ve ark.’larmin (2012) ¢alismasinda da yanik iinitesinden izole edilen
11 karbapenem direngli A.baumannii susunda OXA-23 ve OXA-58 genlerine rastlanmazken 3
ornekte (9%27.2 oraninda) OXA-24 geni tespit edilmistir.

Acinetobacter’ler disinda bir bakteridle OXA karbapenemazlarin varlhigi, ilk kez
Fransa’da yapilan bir caligmada bildirilmistir. Fransa’da 1996 ile 1999 yillar1 arasinda farkl
hastalardan toplanan 10 Proteus mirabilis susunda kromozomal yerlesimli OXA-23 geni
tespit edilmistir. Proteus mirabilis susunda bulunan OXA-23 geninin genetik yapist
A.baumannii’deki OXA-23 geni ile ayn1 bulunmustur. OXA-23 iireten Proteus mirabilis
izolatlarinin IMP i¢in MIK degerleri 0.25 ile 0.50 pg/ml arasinda, MEM icin 2 ile 4 pg/ml
arasinda olup karbapenem direnci gozlenmemistir. Bu calismada OXA-23 enziminin
karbapenem direncine etkisini gostermek icin OXA-23 kodlayan plazmid ile Escherichia coli
ve P. mirabilis susundan rekombinasyon suslar1 olusturulmus ve rekombine susun MIK

degerlerinde yiikselme tespit edilmistir. Bu MIK degerlerindeki artis OXA-23 varligi ile
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iliskilendirilmistir (Bonnet 2002). OXA tipi karbapenemazlarin ¢cogu IMP ve 6zellikle MEM
kars1 zayif hidrolitik aktivite gosterirler. Ayrica dis membran proteinlerinin kaybi veya efluks
pompalarinin artmig aktivitesi ile birlikte olduklarinda daha genis spektrumlu direncin
gelismesine neden olurlar (Poirel 2010).

Bonnet ve ark.’larmin (2002) c¢alismasinda, Enterobakter’lerde bu OXA genleri
kazanilabiliniyorken, bu genlerin diger bakteriyel ailelere dagilimin1 engelleyen bilinmeyen
faktorler olabilecegi belirtilmistir. OXA-23 kodlayan plazmid P. mirabilis susuna
kazandirilabilmesine ragmen plazmid bu susta ¢ogalamamaktadir. OXA-23 geninin bu susta
stirdiiriilebilmesi i¢in muhtemelen rekombinasyon, kointegrasyon, veya transpozisyon gibi
genetik olaylarla plazmidin kromozoma baglanmas1 gerektigi bildirilmistir (Bonnet 2002).

Karbapenemazlarin enterik Gram negatif bakteriler (EGNB)’de yayillimi 6nem arz
etmektedir ¢iinkii hastane kaynaklt EGNB izolatlarinda giderek artan GSBL oranlariyla birlikte
degerlendirildiginde, karbapenemaz aktivitesi es zamanli ¢oklu ilag direng gelisimini de
beraberinde tasiyarak yiiksek mortalite ile seyreden infeksiyonlara neden olmaktadir (Budak
2012).

Pseudomonas’lardaki en onemli direng¢ mekanizmalarindan biri olan karbapenemaz
enzimleri igerisinde en O6nemlileri metallo beta laktamaz enzimleridir ( Mansur 2013). OXA
karbapenemazlar, MBL ile kiyaslandiginda daha zayif hidrolitik aktiviteye sahiptirler ve bu
geni barindiran suslar IMP ve MER i¢in direnglilik s  olusturan MIK
konsantrasyonlarina ulagmak i¢in ek diren¢ mekanizmalarina (efflux ve permeabilite azalmasi
gibi) ihtiya¢ duyabilirler (Walsh 2008).

Pseudomonas’larda gesitli OXA tipi enzimler tanimlanmis olmasina ragmen bunlardan
cok az1 karbapenemaz aktivitesi gostermektedir. Girlich ve ark.’larinin yaptig1 bir ¢alismada
(2004); silikoda bulunan bir P. aeruginosa susunda dogal olarak bulunan bir oksasilinaz olan
OXA-50 geni tanimlanmistir. Bu genin A.baumannii’deki OXA-23 ve OXA-27 genleri ile
sirastyla %44 ve %43 homoloji gosterdigi belirtilmistir. OXA-50 geninin dendrogramdaki
yeri Sekil 5.1°de goriilmektedir. Caligmanin devaminda OXA-50 geni ¢ok kopyali bir plazmid
tizerine klonlanmig ve P. aeruginosa ve E. coli’ye eksprese edilmistir. Bu durumun E. coli’de
meropenem duyarliligini degistirmedigini ancak P. aeruginosa’da meropenem duyarliligini
azalttig1 rapor edilmistir. Bu ¢alismada Ralstonia (Pseudomonas) pickettii, Aeromonas spp.,
Shewanella spp. ve P. aeruginosa gibi gram negatif bakterilerin oksasilinaz genleri igin
onemli bir rezervuar oldugu vurgulanmistir.

2009 yilinda ilk olarak 2 P. aeruginosa susunda plasmid iizerinde yer alan OXA-40
geni gosterilmistir ve bu genin A.baumannii’ deki OXA-40 geni ile %100 homoloji gosterdigi
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belirtilmistir. Daha 6nce bildirilen raporlarin ¢ogunda, OXA-40 geninin A.baumannii’de
yalnizca kromozomda yerlestigi belirtilmis olmasina ragmen bu ¢alismada OXA-40 geninin
plazmid tizerinde yer aldig1 gosterilmistir (Sevillano 2009). Amerika Birlesik Devletlerinden
yapilan bir ¢alismada bu genin her iki lokalizasyonda da yer alabilecegi bildirilmistir (Lolans
2006).

Karbapenemleri hidrolize edebilen OXA enzimleri siklikla A. baumannii’de bulunur
ve kromozomal genler tarafindan iretilir. Enterobacteriaceae’da plazmid kaynakli OXA-23
ve OXA-48 enzimleri de tanimlanmigtir (Bush 2010). OXA-23 ve 0XA-58 genleri genellikle
plazmidden izole edilmektedir, OXA-40 ise kromozomda lokalize olmaktadir. Ancak bugiine
kadar Acinetobacter’de tanimlanan KHO’larin kromozomal olarak kodlandigi gézlenmistir
(Poirel 2006).

Plazmidler bakteri kromozomundan bagimsiz kendi kendine replike olabilen
ekstrakromozomal kiigiik genetik yapilardir. Bakteriler arasinda genetik madde aktariminda
temel mekanizmalardan biri olan konjugasyonda rol oynarlar. Konjugasyon genetik olarak
farkl1 6zellikler gosteren iki bakterinin yan yana gelmeleri ve aralarinda olusan gegcici hiicreler
arasi baglant1 ile bir bakteriden digerine genetik madde aktarilmasidir ve ekstrakromozomal
bir DNA parcast olan plazmid ile yonetilir. Dolayisiyla bu genlerin plazmid {izerinde
bulunmasi aktarilabilir olmalarin1 kolaylastiracaktir.

Garch ve ark.’nin yaptig1 ¢aligmada (2011) KHO’lardan yeni bir grup oldugu belirtilen
OXA-198 enzimi bir P. aeruginosa susunda bulunmustur (Sekil 5.1). Bu ¢aligmada yiiksek
diizeyde karbapenem direncinden bu enzimle birlikte ek diren¢ mekanizmalarinin sorumlu
oldugu wvurgulanmistir. Bu c¢esitli mutasyonlarin ve oprD geninde 88 niikleotidin
delesyonunun gozlenmesiyle temellendirilmistir. Bu ¢aligma; Sevillano ve ark.’nin A.
baumannii’de bulunan ve plasmid iizerinde tagian bir OXA-40 enziminin iki P. aeruginosa
susunda izole edilmesinden sonra P. aeruginosa’daki karbapenem hidrolize eden sinif D beta
laktamazlarin ikinci tanimlanmasi olarak belirtilmistir.

OXA-198 Chlorobi filumundan yesil siilfiir bakterilerinin bir {yesi olan
Chlorobaculum parvum’un dogal beta laktamazlari ile %83 aminoasit sekans benzerligi
gostermektedir. Smif 1 integron iizerinde kodlu olan ve Pseudomonas ya da Gram (-)
bakterilere kolayca transfer edilebilen bir plazmid tarafindan tasinan bu beta laktamazin P.
aeruginosa tarafindan kazanilmasi, sinif D beta laktamazlarin yayilmasina yol agabilir.

Dahasi bu integronun VIM-1 geni pozitif bir P. aeruginosa susunda bulunan, transpozon ile
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tasinan genle de cok benzer oldugu ve kolaylikla konjugatif plazmidlere aktarilabilecegi

belirtilmistir (Garch 2011).

Sekil 5.1: Smif D beta-laktamazlarin temsilcilerinin dendrogrami (Garch 2011).
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Lee ve ark.’nin (2013) yaptiklar1 bir calismada; yontem olarak OXA karbapenemaz
tespitinde rutin bir yontem olan multipleks PZR yerine MALDI-TOF MS (Comparison of
matrix-assisted laser desorption ionization—time-of-flight mass) yontemi kullanilarak
karbapenem direngli 60 Acinetobacter spp. ve 9 P. aeroginosa susunda ¢esitli
karbapenemazlarla birlikte KHO grubundan OXA-23 ve OXA-51 karbapenamazlari
aragtirllmistir. Acinetobacter suslarmin 20 tanesinde OXA-23 pozitifligi saptanirken, 6
tanesinde ISAbal iligkili OXA-51 geni bulunmus, arastirilan 9 Pseudomonas susunda ise
OXA karbapenemazlara rastlanmamistir. Kullanilan yontemin farkli olmasinin yani sira, bu
calismada ornek sayisinin 9 gibi ¢ok kiiclik bir deger olmast OXA karbapenemaz tespit

edilememe sebebi olabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Pseudomonas kokenlerinde tiim diinyada oldugu gibi iilke genelinde yiiksek oranda
antimikrobiyal diren¢ ve ¢ogul direng 6zellikleri goriilmektedir. Bu diren¢ mekanizmalarinin
bilinmesi ve yayiliminin 6nlenmesi 6nemlidir.

Bu genlerin Pseudomonas’larda var olup olmadigi, varsa karbapenem direnciyle iliskisi
hakkinda neredeyse ¢ok az bilimsel veri vardir. Bizim ¢alismamiz bu yonde bilimsel verilere
onemli katki saglayacaktir. Calismada buldugumuz pozitiflikler bu genlerin Pseudomonas’larda
varhigim gostermekle birlikte, karbapenem direnciyle iligkisini yorumlamakta giicliik vardir.

Pseudomonas’larda bu OXA enzimleri direkt karbapenem direncine yol agabilecegi gibi
diger diren¢ mekanizmalariyla birlikte karbapenem direncinde en azindan sinerjik rol oynamis
olabilir. Bu konuda yapilacak benzer ¢alismalarla bu iliskiye dair veriler artirtlmalidir.

Sonu¢ olarak; diinya genelinde artis gostermekte olan karbapenem direngli
Pseudomonas suslarmnin, 6zellikle yogun bakim {initeleri basta olmak iizere iilkemizde de artis
gosterdigi gozlenmektedir. Bu etkenlerin neden oldugu infeksiyonlarin tedavisindeki zorluklar,
akilcr antibiyotik kullaniminin 6nemini ve karbapenem tiirli antibiyotiklerin gerekli oldugu
durumlarin dogru secilmesini daha 6nemli kilmaktadir. Aktarilabilir enzimatik direng genleri
aracilifiyla bu direng bigimlerinin hizla yayilmasi, hastane epidemilerine yol agmasi uzak bir
olasilik degildir. Bu enzimlerin taginabilir elemanlar {izerinde bulunmasi, bunlarin yayilimi
ile ilgili kaygilar artirmaktadir. Bu ylizden diren¢ mekanizmalarinin tiimiiyle aydinlatilmasi,

alinacak onlemler agisindan 6nem arz etmektedir.
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