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OZET

Non fermentatif Gram negatif (NFGN) basillerin son yillarda giderek artan
karbapenem direncinden sorumlu olabilecek yeni metallo-beta-laktamaz (MBL)
enzimleri tanitmlanmakta ve sayilar1 artarak diinya genelinde yayilma gdstermektedir.
Bu ¢alismada, imipenem ve meropenem direngli klinik izolatlarda MBL iiretiminin
yerini arastirmak ve ayrica bu enzimlerin varhigimi ortaya koyabilecek fenotipik
yontemleri test etmek ve karsilasgtirmak amacglanmaistir.

Caligmaya alinan bakterilerin tanimlanmasi standart klinik mikrobiyolojik
yontemlerle yapilmis ve BD Phoenix tam otomatize identifikasyon sisteminde
degerlendirilmistir. Bakterilerin invitro kosullarda antibiyotiklere diren¢ durumlar1
CLSI onerileri dogrultusunda disk difiizyon yontemi ile belirlenmis, BD Phoenix tam
otomatize identifikasyon cihazi ile dogrulanmistr. MBL iiretimi kombine disk
yontemi, ¢ift disk sinerji, modifiye Hodge testi ve E test yontemleri ile arastirilmistir.

Meropenem direncli Acinetobacter kdkenlerinde MBL iiretimi kombine disk
metodu ile % 95, MP-EDTA c¢ift disk sinerji testi ile % 67.5, modifiye Hodge testi ile
% 72.5, E test ile % 97.5; meropeneme direngli Pseudomonas kdkenlerinde kombine
disk metodu ile %80, MP-EDTA ¢ift disk sinerji testi ile % 100, Modifiye Hodge
testi ile % 60 ve E test ile % 60 oraninda bulunmustur.

Metallo-beta-laktamaz iireten bakterilerin aztreonam ve colistin diginda tiim
beta laktamlara direngli olmalar1 ve klinik uygulamada uygun bir MBL inhibitdriiniin
bulunmamasi, ayrica MBL ile aminoglikozid diren¢ genlerinin genetik olarak
birarada bulunmasi epidemiyolojik agidan MBL varliginin tespit edilmesini ¢ok
onemli kilmaktadir. MBL arastirilmasinda hizli, basit, duyarlilik ve ozgilligi
yiiksek olan 1yi bir fenotipik tarama yontemine gerek vardir.

Glinlimiizde var olan tarama yontemlerinin higbiri yeterli degildir. Bu sebeple
tarama sonuclarmin molekiiler yontemlerle dogrulanmasi gereklidir. Yaptigimiz
calisma sonunda, hastanemizde MBL iireten suslarin belirlenmesi ve kontrolii ile
ilgili olarak daha ileri arastirmalarin yapilmasi gerektigi diisiincesi ortaya ¢ikmistir.
Anahtar Kelimeler: MBL iretimi, Pseudomonas, Acinetobacter, fenotipik

yontemler.



ABSTRACT

THE DETECTION OF METALLO-BETA-LAKTAMAZ (MBL) ENZYME IN
GRAM NEGATIVE NON FERMANTATIVE BACTERIA BY DIFFERENT
METHODS AND THE COMPARISON OF THESE METHODS

New metallo-beta-lactamase (MBL) enzymes are identified in recent years
that may be responsible for the increased number of non fermentative Gram negative
(NFGN) bacilli's growing carbapenem resistance and they spread throughout the
world. In this study, we aimed to investigate the production of MBL at clinical
isolates resistant to imipenem and meropenem, to test and compare phenotypic

methods that reveals the presence of these enzymes.

The identification of bacteria was made with standard clinical microbiological
methods and confirmed in the BD Phoenix fully automatic identification system. In
vitro bacteria resistance to antibiotics determined by using disk method in
accordance with CLSI recommendations and confirmed with the BD Phoenix fully
automated identification device. Production of MBL were evaluated by combined
disc method, double-disk synergy test, modified Hodge test and E test methods.

Metallo-beta-lactamase production at meropenem resistant Acinetobacter
strains were found 95% with the combined disc method, 67.5% with MP-EDTA
double-disk synergy test, 72.5% with the modified Hodge test and 97.5% with E test;
at meropenem resistant Pseudomonas strains 80% with the combined disk method,
100% with MP-EDTA double-disk synergy test, the modified Hodge test and the E
test with 60% and 50% respectively.

Metallo-beta-lactamase producing bacteria are being resistant to all beta
lactams except aztreonam and colistin, in clinical practice the lack of a suitable
inhibitor for MBL, as well as presence of MBL genes together with the
aminoglycoside resistance genes in genetic with epidemiologic aspect makes it very
important to determine the presence of MBL.

For the investigation of MBL a fast, simple, with high sensitivity and
specificity good phenotypic screening method is needed. None of the screening

methods at present are sufficient. Therefore, the molecular methods are needed to
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confirm the screening results. Our study suggests that further research needs to be
done in our hospital for identification and control of MBL producing strains.

Keywords: MBL production, Pseudomonas, Acinetobacter, phenotypic methods.

vii



ICINDEKILER

BASLIK SAYFASI i
ONAY SAYFASI ii
ITHAF iii
TESEKKUR iv
OZET v
ABSTRACT vi
ICINDEKILER viii
SEKIL LISTESI xi
TABLO LISTESI xii
KISALTMALAR LISTESI xiii
1. GIRIS 1
1.1. Non Fermentatif Gram Negatif Bakteriler 2
1.1.1. Acinetobacter baumannii 3
1.1.2. Pseudomonas aeruginosa 4
1.2.Beta Laktam Antibiyotikler 7
1.2.1. Penisilinler 8
1.2.1.1. Dogal penisilinler 8
1.2.1.2. Penisilinaza dayanikl penisilinler 8
1.2.1.3. Aminopenisilinler: 8
1.2.1.4. Pseudomonas’lara etkili penisilinler: 8

1.2.1.5. Genis spektrumlu Pseudomonas’lara etkili penisilinlere: 8
1.2.1.6. Amdinopenisilinler: 8
1.2.1.7. Beta laktam inhibitorlii kombine penisilinler: 8

1.2.2. Sefalosporinler 9
1.2.2.1. 1.kusak sefalosporinler 10
1.2.2.2. 2. kusak sefalosporinler 10
1.2.2.3. 3. kusak sefalosporinler 10
1.2.2.4. 4. kusak sefalosporinler 10
1.2.2.5. 5.kusak sefalosporinler 10

1.2.3. Monobaktamlar 11
1.2.4. Karbapenemler 11

viii



1.2.4.1. Imipenem
1.2.4.1.3. Farmakokinetik ve farmakodinamik
1.2.4.2. Meropenem
1.3. Beta Laktam Antibiyotiklere Diren¢ Mekanizmalar1
1.3.1. Kromozomal genlerde mutasyon olusmasi
1.3.2. Direng genlerinin disaridan alinmasi
1.3.3. Disaridan alinan genlerde mutasyon olusmasi
1.3.4. Ilacin hedef bolgesinde gelisen degisiklikler
1.3.5. D1s membran geg¢irgenliginin bozulmasi
1.3.6. Beta laktamaz enzimleri ile ilacin inaktive edilmesi
1.4.Beta laktamazlar
1.4. Karbapenemlere Diren¢ Mekanizmalari
1.4.1. Ilacin hiicre i¢inde etkin konsantrasyona ulasamamasi
1.4.1.1. Porin degisimleri
1.4.1.2. Aktif pompa sistemlerinin indiiklenmesi
1.4.2. Karbapenemleri hidroliz eden enzimlerin varlig1
1.4.2.1. Ekstrinsik (kazanilmig) karbapenemazlar
1.4.2.2. Intrinsik (kromozomal) karbapenemazlar
1.4.3. Hedef PBP degisimleri
1.5. Metallo-Beta-Laktamazlar
1.5.1. Metallo-beta-laktamazlarin biyokimyasi
1.5.2. Kromozomal olarak kodlanmis MBL’lar
1.5.3. MBL’larn aktarilmasinda kullanilan genetik aracilar
1.5.4. Aktarilabilir MBL’ler
1.5.4.1. IMP tipi metallo-beta-laktamazlar
1.5.4.2.VIM-tip metallo-beta-laktamazlar
1.5.4.3. SPM-1 metallo-beta-laktamaz
1.5.4.4. GIM-1 metallo-beta-laktamaz
1.5.5. Deneysel metallo-beta-laktamaz enzim inhibitorleri
1.6. MBL’larin Tespiti
1.6.1. Kombine disk sinerji testi

1.6.3. MBL E Test yontemi

X

12
14
14
15
15
15
16
16
17
18
18
24
24
24
24
24
24
25
25
25
26
27
28
29
29
31
33
33
34
35
35
36



1.6.4. Modifiye Hodge testi:
1.6.5. Mikrodiliisyon test
1.6.6. Molekiiler yontemler

36
36
37

1.7. MBL Enzim Aktivitesi Gdsteren Bakterilerle Olusan Infeksiyonlarin Tedavisi

2. GEREC VE YONTEM
2.1. Calismada kullanilan bakteriler
2.2. Antibiyotik diskleri
2.3. Mueller-Hinton agar besiyeri
2.4. EDTA (Etilendiamintetraasetik asit ) Hazirlanisi
2.5. MBL E Test stripleri
2.6. Antibiyotik Duyarlilik Testler1
2.7. MBL Tesbitinde Kullanilan Fenotipik Yontemler
2.7.1. Kombine Disk Testi
2.7.2. Cift Disk Sinerji Testi
2.7.3. Modifiye Hodge Testi
2.7.4. MBL E Test
3. BULGULAR
3.1.Metallo-Beta-Laktamaz Tayininde Kullanilan Fenotipik Testler
3.1.1. Cift Disk Sinerji Testi
3.1.2. Kombine disk sinerji testi (KDST)
3.1.3. Modifiye Hodge testi
3.1.4. MBL E test
4. TARTISMA
5. KAYNAKLAR
6. OZGECMIS

37
40
40
40
40
40
41
41
41
41
42
42
43
44
47
47
48
49
50
52
61
78



Sekil 1. Fenotipik tesbit yontemleri sonucunda 4. baumannii ve P.

Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.
Sekil 6.
Sekil 7.
Sekil 8.
Sekil 9.

SEKIL LISTESI

aeruginosa’daki MBL pozitifligi

Cift disk sinerji testinde pozitiflik

Cift disk sinerji testinde negatiflik
Kombine disk sinerji testinde pozitiflik
Kombine disk sinerji testinde negatiflik
Modifiye Hodge testinde pozitiflik
Modifiye Hodge testinde negatiflik

E Test pozitiflik

E Test negatif

Xi

45
47
47
48
48
49
50
50
51



TABLO LiSTESI

Tablo 1. P. aeruginosa 'nin virulans faktorleri ve biyolojik etkileri

Tablo 2. Doripenem, ertapenem, imipenem ve meropenemin Enterobacteriaceae
ve non fermentetif GN bakteriler i¢in MIK degerleri.

Tablo 3. Beta laktamaz gruplar1 ve genel 6zellikleri

Tablo 4. IMP tipi metallo-beta-laktamazlar

Tablo 5. VIM tipi beta laktamazlar

Tablo 6. MBL {ireten izolatlarin olasi tedavi segenekleri

Tablo 7. Orneklerin servislere gore dagilimi

Tablo 8. A. baumannii ve P. aeruginosa’nin bazi antibiyotiklere direng oranlar1

Tablo 9. Fenotipik tesbit yontemleri sonucunda A. baumannii ve P. aeruginosa’
daki MBL pozitifligi

Tablo 10. Tiim fenotipik testlerin A. baumannii igin karsilastirilmasi

Tablo 11. Tiim fenotipik testlerin P. aeruginosa i¢in karsilastirilmasi

Tablo 12. Cift disk sinerji testi ile diger fenotipik yontemlerin uyum oranlari

Tablo 13. Kombine disk sinerji testi ile diger fenotipik yontemlerin uyum orani

Xii

12
20
30
33
38
44

45
46
46
48
49



KISALTMALAR LiSTESI

ATCC : American Type Culture Collection
CLSI : The Clinical and Laboratory Standards Institute
CDST : Cift disk sinerji testi

DHP-1 : Dehidropeptidaz-1

DNA : Deoksiriboniikleik asit

EDTA : Etilendiamintetraasetik asit

EF2 : Elongasyon faktor 2

ESBL : Genislemis spektrumlu beta laktamaz
GIM : German imipenemase

GN : Gram negatif

IMP : Imipenemase

iMp : Imipenem

Kb : Kilo baz ¢ifti

KDST : Kombine disk sinerji testi

MBL : Metallo-beta-laktamaz

MHT : Modifiye Hodge testi

MiK : Minimum inhibitér konsantrasyon
MP : Meropenem

MPA : 2-merkaptopropionik asit

NaCl : Sodyum kloriir

NaOH : Sodyum hidroksit

NFGN : Non fermentatif Gram negatif
OMP : Outer memran protein

PBP : Penisilin baglayan protein

PCR : Polimeraz zincir reaksiyonu

SIM : Seoul imipenemase

SPM : Sao Paulo imipenemase

VIM : Verona imipenemase

Zn : Cinko

pl : Mikrolitre

xiii



1. GIRIS

Bakterilerin iirettigi beta laktamaz enzimleri beta laktam antibiyotiklere karsi
direng gelismesinden sorumlu mekanizmalar i¢inde en Onemlisidir. Genislemis
spektrumlu beta laktamazlar (ESBL) ve plazmidlerle tasman AmpC beta laktamazlar
son 25 yilda ortaya ¢ikmis ve sayilari giderek artmistir. Bu beta laktamazlarin
hidrolizine kars1 stabil olmalar1 sebebiyle karbapenemler, direngli Gram negatif (GN)
bakterilerin yol agtig1 infeksiyonlarin tedavisinde 1yi bir se¢enek olmustur. Maalesef
son yillarda karbapenemlere karsi da, ozellikle non fermentatif Gram negatif
(NFGN) basiller arasinda, artan bir diren¢ sorunu ortaya c¢ikmaya baslamis ve
yapilan son ¢aligmalara gore bu diren¢ sorunu korkung boyutlara ulasmistur.

Immun sistemi baskilanmis ve hastanede yatan hastalarda ciddi
infeksiyonlara neden olan NFGN bakteriler, genellikle dogada saprofit olarak
bulunan bakterilerdir. insanda hastalik etkeni olarak en sik izole edilenleri ise
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) ve Acinetobacter baumannii (A.
baumannii)’dir. Bu bakterilerin yaptig1 infeksiyonlarda kullanilan antibiyotiklere
karst olusan yilksek antibiyogram direnci nedeniyle tedavide giicliiklerle
karsilagilmaktadir.

Pseudomonas aeruginosa’da OprD porin kaybt meropenem duyarhiligini
azaltir, imipenem direncine yol acar. Bununla birlikte pompa efliiks sistemi,
imipenem hari¢ meropenem dahil bir ¢ok antibiyotigin etkinligini azaltmaktadir (1).
Efliikks sistemini diizenleyen genlerdeki mutasyonlar, kromozomal AmpC beta
laktamazlarin iretimi ile birlikte permeabiliteyi de azaltarak aditif etki gosterir ve
boylece birden fazla mekanizmayla dirence sebep olur (2).

Her ne kadar azalmis dis membran gegirgenligi veya effluks pompa sistemi
esas olarak Gram negatif basillerin karbapenem direncinden sorumlu tutulsa da,
bunlarin yaninda beta laktamazlar da direngte rol alabilmektedir. Karbapenemazlar;
smif A penisilinazlar, smif D oksasilinazlar ve sinif B metallo-beta-laktamazlardan
olusurlar (3).

Metallo-beta-laktamazlar (MBL) ilk olarak 1991°de Japonya’da MBL
(IMP-1) iireten bir P. aeruginosa’nin bildirilmesiyle diren¢ sahnesindeki yerlerini
almiglardir. Daha sonra bu bolge basta olmak {izere cesitli Asya ve Avrupa
iilkelerinden GN basillerde, 6zellikle P. aeruginosa ve A. baumannii suslarinda, yeni
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MBL’ler bildirilmistir ve son yillarda hizla artarak diinya ¢apinda yayilma
gostermektedir (3, 4). Karbapenem direncine yol acan bu MBL’lerdeki hizli artig
hem endise vermekte hem de bu enzimlerin varlimi ortaya koyacak testlerin
gelistirilmesi konusunda ilgi uyandirmaktadir. MBL aktivitesinin
etilendiamintetraasetik asit (EDTA) ve 2- merkaptopropionik asit (MPA) gibi metal
selatorler ile inhibe olma Ozelliklerinden yararlanilarak bu enzimleri erken
tantyabilecek tarama amagli basit fenotipik yOntemler gelistirilmistir. Bunlar
imipenemli, meropenemli veya seftazidimli EDTA veya MPA disklerini kullanan
cift-disk sinerji testi, modifiye Hodge testi, seftazidim veya imipenem-meropenem
EDTA kombine disk sinerji testi, MBL E test ve imipenemli EDTA kullanan
mikrodiliisyon testidir.

Bu c¢alismanin amaci;  meropenem direngli klinik izolatlarda MBL
iretiminin yerini arastrmak ve ayrica bu enzimlerin varhigini ortaya koyabilecek

fenotipik yontemleri test etmek ve karsilagtirmaktir.

1.1. Non Fermentatif Gram Negatif Bakteriler

Son yillarda immiin sistemi baskilanmis ve oOzellikle ilag tedavisi alan
hastalarda NFGN bakterilerin, artan oranlarda goriilen firsat¢1 patojenler olarak
infeksiyonlara neden olduklar1 bilinmektedir (5). Bu bakteriler insanlarda derinin
bakteriyel florasinda, solunum yolu florasi1 ve oral florada bulunabilmektedir.
Cevresel olarak ise toprakta, suda, hastane ortami florasinda, kisaca dogada yaygin
olarak bulunur (6). NFGN bakteriler bir¢cok intrinsik veya kazanilmis ilag direnci
tasimaya egilimlidirler. Bunun yani sira direngli suslarla meydana gelmis olan
infeksiyonlarda kullanima giren yeni antimikrobiyal bilesiklere kars1 da bakteriyel
direncin hizla artmakta oldugunu bildiren raporlar mevcuttur.

Pseudomonas aeruginosa, A. baumannii, Stenotrophomonas maltophilia (S.
maltophilia)ve Burkholderia cepacia (B. cepacia) hastanede yatan hastalarda 6nemli
hastane infeksiyonlarina neden olan NFGN bakterilerden 6zellikle dort tiirtidiir (7).
Yaptiklar1 6nemli infeksiyonlar arasinda septisemi, solunum ve genitoiiriner sistem
infeksiyonlari, intrakraniyal infeksiyonlar, endokardit, gastrointestinal sistem

infeksiyonlari, cerrahi alan infeksiyonu gibi bir¢ok nozokomiyal infeksiyon tablolar1



yer almaktadir. Bu infeksiyonlarda firsat¢i patojen olmalarina ragmen, toplumdan

kazanilmis infeksiyonlara da neden olduklar1 bilinmektedir (8).

1.1.1. Acinetobacter baumannii

Yaklasik 1-1.5um genisliginde, 1.5-2.5 pm boyunda Gram negatif koktur. Ik
izolasyonda ve bir giinliik taze kiiltlirlerinde kokobasil formundadir. Subkiiltiirlerinde
veya penisilinli ortamda {iretildiklerinde ise basil seklinde goriliir. Oksidaz testi
negatif olmast Pseudomonas’lardan aymrimda onemlidir. Mac Conkey besiyerinde
genellikle iirer. Dogada yaygin olarak goriilmekte ve insan deri florasinda da
bulunabildiginden klinik orneklerden siklikla izole edilmektedir. Acinetobacter
tiirleri 6zellikle viicudun nemli bolgelerinde sikg¢a bulunur. Yapilan calismalara gore
normal saglikli bireylerin yaklasik % 25’inin derilerinde Acinetobacter tiirlerini
tasidiklar1 gosterilmistir (9).

Capraz kontaminasyon ve hastane ortammin kaynak olusturmasi nedeniyle
hastanede izlenen hastalarda tasiyicilik oran1 daha yiiksektir. Caligsmalarda 6zellikle
salgin donemlerinde hastanede yatan hastalarda bogaz tasiyiciligit % 7-18 olarak
bulunmus ve trakeostomi siiriintiilerinde ise % 45 oraninda saptanmistir (10).

Bagisiklik sistemi normal olanlarda virulans potasiyelleri diisiik oldugundan
infeksiyon olusturma olasiligi oldukg¢a disiiktiir. Asidik pH’da ve dislik 1sida
iireyebilme oOzellikleri yaninda bilinen sitotoksin iiretimi yoktur. Hiicre duvarinda
bulunan lipopolisakkaritin ~ endotoksijenik  6zelligi c¢ok az bilinmektedir.
Acinetobacter sepsisinin semptomlarindan in vivo endotoksin iiretimi sorumludur.
Baz1 Acinetobacter tiirlerinin dis membran reseptdr proteinleri gibi sideroforlar:
irettikleri gdsterilmistir. Bakterinin insan viiciidunda {ireyebilmesi i¢in gerekli olan
demiri saglayabilme 6zelligi de 6nemli virulans faktorlerindendir (11).

Bir¢ok ajana karsi direncin korkung boyutlara ulastigi Acinetobacter
tiirlerinin  spesifik antibiyotiklere kars1i duyarliliklar1 6nemli o6l¢iide farkliliklar
gosterir. Imipenem, seftazidim, amikasin ve tiim diger rutin test edilen antibiyotiklere
direngli Acinetobacter suslarina bagl salginlar olmaktadir. Bu gibi durumlar icin
uygun tedavi yaklagimi halen belirsizdir. Direncli Acinetobacter tiirlerinin
tedavisinde karbapenem grubu, sulbaktam, minosiklin ve kolistin en etkin

antibiyotikler olarak bildirilmekte, 6zellikle ciddi Acinetobacter infeksiyonlarinda ise



kombine tedaviler Onerilmektedir. Bunlar arasinda en sik kullanilan kombinasyon
imipenem+amikasindir. Seftazidim+aminoglikozid veya florokinolon
kombinasyonlarinin kullanilabilecegi, imipenem+siprofloksasin kombinasyonunun
hem in vivo, hem de in vitro aktivitesinin oldugu gosterilmistir. Rifampisint+kolistin
kombinasyonlarmin da in vitro olarak etkin oldugu bulunmustur (11-13).

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

suslarin duyarlilik testleriyle belirlenmelidir (14).

1.1.2. Pseudomonas aeruginosa

1.5-3 um boyunda, 0.5-0.8 pm genisliginde olan bu bakteri Gram negatif,
sporsuz, diiz veya hafif kivrik ve Pseudomonadaceae ailesi i¢indeki en patojen
tiirdiir. Cogu i1zolatlar kanli agarda beta hemolitiktir ve tipik yesil metalik parlaklik
olusturur. Rutin kullanilan besiyerlerinde optimal 30-37°C’de ve hafif alkali ortamda
iyl irerler. Kirpikli ve hareketli, zorunlu aeropturlar. Kiiltiirlerde piyosiyanin adi
verilen ¢Ozlinlir fenazin pigmenti iiretmesi en Onemli Ozelliklerinden biridir.
Piyosiyanin ve piyoverdin pigmentlerinin bulundugu bakteri izolatlar1 kiiltiir
ortaminda yesil-mavi koloniler olusturur. Piyosiyanin diginda bakteri kirmizi
pigmentten sorumlu piyorubin, siyah pigmentten sorumlu piyomelanin veya sari-
yesil ya da yesil-kahverengi renk veren piyoverdin pigmenti igerebilir. Oksidaz
reaksiyonlar1 pozitifdir. P. aeruginosa karbonhidratlar1 fermente etmez. Glikoz,
ksiloz gibi sekerlere oksidatif etki gosterirken, maltozu etkilemez.

Pseudomonas aeruginosa’nin epitel hiicrelerine tutunmayi saglayan piluslar
ve tutunucu hiicre yiizeyi yapilart olmak iizere iki protein adezini vardir. P.
aeruginosa iki ¢esit hemolizin yapar; bir1 1siya duyarly, fosfolipaz C olarak
adlandirilan bir protein ve digeri 1s1iya dayanikli bir glikolipittir. Lipit A endotoksini
organizmanin biyolojik etkisini diizenler. Ekzotoksin A ise hiicredis1 bir enzim olup,
elongasyon faktor 2’yi ( EF2 ) inaktive ederek protein sentezini inhibe eder (15).

Pseudomonas aeruginosa saglikli insanlarda nadiren hastalia neden olan,
sik rastlanan bir insan saprofitidir. Bagisiklik sisteminin baskilandigi durumlar
(konak savunmasmin bozulmasina neden olan yanik, kanser kemoterapisi, uzun

siireli genis spektrumlu antibiyotik kullanimi, iriner veya damar ici kateter,



endotrakeal entiibasyon gibi savunma mekanizmalarmin bozuldugu durumlar ayrica
notropeni, hipogammaglobulinemi, kompleman eksikligi gibi) infeksiyona zemin
hazirlar (15). P. aeruginosa infeksiyonu kolonizasyon, invazyon ve sistemik yayilim
olmak tizere li¢ asamada gelisir. Cilt ve mukoza yilizeylerine kolonize olan
bakterilerin yayiliminda viriilans faktorleri, konagin immun direnci ve fiziksel
savunma mekanizmalar1 6nemli yer tutar. Infeksiyon, kolonizasyon asamasinda
kalabilir ya da sistemik infeksiyona ilerleyebilir (16, 17). P. aeruginosa’nin virulans

faktorleri ve biyolojik etkileri tablo 1°de gosterilmistir.

Tablo 1. P. aeruginosa 'nin virulans faktorleri ve biyolojik etkileri (15)

Virulans faktorleri Biyolojik etkileri
Yapisal Faktorler
Kapsiil: Mukoid polisakkaridin yapilmasi.

Adhezyon saglanmasi
Antibiyotiklerin bakterisidal etkisinin azaltilmast.

Notrofil ve lenfosit aktivasyonunun 6nlenmesi.

Noraminidaz:
Piluslar ve nonpilus
Adezinler:
Lipopolisakkarid:

Pyosyanin:

Toksin ve Enzimler

Ekzotoksin A:

Ekzototoksin S:

Sitotoksin:

Elastaz, Alkalin proteaz:

Fosfolipaz C:
Rhamnolipid:

Piluslarin adhezyonunun kolaylastirilmasi.

Akciger ve yara yerine adhezyon saglanmasi.

Endotoksik aktivite.
Siliyer fonksiyonunun bozulmasi.
Inflamasyonun baslatiimas.

Toksik oksijen radikallerinin salinmasi ve doku hasari.

Protein sentezinin EF2 etkileyerek 6nlenmesi

Doku hasarmin olusmasi

Immiinsiipresyonun saglanmasi

Protein sentezinin 6nlenmesi, immiinosiipresyon
Lokosit fonksiyonlarmin bozulmasi

Pulmoner mikrovaskiiler yapilarin hasarlanmasi
Elastin igeren dokularin harabiyeti

Inflamasyonun baslatiimast

Lesitin i¢eren dokularin harabiyeti ve pulmoner siliyer

aktivitenin inhibisyonu




Pseudomonas’larla olusan infeksiyonlarin kontrolii ve dnlenmesinde, hastane
ortaminin temiz ve kuru olmasini saglamak, dezenfeksiyon ve sterilizasyon islemini
eksiksiz yerine getirmek gibi birtakim kurallarin uygulanmasi gereklidir (18).

Ayrica P. aeruginosa nin hiicre duvarindan hazirlanmis en az iki ticari asi
vardir. Bu asilarin kistik fibrozlu hastalarda, agir yanikli hastalarda ve ¢ocuklarda
Pseudomonas infeksiyonlarinin neden oldugu o6liim oranlarini azalttigi yoniinde
aciklamalar yapilmistir (18).

Yogun bakim hastalarinda orofarenks ve sindirim sistemi c¢ok Onemli
rezervuarlardir. Bu nedenle sindirim sistemi selektif dekontaminasyonu yogun bakim
hastalarinda 6nemlidir. Yogun bakim birimleri direngli bakterilerin en fazla
bulundugu hastane ortamlarindan biridir.

Tek bir antibiyotigin siirekli ve yogun olarak kullanimi direncgli bakterilerin
ortaya ¢cikmasida 6nemli rol oynamakta, ayrica bu direngli bakteriler yogun bakim
birimlerinde epidemiler olusturabilmektedir. Bu yiizden direngli kokenlerin ortaya
¢tkmasinda uygulanan antibiyotik politikalarmin rolii ¢oktur. Pseudomonas kdkenleri
ilk izolasyonda aminoglikozidlere (amikasin, gentamisin ve tobramisin) ve genis
spektrumlu penisilinlere (azlosilin, karbenisilin, mezlosilin, piperasilin ve tikarsilin)
duyarl olabilirler. Fakat bu penisilin tiirevleri uzun siire tek basina verildiginde
direng gelisir. Bu ylizden yiliksek doz aminoglikozid ve penisilinlerin birlikte
verilmesi daha etkilidir. Ayrica igcilincii kusak sefalosporinler (sefoperazon,
sefsulodin, seftazidim), dordiincii kusak sefalosporinler (sefepim) ve klinik
kullanima girdiginden beri sik¢a kullanilan karbapenem grubu antibiyotiklerden
imipenem ve meropenem P. aeruginosa’ya etkili bilinen en genis spektrumlu
antibiyotiklerdir (18, 19).

Pseudomonas aeruginosa antistafilokokkal penisilinler, sulbaktam-ampisilin,
ampisilin, amoksisilin, amoksilin-klavulanik asit, 1. ve 2. kusak sefalosporinler,
sefotaksim, seftriakson, trimetoprim sulfametaksazol, nalidiksik asid’e dogal olarak
direnglidir.  Tetrasiklinler, makrolidler, rifampin, kloramfenikol, sefiksim,
sefpodoksime ise kural olarak direnglidir. Tikarsilin, piperasilin, seftazidim, sefepim,
sefpirom, sefoperazon, karbapenemler ve aztreonam antipseudomonal beta

laktamlardir (20).



Genis etki spekturumlar1 nedeniyle karbapenemler, basta sefalosporinler
olmak {tizere cogul antibiyotik direnci goOsteren etkenler ile olusan hastane
infeksiyonlar1 ve birden fazla etkenin neden oldugu komplike infeksiyonlar i¢in
ayrilmasi ve rutin kullanimindan kaginilmasi gereken antibiyotiklerdir (19, 21).

Bakteriyel diren¢ gelisimi ile antibiyotik kullanimi arasindaki iliski uzun
zamandan beri dikkat ¢ekmektedir. Bu konuda yapilan ¢alismalar yaygin antibiyotik

kullanim ile diren¢ gelisimi arasinda bir paralellik oldugunu acik¢a gostermektedir

(21).
1.2.Beta Laktam Antibiyotikler

Gilintimiizde hastane i¢inde ve hastane disinda en sik kullanilan antibiyotik
tirevlerinin basmnda beta laktam antibiyotikler gelmektedir. Beta laktam
antibiyotikler baglica 5 grupta toplanirlar:

1) Penssilinler,

2) Sefalosporinler,

3) Monobaktamlar,

4) Karbapenemler,

5) Beta-laktamaz inhibitorleri (klavulanat, sulbaktam, tazobaktam).

Beta laktam antibiyotikler, etkilerini peptidoglikan sentezinde goérevli olan
transpeptidaz ve karboksipeptidazlar1 inhibe edip, hiicre duvar sentezini durdurarak
gosterirler (22). Beta laktam antibiyotiklerin gruplarnin belirlenmesinde, bu halkaya
baglanan baska halkalar ve yan zincirler rol oynar. Tiim beta laktam antibiyotikler
bakterilerin sitoplazmik membranlar: iizerinde bulunan ve bakteri hiicre duvarinda
peptidoglikan sentezinden sorumlu olan penisilin baglayan protein (PBP) adi verilen
hedef proteinlere baglanarak etkilerini gostermektedirler. Beta laktam antibiyotik
tarafindan PBP’leri inhibe edilen bakteride hiicre duvar1 yapisinda bulunan
peptidoglikan sentezlenemeyeceginden hiicre duvar yapisi bozulmaktadir. Bu durum
bakterinin ozmotik diren¢ kaybmna ve Oliimiine neden olmaktadir. Beta laktam
antibiyotiklerin hedeflerine baglanmalar1 ve etkinlik gdstermeleri icin GN
bakterilerde porin (Outer Memran Protein, OMP) adi1 verilen i¢i su dolu protein
kanalciklarindan geg¢meleri, sitoplazmik membranla dis membran arasindaki

periplazmik boslukta yer alan beta laktamazlardan etkilenmemeleri gerekmektedir



(23). Gram pozitif bakterilerde dis membran bulunmayip, sitoplazmik membranin
iizerinde kalin bir peptidoglikan tabakasi uzanmaktadir. Beta laktamazlar bu
tabakaya yapisik veya bakteri hiicresi etrafinda serbest olarak yer almaktadir (24).

1.2.1. Penisilinler

Penisilinler bir tiazolidin halkasi, bir betalaktam halkas1 ve bir yan zincirden
olusan ¢ekirdekten olusur. In vitro etki spektrumlarina gore siniflandirilirlar ve bu
siniflarin etkinlikleri kismen de olsa ¢akisir.

1.2.1.1. Dogal penisilinler

Penisilin G, prokain penisilin G, kristalize penisilin G, benzatin penisilin G,
penisilin V (Fenoksi metil penisilin)

1.2.1.2. Penisilinaza dayanikh penisilinler

Metisilin, nafsilin, izaksazolil penisilin, kloksasilin, dikloksasilin,
flukloksasilin, oksasilin

1.2.1.3. Aminopenisilinler:

Ampisilin, amoksisilin, bakampisilin, siklasilin, episilin, hetasilin,
pivampisilin

1.2.1.4. Pseudomonas’lara etkili penisilinler:

Karbenisilin, indanil karbenisilin (korindasilin), tikarsilin

1.2.1.5. Genis spektrumlu Pseudomonas’lara etkili penisilinlere:

Azlosilin, mezlosilin, piperasilin

1.2.1.6. Amdinopenisilinler:

Amdinosilin, pivamdinosilin

1.2.1.7. Beta laktam inhibitorlii kombine penisilinler:

Ampisilin/sulbaktam, amoksisilin/klavulonat, tikarsilin/klavulonat, piperasilin

/klavulonat dogal penisilinler ve penisilinaza dayanikli penisilinler Gram pozitif



bakterilere etkilidirler. Aminopenisilinlerin etki spektrumu Penisilin G’ye benzer ve
kendi iiyeleri arasinda da etkinlik acisindan farklilik yoktur. Her ne kadar insan
florasinda yer alan ¢ogu Escherichia coli (E. coli), aminopenisilinlere duyarli ise de
hastane kokenli olan suglarda plazmidlerle yayilan direng yaygmdir. Shigella sonnei
(S. sonnei), Salmonella typhi (S. typhi) dahil ¢cogu Salmonella tiirleri beta laktamaza
bagl direng gosterirler. Ayrica Klebsiella, Serratia, Acinetobacter, Proteus,
Pseudomonas tiirleri ve Bacteriodes fragilis (B. fragilis)’lerin ¢ogu penisilinlerin bu
smifina direnc¢lidir. Cilinkii tiim aminopenisilinler GN ve Gram pozitif bakterilerin
beta laktamaz enzimlerine duyarhdirlar. Bugiin icin GN basil infeksiyonlarinda
aminopenisilinler ampirik olarak secilmemelidir. Pseudomonas’lara  etkili
penisilinler, P. aeruginosa’y1 da igine alan pek ¢ok aerob GN comaga da etkili olan
ilaglardir. Piperasilin ve azlosilin su anda Pseudomonas’lara en etkili penisilinlerdir.
Hepsinin Gram pozitif bakterilere etkinlikleri, penisilin G ve aminopenisilinlerden
daha azdir. Bu grup penisilin tlirevleri beta laktamazlara direncli degillerdir.

Beta laktamaz inhibitorlii kombine penisilinler, klavulanik asit, sulbaktam ve
tazobaktam gibi beta laktamaz inhibitorleri ile ampisilin, amoksisilin, tikarsilin,
piperasilin gibi penisilin tiirevlerinin ayni preparat i¢inde birlestirilmesi ile beta
laktamaz salgilayan bakterileri de etki spektrumu igine alan ilaglar olarak
gelistirilmistir. Ancak bu kombine preparatlardaki beta laktamaz inhibitorleri, tim
beta laktamazlar1 inhibe edemezler. Bu ilaglar genellikle Staphylococcus,
Haemophilus, Bacteriodes, Klebsiella tiirleri ve E. coli’nin basit beta laktamazlarini

inhibe ederler (25) .

1.2.2. Sefalosporinler

Penisilinlere hem yap1 hem etkinlik yoniinden biiylik yakinligir bulunur. Beta
laktam halkas1 yaninda, penisilindeki 5 iiyeli tiazolidin halkast yerine
sefalosporinlerde 6 tiyeli bir dihidrotiazin halkasi yer alir. Dihidrotiazin halkasindaki
fazla karbon atomu 3. pozisyona da yeni yan dallarin ilavesi ile daha farkli ve ¢ok
sayida sefalosporinler elde edilmesine olanak saglamustir. ikinci kusak
sefalosporinlerden sefoksitin, {li¢iincii kusak sefalosporinlerden moksolaktam bir
sefamisindir ve oksobeta laktam antibiyotik olarak da adlandirilir. Farmokolojik

ozellikleri, bakterilere kars1 etkileri, kimyasal yapilar1 ayn1 oldugu icin



sefalosporinler arasinda ele alinirlar (26). Kronolojik esasa dayanan ve en ¢ok

kullanilan smniflandirma su sekildedir:

1.2.2.1. 1.kusak sefalosporinler

Sefalotin, sefazolin, sefaloridin, sefaleksin, sefapirin, sefradin, sefadroksil,

sefasetril, seftezol.

1.2.2.2. 2. kusak sefalosporinler

Sefuroksim, sefoksitin, sefamandol, sefonisid, sefonarid, sefaklor, sefotiam,

sefimetazol, sefotetan.

1.2.2.3. 3. kusak sefalosporinler

Sefotaksim, seftizoksim, sefoperazon, seftriakson, moksolaktam, seftazidim,

sefsulodin, sefmenoksim, sefpiramid

1.2.2.4. 4. kusak sefalosporinler

Sefepim, sefpirom

1.2.2.5. S5.kusak sefalosporinler

Seftabiprol, seftarolin

Parenteral uygulanan 1. kusak sefalosporinlerin etkinlikleri birbirine
benzerdir. Sadece sefazolinin stafilokoklara etkinligi biraz daha az, GN etkinligi ise
diger 1. kusak tiyelerine gore biraz daha fazladir. Birinci kusak sefalosporinlerin esas
olarak etkili oldugu bakteriler; metisiline duyarh stafilokoklar ve pnoémokoklardir.
Moraxella catarrhalis (M. catarrhalis), E. coli, Proteus mirabilis (P. mirabilis) ve
Klebsiella pneumonia (K. pneumonia)’ya etkinlikleri degiskendir. Bu kusak
sefalosporinlerin Haemophilus influenzae (H. influenzae), metisiline direngli
Staphylococcus aureus (S. aureus)ve enterokoklara etkinlikleri zayiftir.
Enterobacteriaceae iyelerine etkinlikleri ise ¢ok azdw. Birinci kusak
sefalosporinlerden herhangi birisi in vitro antibiyotik duyarlilik testinde digerlerinin
yerine kullanilabilir.

Ikinci kusak sefalosporinler, 1. kusaga gore stafilokok ve streptokoklara daha

az, GN basillere ve anaeroblara daha fazla etkilidir. GN basillere kars1 etkideki
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genisleme bazi Enterobacter tirlerini, indol (+) Proteus tiirlerini ve H. influenzae’y1
da kapsamaktadir, anaeroblara etkisi dier kusaklara gore daha fazladir. Ozellikle
sefuroksim, H. influenzae, M. catarrhalis ve gonokoklara iy1 etkilidir. Sefoksitin, GN
basillerin {irettigi baz1 beta laktamazlara direnglidir ve bazi Enterobacteriaceae’lar
tarafindan {retilen beta laktamazlarin oldukga etkili indiikleyicisidir. E. coli,
Klebsiella ve indol negatif Proteus spp.’ye karsi 1. kusak sefalosporinlerden daha
etkilidir. Ancak H. influenzae’ya kars1 2. kusak sefalosporinlerden daha az etkindir.
Sefoksitin anaeroblara 6zellikle B. fragilis’e digerlerinden daha fazla etkilidir. Ayrica
Neisseria gonorrhoeae (N. gonorrhoeae)’da beta laktamaz iireten kokenler de dahil
1yl bir etkiye sahiptir. Parenteral kullanildiktan sonra hizli bir sekilde idrarla disar1
atilir.

Gram negatif basillere karsi lciincii kusak sefalosporinler yaygin olarak
kullanilirlar. E. coli, Klebsiella spp., P. mirabilis, indol (+) Proteus, Providencia ve
Serratia’ya kars1 etkilidirler. Ikinci kusaktakilerden klinik yonden en énemli farklar,
P. aeruginosa kokenlerine de etkili olmalar1 ve diger GN basillere ve Neisseria
tiirlerine kars1 daha gii¢lii etkinlik gostermeleridir. Gram pozitif koklara 6zellikle S.
aureus’a karsi etkileri 1. kusaga oranla ¢ok zayiftir. Anaeroblara karsi etkileri degisik

derecededir. Beyin omurilik sivisina gegisleri 1. kusaga gore daha iyidir (27).

1.2.3. Monobaktamlar

Ilk sentetik monobaktam antibiyotik aztreonamdir. Beta laktam halkasina
birlesik bir baska halka icermemelerinden dolay1 penisilin ve sefalosporinlerden
ayrilirlar. Aztreonam, GN bakterilerde PBP3’e baglanarak duvar sentezini bozar.
Gram pozitif bakterilerin PBP’sine baglanamaz. Anaerob bakterilerin PBP’sine de
disiik affinite gosterir. Bu yiizden etki alani GN aerob bakteriler ile smirhdir.
Aztreonam, parenteral uygulamadan sonra dokulara ve viicut sivilarina cok iyi
dagilir. K. pneumoniae, H. influenzae, M. catarrhalis gibi sik rastlanan GN

patojenlere etkilidir.

1.2.4. Karbapenemler

En genis spektrumlu beta laktam antibiyotik grubudur. Sefalosporinlerdeki bir
cift bag igeren 5 iiyeli halka yapisinda bir metilenin yerine bir siilfiiriin gegmesiyle

diger beta laktam ajanlardan ayrilir. Karbapenemler Streptomyces cattleya
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(S. cattleya) tarafindan {retilen bir bilesik olan tienamisin tiirevleridir.
Mikobakteriler, hiicre duvarindan yoksun organizmalar ve nadir non fermentatifler
ve Aeromonas disinda hemen her bakteriyel patojene etkilidir. ESBL ve AmpC
enzimini fazla miktarda tireten GN bakterilere karsi etkinliklerini korurlar (28).
Karbapenemler ¢ok genis spektrumlu antibakteriyel aktiviteye ve klinikte gozlenen
bircok beta laktamaza karsi stabiliteye sahiptir. Ancak smif B metallo-beta-
laktamazlar dahil, karbapenemazlar bu antibiyotikleri hidroliz edebilmektedir.
Olduk¢a genis etki spektrumu, iyi klinik etkinligi, uygun giivenlik profili ile
karbapenemler, agir infeksiyonlarin baslangi¢c tedavisinde ilk tercih edilecek olan

antibiyotikler arasindadir (29).

1.2.4.1. imipenem

Bilinen en genis spektrumlu antibiyotik olan imipenemin Gram pozitif, GN,
aerob ve anaerob mikroorganizmalara etkinligi vardir. Bu mikroorganizmalarin ¢ogu
icin MIK 4mg/L’nin altindadir. Enterobacteriaceae ve NFGN bakteriler i¢in smir
MIK degerleri tablo 2’de goriilmektedir. Farkli antibiyotik kombinasyonlariyla
kiyaslandiginda, ciddi infeksiyonlarin tedavisinde son derece etkin bir monoterapotik
ajandir ve in vitro olarak imipenem, klinik olarak 6nem tasiyan bakterilerin ¢oguna
etkilidir. Bu nedenle kritik hastaligi olan kisilerde 6zellikle direncli GN etkenler veya
polimikrobiyal infeksiyon diisiiniildiigiinde, kiiltiir ve antibiyogram sonuglarmni
beklemeden ampirik olarak baslanabilmektedir. Ciddi infeksiyonu olan

immunkompromize hastalarda da giivenle secilebilmesi avantaj olusturmaktadir (30).

Tablo 2. Doripenem, ertapenem, imipenem ve meropenemin Enterobacteriaceae ve

non fermentetif GN bakteriler icin MIK degerleri (CLSI-M-100 S22, 2012).

Disk MiK
ug S I R S I R
Doripenem 10 >23 20-22 <19 <1 2 >4
Ertapenem 10 >22 19-21 <18 <0,5 1 >2
Imipenem 10 >23 20-22 <19 <1 2 >4
Meropenem 10 >23 20-22 <19 <1 2 >4
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1.2.4.1.1. Yap1

Diger beta laktam antibiyotiklerden farh olarak sis konfigiirasyonundaki agil
amino yan zincirinin yerine trans konfigiirasyonunda hidroksietil yan zinciri igerir.
Imipenemin trans konformasyonu beta laktamaz dayamikliligini saglar. Penisilin ve
sefalosporinlerden farkl olarak a-halkasinda siilfiir atomunda metilen (-CH2-) yapisi
icerir. Bu yap1 karbapenemlerin bakteri hiicresindeki hedef proteinlere baglanmasini
arttirrr. Bu da antibiyotigin etki spektrumunu genisletir ve antibakteriyel giliciinii
arttirrr. Molekiil agirligmim diisiik olmasi bakterinin hiicre membranindan girisini
kolaylastirir. Penem halkasinda bulunan alkil tiyo yan zinciri ise P. aeruginosa’ya
etkinligi saglamaktadir (31).

Imipenem beta laktamaz direncine ve olagan iistii genis etki spektrumuna
karsin, bobrekte ileri derecede enzimatik yikima ugrar. Metabolitinin nefrotoksik bir
ajan olmasi1 nedeniyle tek basma kullanilamaz. Bir dehidropeptidaz-1 (DHP-1)
inhibitorii olan silastatin ile 1/1 oraninda birlestirilerek pazarlanmaktadir. Silastatin
sodyum, DHP-1’in kompetitif, reversibl ve 06zgilil inhibitoriidiir. Silastatinin
antibakteriyel etkinligi ya da beta laktamazlar iizerine etkisi yoktur. Imipenemin

etkisini antagonize etmez (32, 33).

1.2.4.1.2. Etki mekanizmasi

Diger beta laktam antibiyotikler gibi imipenem; bakteri hiicre duvar sentezini
inhibe ederek bakterisidal etki gosterir. Bu etkilerini Gram pozitif ve GN bakterilerin
yiiksek molekiil agirlikli PBP’lerine yiiksek bir afinite ile baglanarak gdsterir. Once
PBP2’ye, sonra da PBPla’ya baglanir. PBP2’ye baglanarak GN basillerin
sferoblastlara doniismesini saglar. Ek olarak PBP1’e baglanmas1 Gram pozitif ve GN
bakterilerde hiicrelerin daha hizli lizisine yol acar. E. coli’de PBPla, 1b, 2, 4, 5 ve
6’ya; P. aeruginosa’da PBPla, 1b, 2, 4, 5’e baglanarak hiicre duvar sentezini inhibe
eder (34, 35). Dis membrana penetrasyon GN bakterilerde daha fazladir (36). Diisiik
molekiil agirligi ve zwitteryonik nétral yiik nedeniyle bakterinin hiicre duvarina,

penisilin ve sefalosporinlerden daha hizli penetre olur (37).
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1.2.4.1.3. Farmakokinetik ve farmakodinamik

Imipenemin plazma yarilanma émrii yaklasik bir saattir. Serum proteinlerine
baglanma orani1 % 10-20 arasinda olup, imipenem % 20, silastatin ise % 40 oraninda
baglanir. Verilen dozun % 70’1 yaklasik 10 saat i¢inde idrarda saptanir. Total dozun

% 48.6’s1 1drarla degigsmeden atilmaktadir (38).

1.2.4.1.4. Yan etKiler

Enjeksiyon yerinde agri, flebit ve tromboflebit (%1,7) en sik goriilen yan
etkilerdir. Bulant1 (% 1,4), kusma (% 0,9), oral mukozada degisiklikler (% 0,3), ishal
(% 0,9) ve psodomembrandz enterokolit (% 0,1) gastrointestinal sistemle iligkili olan
yan etkileridir. Ciddi yan etkiler nadirdir. Diger beta laktamlara alerjisi olan hastalar
imipeneme de alerjik olabilir. Imipenem kullaniminda ¢esitli alerjik reaksiyonlar
(ates, kasmti, deri dokiintiisii, solunum sikintis1) goriilebilmektedir. Santral sisnir
sistemi toksisitesi (konflizyon, huzursuzluk, konviilziyon, tremor) goriilebilir.
Infiizyon hizma baglh olarak bulanti, kusma, terleme ve halsizlik olabilir.
Konviilziyon i¢in esas risk faktorleri yiliksek dozda kullanim ve hastanin renal
yetmezliginin olmasidir. Renal hastaligi olan veya santral sinir sistemi patolojisi
olanlarda konviilziyona neden olmasi, bulanti ve kusma yan etkileri imipenem

kullanimin1 kisitlamaktadir. Enjeksiyonu yavas infiizyon gerektirmektedir (37).

1.2.4.2. Meropenem

Onemli tiim aerobik ve anaerobik bakterilere karsi son derece etkilidir.
Imipenemden farkli olarak insan bobrek dehidropeptidaz I (DHP-1) enzimine karsi
cok yliksek stabilite gosteren bir karbapenemdir. Dolayisiyla silastatinle kombine
edilmesi gerekmez. Hem imipenemin hem de meropenemin baslica hedefi PBP2’ dir.
Ancak meropenem, P. aeruginosa ve E. coli’nin PBP2 ve 3’line daha biiylik bir
afinite gosterir. Meropenem, stafilokoklara ait enzimler ve GN bakterilerdeki
karbapenemazlar hari¢ diger tiim beta laktamazlarin hidrolizine karsi dayaniklidir.
Karbapenemlerden meropenem, GN’lere Ozellikle de P. aeruginosa’ya daha
etkiliyken, imipenem Gram pozitif organizmalara kars1 daha etkili goziikmektedir

(39, 40). Meropenem genel olarak 3.kusak sefalosporinlerden daha giiclii bir
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indiikleyici olmasina karsin, Enterobacter ve P. aeruginosa izolatlarindaki grup 1
beta laktamazlar tizerindeki indiikleyici etkisi imipeneme gore daha zayiftir (41, 42).
Imipenemin afinitesi sadece P. aeruginosa’daki PBP2’ye iken meropenemin PBP2
ve PBP3’e kars:1 yiiksek afinitesi vardir. Bu durumun, 6zellikle meropenemin P.
aeruginosa lizerinde daha giiclii bir etki gosterebilmesinde katkisinin olabilecegi
ifade edilmektedir (40, 43). Meropenem icin asil hedef P. aeruginosa’daki PBP3’diir
(39, 40, 44).

1.3. Beta Laktam Antibiyotiklere Diren¢ Mekanizmalar

Bakterilerde antibiyotiklere karsi direng gelisiminde genel olarak 3 genetik

mekanizma vardir.

1.3.1. Kromozomal genlerde mutasyon olusmasi

Hiicrenin iiremesi ve devami i¢in yasamsal onemi olan proteinler, ¢ogunlukla
antibiyotiklerin bakteri hiicresindeki hedefleridir. Direng mutasyonlari, antibiyotigin
hedefinden baska, bakterideki diizenleyici genlerde de olusabilmektedir. DNA
replikasyonu sirasinda her gende 107 ile 10" siklikta mutasyon olusabilmektedir.
Enterobacter spp.’de kromozomal Amp C beta laktamaz {retiminin artisi, P.
aeruginosa’da OmpD porininin ifadesinin azalmasi ile imipeneme direng olugmasi
ve atim pompalarmin etkisi bu tip dirence 6rneklerdir. Mutasyon ile olusan direncin
kalict olmasi, bakterinin buna ne kadar dayanabildigine baghdir. Ornegin, OmpD
porininin ifadesinin azalmasi c¢abuk gelisebilmesine karst yaygin bir direng
mekanizmas1 degildir. Biiyiik olasilikla bu porin, bakteri i¢cin yasamsal oldugundan
imipenem olmadiginda bakteri bu porinleri tekrar yapmaktadir. Direng kazanmanin
bakteriye zararli olan etkileri “fitness cost” (dayanikliliin bedeli) olarak
tanimlanmaktadir. Buna karsin, mutasyonlarin bakterideki zararli etkileri bazen
bakteri tarafindan bagka yollar ile telafi edilebilmektedir. Eger mutasyon ile gelisen
diren¢ bakteriye zarar vermeden yiiksek siklikta ortaya ¢ikiyorsa, o antibiyotik

kullanildiginda kisa bir siire i¢inde direng gozlenecektir.

1.3.2. Diren¢ genlerinin disaridan alinmasi

Duyarli bakterilere diren¢ genlerinin gegisinde en sik gézlenen mekanizma
konjugatif plazmidlerin gecisidir. Bu kromozom dis1 replikatif DNA sekilleri, bir¢ok
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geni kodlamaktadir. Bazi plazmidler bircok farkli tiir bakteriye girip replike
olabilmesine karsin bazilar1 ise konak acisindan c¢ok 0Ozgiildiir. Direng genleri
plazmidler arasmda  c¢ogunlukla transpozonlar tarafindan tasmmaktadir.
Transpozonlar direng genlerini, bir plazmidden plazmide veya kromozoma ya da
kromozomdan plazmide tasiyabilmektedir. Bazi transpozonlar bakteriden bakteriye
de gegebilmektedir. Ancak bunlar c¢ogunlukla Gram pozitif bakterilerde
gozlenmektedir. Integronlar diren¢ determinantlarmin alinmasini ve ifadesini
kolaylastiran dogal rekombinasyon sistemleridir. GN bakterilerde, g¢ogunlukla
plazmid ve transpozonlarda ¢ok yaygin olarak bulunmakta ve 6zellikle siilfonamid
ve streptomisine direncin yayilmasinda 6nemli rol oynamaktadirlar. Cesitli beta
laktamazlar ve aminoglikozid degistirici enzimlere ait genler integronlarda
bulunmaktadir. Integronlarin direng genlerinin yayilimi ve ifadesi i¢in énemli bir
kapasiteleri olmasina karsin GN bakterilerde daha yaygin olan genlerin

integronlardan ¢ok transpozonlarda tasindig1 gézlenmektedir.

1.3.3. Disaridan alinan genlerde mutasyon olusmasi

Gram negatif bakterilerde son yillarda sayilar1 artmis olan ESBL enzimleri bu
mekanizmaya en 1y1 Ornektir. ESBL’lerin plazmid kontroliinde sentezlenen TEM-1
beta laktamazindan 1-2 noktada mutasyon olmasi sonucu tiiredigi saptanmistir (45).

Beta laktam antibiyotiklerin etki gosterebilmeleri i¢in dis zardan ve periplazmik
araliktan gecerek PBP’lere etkin konsantrasyonda ulagmasi ve baglanmasi gereklidir.
Bakteriler, bu basamaklarin her birinde bir engel olusturarak direng gelistirebilirler.
Bakterilerde beta laktam antibiyotiklere karsi olusan diren¢ 3 yolla
gelisebilmektedir:

1) Ilacin hedef bolgesi olan penisilin baglayan proteinler (PBP)’de meydana
gelen degisiklikler
2) D1s membran gecirgenliginin bozulmasi

3) Beta laktamaz enzimleri ile ilacin inaktive edilmesi

1.3.4. Tlacin hedef bélgesinde gelisen degisiklikler

Membrana bagli proteinler olan PBP’ler beta laktam antibiyotiklerin hedef
bolgesidir. PBP’lerdeki degisiklikler; PBP’nin beta laktam antibiyotige afinitesinin

azalmasi, PBP sayisinda azalma olmasi veya beta laktam antibiyotiklere diisiik
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afinite gosteren yeni PBP’lerin sentezlenmesi kromozomal mutasyonlar sonucu
olusabilmektedir (46, 47). PBP’lerdeki degisiklikler ile ortaya ¢ikan bu tiir dirence
ornek N. gonorrhoeae, Neisseria meningitidis (N. meningitidis), H. influenzae ve
Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae)’da gozlenen penisilin direnci ve
metisiline direngli S. aureus’da gozlenen direnctir (48). Bu durum GN bakterilerde

nadir goriilen bir direng tiirtidiir.

1.3.5. D1s membran gecirgenliginin bozulmasi

Gram negatif bakteriler i¢in hiicre zarmin geg¢irgenliginin azalmasi 6zellikle
onem taswr. Gram pozitif bakterilerin membranlarina nazaran Gram negatif
bakterilerin membranlar1 daha komplike bir yapiya sahiptir. Beta laktam
antibiyotikler, GN bakterilerde dig membrandaki “outer mebrane protein (OMP) adi
verilen porlar yolu ile hiicreye girmektedir. Bu antibiyotikler dis membrandan porin
F ve porin C adi verilen baslica 2 kanal araciligi ile gecerler. Imipenem dis
membrandan ayrica D2 proteini ad1 verilen 6zel bir porini kullanarak da geger. Bu
yiizden bir GN bakteri porin F ve porin C proteinlerini mutasyona ugratarak tiim beta
laktamlara direng gelistirebilirken, imipeneme duyarli kalir. Ote yandan, dzellikle P.
aeruginosa ve Enterobacter suglarinda dig membrandan D2 proteinin kaybolmasi
bakteriyi imipeneme direngli hale getirebilir. Ancak bu tipte direng gelistiren bakteri,
diger beta laktam antibiyotiklere karsi ¢apraz diren¢ gelistiremez (49). Porinlerin
ozellikleri ve sayilar1 ile antibiyotigin 6zellikleri (yiik, ¢oziiniirliik, biiytikliik) hiicre
icine giris hizin1 belirlemektedir (48). Cogu sefalosporin ve genis spektrumlu
penisilinler molekiiler yapilarindaki uzun yan =zincirler nedeniyle porinlerden
nispeten yavas gecerler. Diger beta laktam antibiyotiklere kiyasla daha diisiik
molekiiler agirlikta oldugundan imipenem, porinlerden daha hizli bir gecis
gostermektedir. Antibiyotigin bakteriyel etkinligi agisindan periplazmik boslukta
kisa siirede yiiksek konsantrasyonlara ulasabilme 06zellikleri de 6nemlidir (50).
Gegirgenligin azalmasima bagli olan direng 6zellikle enzimatik direng ile birlikte ise
yiiksek diizeyde dirence yol agmaktadir. Bu direng P. aeruginosa ve zor iireyen GN

basillerde daha fazla klinik probleme yol acar.
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1.3.6. Beta laktamaz enzimleri ile ilacin inaktive edilmesi

Bakterilerin beta laktam antibiyotikleri inaktive eden beta laktamaz
enzimlerini sentezlemesi, beta laktam antibiyotiklere karsi en ¢ok gozlenen direng
mekanizmasidir. Bakteri kromozomunda veya plazmid, transpozon, integron gibi
hareketli genetik elemanlarda beta laktamaz genleri bulunabilir (51). Beta
laktamazlar Gram pozitif tiirlerde dogrudan dis ortama salinirken GN bakterilerde,
dis membran ile sitoplazmik memran arasindaki periplazmik boslukta bulunmaktadir.
Bu nedenle GN bakteri tiirlerinde beta laktamazlara bagli direngte siklikla ilag
gecirgenligi ile ilgili mekanizmalar da rol oynamaktadir (52). Beta laktamazlar, beta
laktam halkasindaki siklik amid baglarimi parcalayarak beta laktam ajanlarin
etkinligini ortadan kaldiran enzimlerdir. Yapisal olarak PBP’lerden evrimlestiklerini
disiindiirecek kadar, PBP’lere benzerler. Gram pozitif, GN ve anaerob bakteriler
tarafindan sentezlenir. Gram pozitif bakteriler arasinda beta laktamaz iireten en
onemli patojen stafilokoklardir. Anaeroblardan Clostridium ve Fusobacterium’larin
beta laktamazlar1 esas olarak penisilini pargalarken Bacteriodes’ler tarafindan
iretilen beta laktamazlar ise siklikla sefalosporinaz etkinligi gostermektedir. GN
bakteriler, daha ¢ok sayida beta laktamaz iiretirler. GN bakterilerin beta laktam

direncindeki en 6nemli mekanizma beta laktamaz iiretimidir (53).

1.4.Beta laktamazlar

Abraham ve Chain’nin penisilinaz1 ortaya koydugu 1940 yilindan bugiine
kadar 400°e yakim beta laktamaz enzimi tanimlanmistir. 1980’de Ambler tarafindan
molekiiler yapilarmma gore 4 sinifa ayrilmiglardir (54);

Siif A: Aktif bolgelerinde serin aminoasit tasiyan, dncelikle penisilinleri
hidroliz eden beta laktamazlardir. GN bakterilerde en sik bulunan TEM-1 enzimi bu
gruba 1yi bir 6rnektir.

Smif B: Aktive gosterebilmeleri i¢cin ¢inkoya bagli tiyol gruplar1 gerektiren
metallo-enzimlerdir.

Smif C: Aktif bolgelerinde serin aminoasit tasiyan, Oncelikle
sefalosporinazlardan olusan, kromozomal AmpC geni tarafindan kodlanmasi
nedeniyle AmpC enzimler olarak da adlandirilan enzimlerdir.

Sinif D: Oksasilini hidroliz eden serin beta laktamazlardir.
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Bush, Jacoby ve Mederios tarafindan 1995 yilinda biyokimyasal 6zellikleri ve
substrat profillerine gore beta laktamazlar1 4 gruba ayirdiklar1 siniflandirma beta
laktamazlarin en yeni smiflandirma semasidir. Bu gruplarin genel 6zellikleri tablo
3’de goriilmektedir. Grup 1’de klavulanik asit ile inhibe olmayan sefalosporinazlar,
Grup 2’°de beta laktamaz inhibitorlerine duyarli olan molekiiler simif A ve D iginde
yer alan enzimler, Grup 3’te EDTA disindaki beta laktamaz inhibitorlerine duyarh
olmayan metallo-beta-laktamazlar, Grup 4’te ise klavulanik asit ile inhibe olmayan
penisilinazlar bulunmaktadir (55).

Grup 1: Molekiiler siniflamada smif C’de yer alirlar. Bunlarin bircogu
kromozomal enzimlerdir ve indiiklenebilme 6zelligine sahiptirler. Grup 1 enzimlerini
kodlayan genler plazmidlerde de goriilebilmekte ve Enterobactericeaea arasinda
transmisyon yoluyla aktarilabilmektedir. Kromozomal AmpC enzimleri, ayrica
plazmid kontroliindeki FOX-1, LAT-1, MIR-1, BIL-1 beta laktamazlar1 da bu grupta
yer almaktadir. Klavulanik asit ve sulbaktamdan etkilenmezler, buna kars1 aztreonam
ve kloksasilin tarafindan inhibe edilirler. Sefaloridin ve sefalotini penisilinden daha
hizl hidroliz ederler. Karbapenemlere kars1 da duyarhdirlar.

Kromozomal grup 1 beta laktamazlar Salmonella disinda hemen tiim GN
bakterilerde bulunur. Ancak sentez miktar1 acisindan farkliliklar gostererek ytiksek
veya diisiik diizeyde tiretilebilir. E. coli, P. mirabilis ve Shigella spp.’de ampisilin ve
dar spektrumlu sefalosporinlere kars1 direng olusturmayacak kadar diisiik diizeyde
sentezlenen yapisal enzimler vardir. Buna karsin E. coli izolatlarmin % 2’sinde
AmpC enzimlerinin asir1 sentezi sonucu yiiksek diizeyde direng olusabilmektedir

(44).
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Tablo 3. Beta laktamaz gruplar1 ve genel 6zellikleri (54)

Betalaktamaz Alt Molekiiler .
Grubu Grup Simf (Ambler) Substrat Ozellik
1 C Sefalosporinler ~ Cogunlukla Gram-negatif
bakterilerdeki kromozomal enzimler
(ancak plazmidde de kodlanabilir)
Klavulanik asitle inhibe olmaz.
2 A, D Birgogu klavulanik asitle inhibe olur.
2a A Penisilinler Stafilokok ve enterokoklardaki
Penisilinazlar.
2b A Penisilinler Cogunlukla Gram-negatif
Sefalosporinler  bakterilerdeki genis spektrumlu
betalaktamazlar (TEM-1, TEMSHV-
1)
2be A Penisilinler, Oksiiminosefalosporin ve
dar ve genis monobaktamlara direng olusturan
spektrumlu geniglemis spektrumlu
Sefalosporinler  betalaktamazlar (GSBL)
2br A Penisilinler Inhibitérlere direncli TEM (IRT) Beta
laktamazlar
2¢ A Penisilinler Karbenisilini hidroliz eden Enzimler
2d D Penisilin, Oksasilini hidroliz eden Klavulanik
Oksasilin asit ile az inhibe olurlar.
2e A Sefalosporinler ~ Klavulanik asit ile inhibe olan
Sefalosporinazlar
2f A Penisilin, Karbapenemleri hidroliz eden, aktif
Sefalosporin, bolgede serin igeren ve klavulanik asit
karbapenemler ile inhibe olan enzimler
3 3a, B Karbapenemler  Metallo-beta-laktamazlar.
3b, dahil bir ¢ok
3c beta-laktam
4 ? Penisilinler Diger gruplara girmeyen dizileri

belirlenmemis

Kromozomal beta laktamazlardan; FEnterobacter spp., P. aeruginosa,

Citrobacter freundii (C. freundii), Serratia spp., Morganella morganii (M.
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morganii), Providencia stuartii (P. stuartii) ve Providencia rettgeri (P. rettgeri)’de
sentezlenen beta laktamazlar indiiklenebilen tiirdedirler (23,56). Bu enzimler
normalde bakteri tarafindan bir baskilayict mekanizma ile diisik diizeyde
sentezlenirken ortama bir penisilin ya da sefalosporin eklendiginde enzim sentezinde
birkac yiiz kat artis olabilmektedir (56). Degisik oranlarda olmak iizere farkli beta
laktam antibiyotikler Grup 1 beta laktamazlar1 indiikleyebilirler. Ancak, indiikleyici
beta laktamin ortadan kalkmasiyla bakteri tekrar eski bazal beta laktamaz sentezine
geri doner. Bu yiizden bu mekanizma ile klinikte kalici bir direng s6z konusu olmaz.
Ana problem bu enzimleri dogal olarak fazla miktarda sentezleyen mutant suslar
nedeniyle olusur. Indiiklenebilir kromozomal beta laktamaz tasiyan bu GN
bakterilerde normalde 10°-107 arasinda bir siklikla baskilanmis mutantlar bulunur.
Beta laktamaz enzimlerinin sentezi bu baskilanmis mutantlarda devamli ve yiiksek
diizeyde olmaktadir. Bdoyle bakterilerle olusan infeksiyonlarin bir indiikleyici
antibiyotik ile tedavisi sirasinda duyarli bakterilerin ortadan kalkmasi ve antibiyotik
etkisine direncli dogal mutantlarin ortamda cogalmasi ile tedavi basarisizliklar1
olabilmektedir. Direngli bakterilerin hastane mikroflorasina yerlesmesine bagli
olarak da hastane infeksiyonu epidemileri ortaya ¢ikabilmektedir (56, 23).

Grup 2: Timi molekiiler sinif olarak A ve D’de yer almaktadir. En genis
kategoriyi olusturan bu grup substrat profilindeki farklilik nedeniyle birkag alt gruba
ayrilmaktadir. Penisilinleri, sefalosporinleri, kloksasilini, karbenisilini,
karbapenemleri ve monobaktamlar1 hidroliz etmelerine gore 6 alt gruba ayrilirlar
(57). TEM ve SHV grubu enzimler, 2b, 2be ve 2br alt grubunda bulunan sik
soyutlanan tiirlerde yaygin olmalar1 ve plazmidlerce taginmalar1 nedeniyle klinik
acidan 6nem tagimaktadirlar (23,56, 58).

2a: S. aureus’un enzimleri bu gruptadwr. Ayrica Bacillus Cereus (B.
Cereus) 'un kromozomal beta laktamazlar, Citrobacter amalonaticus (C.
amalonaticus), Eikenella corrodens (E. corrodens) ve Fusobacterium nucleatum (F.
nucleatum)’da tanimlanan enzimler de bu gruptadir. Bu alt grupta penisilini hidrolize
eden, klavulanik asite duyarli enzimler bulunmaktadir (55).

2b: Klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktam gibi hem penisilin hem
sefalosporinleri hidrolize eden beta laktamaz inhibitorlerine duyarh beta laktamazlari

icerirler (23). Bu enzimlere ampisilin, karbenisilin, tikarsilin, sefalotin gibi beta
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laktam antibiyotiklere diren¢ olusturmalar1 nedeniyle genis spektrumlu denilmistir.
Plazmid kontroliindeki “genis spektrumlu” TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 enzimleri bu
gruptadir. Enterobacteriaceae ailesinde TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 beta laktamazlar1
yaygin olarak bulunur. TEM-1 beta laktamaz1 6zellikle E. coli suslarinda ampisilin
ve amoksisilin direncine neden olan mekanizmalar arasinda en sik goriilenidir.
Ayrica TEM-1 enzimi, diger Enterobacteriaceae Tlyelerinde oldugu gibi
Haemophilus, Vibrio ve Neisseria gibi diger cinslerde de bulunur. SHV-1 6zellikle
K. pneumoniae suslarinda bulunur. Ayrica OHIO-1 ve H. influenzae’da saptanan
ROB-1 enzimini de icermektedir (58, 59).

2be: Oksiimino beta laktamlar ve monobaktamlar gibi antibiyotiklerin yaygin
kullanim1 sonucunda TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 gibi ana enzimlerden 1-4 aminoasit
degisikligi ile genislemis spektrumlu beta laktamlara (seftazidim, seftriakson,
sefotaksim veya aztreonam) da etki eden yeni TEM ve SHV enzimleri gelismistir
(58). Bunlar grup 2be’de yer almakta ve ESBL (genislemis spektrumlu beta
laktamazlar) olarak adlandirilmaktadir. Sefoksitin, sefotetan ve klavulanik asit gibi
beta laktamaz inhibitdrlerine duyarhdirlar. Ozellikle Klebsiella ve E. coli suslarmda
yaygindir. Bu grupta ilk kez Tiirk izolatlarinda saptanan enzimlerden biri olan PER-1
enzimi de yer alir (60, 61).

2br: TEM-30’dan TEM-36’ya kadar olan TEM enzimleri ve TRC-1 enzimi
bu gruptadir. Klavulanik asitten etkilenmeyen, genis spektrumlu beta laktamazlar bu
gruba alinmustir.

2¢: Bu grup i¢inde karbenisilini hidroliz eden, klavulanik asite duyarli
enzimler yer almaktadwr. PSE-1, PSE-3, PSE-4 beta laktamazlari, Aeromonas
hydrophilia (A. hydrophilia)’nn AER-1 enzimi, M. catarrhalis’in BRO-1 ve BRO-2
enzimleri, Vibrio cholerae (V. cholerae)’nin SAR-1 enzimi de bu gruptadir.

2d: Grup 2’nin diger alt gruplarinda bulunan tiim enzimler, molekiiler smnif
A’da yer alirken, sadece bu alt grup molekiiler simmif D’de yer alir. Bu grup,
kloksasilini penisilinden daha hizli hidroliz eden beta laktamazlari icermektedir.
OXA enzimleri bu gruptadir. Tiirkiye’de izole edilen OXA-11 enzimi de bu grupta
bulunur (62). Klavulanik asit ve sulbaktama direnclidirler.

2e: Bu gruptaki beta laktamazlar sefalosporinaz olmalarma karsin, grup

1’dekilerden farkli olarak klavulanik asitle inhibe olmaktadirlar. E. coli’den izole
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edilen FEC-1 Yersinia enterocolitica (Y. enterocolitica)’dan izole edilen Blal ile S.
maltophilia’nin L2 ve B. fragilis’in CepA enzimi, Bacteriodes uniformis (B.
uniformis) ve Bacteriodes vulgatus (B. vulgatus)’un kromozomal CblA ve CfxA
enzimleri bu grubta yer almaktadir (55).

2f: Karbapenemleri hidroliz eden, klavulanik asit ile inhibe olan Enterobacter
cloacae (E. cloacae) nin indiiklenebilen IMI-1 enzimi, E. cloacae’nin kromozomal
NMC-A enzimi ve Serratia marcescens (S. marcescens)’in Sme-1 enzimi bu grupta
yer almaktadir (55).

Grup 3: Molekiiler smif B’de yer alan metallo-beta-laktamaz (MBL)
enzimleri bu grubu olusturur. Metallo-beta-laktamaz (MBL) enzimleri,
monobaktamlar diginda karbapenemler dahil tiim beta laktamlar1 hidrolize
edebilirler. EDTA ile inhibe olurlar. Klavulanik asit veya tazobaktam gibi beta
laktamaz inhibitdrleri ile inhibe olmazlar. Aktiviteleri i¢in Zn (¢inko) iyonlarina
gereksinmeleri vardir. Bu beta laktamazlar a,b,c olmak iizere 3 alt gruba ayrilirlar.

3a: Bu enzimler; penisilinleri, karbapenem ve sefalosporinlerden daha etkili
olarak hidrolize edebilen, B. cereus II, B. fragilis (CcrA) ve S. maltophilia (L1
enzimi) kromozomal beta laktamazlarindan olusur.

3b: Grup 3a enzimlerinin aksine 3b enzimlerinin, penisilin ve sefalosporin
iizerinde hi¢ hidrolitik etkileri yoktur. Biiylik 6l¢iide Aeromonas cinsindan tiireyen A.
hydrophilia’da bulunurlar ve bazen gercek karbapenemaz olarak adlandirilirlar. Bu
da onlarin zor belirlenmesine neden olur.

3c¢: Bu grupta sadece Legionella gormannii (L. gormannii)’nin beta laktamazi
vardir. Bu enzim, genisletilmis spektrumlu MBL enzimi olup 3a ve 3b grup
enzimlerinden daha genis etki spektrumuna sahiptir ve ¢ogu sefalosporinleri hidroliz
edebilir (63).

Grup 4: Bu grubu, klavulanik asit ile iyi inhibe olmayan kii¢iik penisilinazlar
olusturur. Biri disinda hepsi kromozomaldir. Alcaligenes faecalis (A. faecalis), B.
fragilis, Campylobacter jejuni (C. jejuni)’den izole edilen enzimler, Clostridium
butyricum (C. butyricum)’un indlklenebilen enzimi, E. coli’nin plazmid
kontroliindeki SAR-2 beta laktamazi bu gruba dahil edilmistir. Pseudomonas cepacia
(P. cepacia)’daki beta laktamazlar da bu gruptadir. Yapilar1 tam olarak

saptanamamistir ve molekiil sinifi heniiz belirlenmemistir.
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Bu 4 grup beta laktamazin tiimii, fonksiyonlarmdaki gesitliligi sergiler. Bir
bakteride, ayni anda birden c¢ok beta laktamaz tipi goriilebilir ve bu c¢ok sik
rastlanilan bir durumdur. Bu nedenle kromozomal ve plazmid kokenli beta
laktamazlar bazen i¢ ice gegerler. Grupl’deki kromozomal beta laktamazlar, Grup
2’deki ESBL enzimler ve Grup 3’deki beta laktamazlar, hastane infeksiyonlarinda en

sik sorun olarak karsilagilan enzimlerdir.

1.4. Karbapenemlere Diren¢ Mekanizmalar:

Bilinen 3 farkli etki mekanizmasi ile karbapenemlere kars1 direng

gelisebilmektedir:
1.4.1. lacin hiicre i¢inde etkin konsantrasyona ulasamamasi

1.4.1.1. Porin degisimleri

Pseudomonas aeuriginosa suslarinda karbapenemler i¢in 6zel bir porin olan
OprD’nin kaybi1 bu grup antibiyotiklere direng gelismesine neden olmaktadir. OprD
kayb1 Ozellikle imipenem tedavisi sirasinda gelismektedir (64). Bu, ozellikle P.

aeruginosa suslarindaki temel direng mekanizmasidir.
1.4.1.2. Aktif pompa sistemlerinin indiiklenmesi

1.4.2.Karbapenemleri hidroliz eden enzimlerin varhg:

En genis spektrumlu antibakteriyel etkinlige sahip beta laktam smifi olan
karbapenemlerden birini, en azindan imipenem veya meropenemden birini hidrolize
eden beta laktamazlar olarak tanimlanabilirler. Karbapenemazlar yalniz

karbapenemlere degil, diger beta laktam ajanlara da etkilidirler (29, 64).

1.4.2.1. Ekstrinsik (kazanilmis) karbapenemazlar

Acinetobacter spp., P. aeruginosa ve Enterobacteriaceae’da bulunur. Ambler
molekiiler siniflamasma goére A, B veya D smifina ait olabilirler. Sinif D tipleri
sadece Acinetobacter spp.’de, smif A tipleri ise birka¢ Enterobacteriaceae izolatinda
bulunurlar. Bunlar imipenem, meropenem, penisilinler, genis spektrumlu
sefalosporinler ve aztreonama direng gelismesine neden olup tazobaktam basta

olmak iizere beta laktamaz inhibitorlerine duyarli olan enzimlerdir.
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1.4.2.2. Intrinsik (kromozomal) karbapenemazlar

Bu enzimler molekiiler smif B’de yer alir ve aktif bolgelerinde ¢inko iyonlar1
bulundurduklarindan beta laktamazlar icinde kendine ait 6zgiin 6zellige sahiptir.
Katalitik aktivite ¢inko iyonuna baghdir ve EDTA ile birlestiginde kaybolur. Diger
molekiiler smiflara (A, C ve D) ait beta laktamazlar ¢inko icermezler, serin bazli
mekanizmalar1 vardir ve birkag istisna disinda Onemli diizeyde kromozomal
karbapenemaz etkinlikleri yoktur. Bu grupta, B. cereus II, B. fragilis’in CcrA, B.
cepacia’nin  PCM-1, S. maltophilia’nin L1, Chryseobacterium indologenes
(C.indologenes)’in IND-1-4, Chryseobacterium meningosepticum
(C.meningosepticum)’un BlaB enzimleri sayilabilir. Bunlarin tiimii Bush

smiflandirmasinda grup 3’te yer alan metallo-beta-laktamazlardir.

1.4.3. Hedef PBP degisimleri

Diger mekanizmalar ile birliktedir. Tek basina nadir goriiliir.

1.5. Metallo-Beta-Laktamazlar

Serin beta laktamazlar i¢inde siniflandirilmis bu enzimler, 1980 yilinda
Ambler tarafindan sinif B olarak kategorize edilmis, daha sonra 1989 yilinda Bush
fonksiyonel ozelliklerine gbére bu enzimleri ayr1 bir grup olan fonksiyonel grup 3
icerisinde smiflandirmistir. Bu siniflama 1995 yilinda giincellenmis ve 1997 yilinda
modifiye edilmistir (64, 65).

Monobaktamlar disinda tiim beta laktamlar1 ve karbapenemleri hidroliz
edebilmeleri bu enzimlerin en 6nemli 6zelligidir. Bunlar, diger beta laktamazlardan
farkl olarak aktif bdlgelerinde c¢inko iyonu bulunan enzimlerdir. EDTA gibi bir
metal selatorii ile inaktive olurlar. Ancak serin beta laktamaz inhibitorlerinden
(klavulanat, tazobaktam ve sulbaktam gibi) etkilenmezler. Ilk metallo-beta-laktamaz
enzimi 1960 yilinda Bacillus cereus’ta tanimlandi, daha sonra 1980 li yillarin
basinda S. maltophilia’da gosterildi. Daha sonra B. fragilis ve A. hydrophilia da
imipenemi hidrolize eden metallo-beta-laktamaz enzimi tanimlandi.

Serratia marcescens ve P. aeruginosa suslarinda plazmid kokenli bir metallo
beta-laktamaz-enzimi (IMP-1) Japonya’da 1991 yilinda bulununcaya kadar sadece

bu grupta kromozomal enzimlerin varlig1 biliniyordu. Aktarilabilir metallo-beta-
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laktamaz enziminin bulunmasiyla karbapenemlere diren¢ gelisimi ile ilgili endiseler
artmistir. Metallo-beta-laktamazlar1 kodlayan genler genelde klas 1 (bazen klas 3)
integronlarca tasmip, sonra transpozonlarin igine yerlestirilip yiiksek derecede
aktarilabilir bir genetik arag elde edilir. Ayrica integron i¢indeki baska gen kasetleri,
aminoglikozid direncine de neden olarak bu antibiyotiklerin alternatif tedavide
kullanimin1 engeller. Biitiin metallo-beta-laktamazlar imipenemi hidrolize ederler;
ancak bu oOzellikleri oldukca degiskendir ve hidroliz etme hiz1 bakterinin
karbapenemlere direncinin seviyesi ile korele olmayabilir. Buna gore bu enzimler
imipenem ve diger beta laktamlar1 hidrolize etme temeline gore alt gruplara
ayrilmistir (alt grup 3a, 3b, 3c) (64, 66).

Metallo-beta-laktamazlar standardize edilmesi ve molekiiler diizeyde
smiflanmast oldukca zor, hemen hemen imkansiz gibi goriinen, ayr1 bir enzim
grubudur. Substrat profillerinin yan1 sira sekans Ozellikleri ve diger yapisal
ozellikleri baz almarak alt gruplara ayrilmasi yoniinde ¢esitli denemeler yapilmastir.
Bu enzimler ii¢ alt smifta gruplandirilmastir.

Smif B1 ¢inko iyonuyla birlesecekleri aktif bolgelerinde ti¢ histidin bir sistin
aminoasidi iceren enzimlerden olusur. Bu grup icerisinde transfer edilebilen IPM,
VIM, GIM ve SPM-1 enzimleri bulunur. Siif B2 de bulunan enzimlerde ise birinci
pozisyonda histidin yerine asparajin bulunur. Bu gruba 6rnek olarak SFH-1 enzimi

verilebilir. Smif B3’de ise tetramer yapisindaki L1 enzimi bulunur (67).

1.5.1. Metallo-beta-laktamazlarin biyokimyasi

Hem serin beta laktamazlar hem de metallo-beta-laktamazlar, beta laktam
halkasindaki amid bagim kirarak antibiyotik direncine neden olmasma ragmen iki
grup enzimin etki mekanizmasi tamamen farklidir.

Metallo-beta-laktamazlarin  kristal yapismnin bilinmesi katalitik etkileri
konusunda 6nemli katkilarda bulunmustur. Farkli metallo-beta-laktamaz enzimleri %
25’ten daha az ortak amino asit yapilarina sahip olsa da, hepsinin ortak 6zelligi affa
katlantisininin bulunmasi ve aktif bolge yapilarinin siiperimpoze olmasidir (68).

Metallo-beta-laktamazlarin ¢ok esnek olan halka yapist beta laktam
substratlarin baglanmasini ve hidrolizini baglatir. Beta laktamazlardan farkli olarak,

bircok beta laktam metallo-beta-laktamazlara substrat olabilir ve bu 6zellikleri ¢ok
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genis spektrumlu aktivitelerinin olmasini saglayabilir. Ilging olarak, metallo-beta-
laktamazlarin higbirisi aztreonami ¢ok iyi hidrolize etmez ve bu 6zellik nedeniyle
aztreonamin, terapdtik metallo-beta-laktamaz inhibitorii olabilecegi ileri siirtilmiistiir.
Klavulanik asit ve sulbaktam gibi zayif substrat kabul edilen serin inhibitorlerinden
de etkilenmez. Bir enzimin substrata olan ilgisi Km, enzimin substrata baglanma
giicii kcat ile ifade edilirken kcat/Km, enzimin katalitik verimliliginin 6lgiisiidiir.
Enzimler katlant1 ve aktif bolge yapisinda ortak ozellikleri paylagsa da, beta
laktamlar1 baglama ve hidrolize etme 6zellikleri degisken olabilir. Bunun en 6nemli
ornegi yapisal olarak birbirine ¢ok benzeyen VIM-1 ve VIM-2 arasindaki farktir.
Ornegin, VIM-2 bir¢ok beta laktama VIM-1den daha sik1 baglanmaya yatkindir ve
benzil penisilin, ampisilin, piperacilin, mezlosilin, tikarsilin, sefalotin, sefoksitin,
sefotaksim, seftazidim, sefpirom, moksalaktam ve meropenem i¢in kayda deger
derecede diisiik Km diizeyine sahiptir. Imipenem i¢in ise VIM-1 ve VIM-2"nin Km
degerleri sirasiyla 1,5uM ve 10uM’ dir. Yapisal olarak benzer olan enzimlerin farkl
kinetik degerler gdstermesi arastirmacilar1 beta laktam substratlarina baglanma ve
hidrolize etmede metallo-beta-laktamazlarin katalitik mekanizmasini arastirmaya
yoneltmistir. Ornek olarak, Docquier ve arkadaslari, bu énemli kinetik farkliliklarin
aktif bolge ya da yakmindaki 224’lincli pozisyondaki histidin/tyrozin ve 228’inci
pozisyondaki serine/arjinin amino asit (substitution)’lerinden kaynaklandigini ileri

stirmiislerdir (69).

1.5.2. Kromozomal olarak kodlanms MBL’lar

Bu enzimleri sahip cogu bakteri, genellikle beta laktam antibiyotiklere
direnglidir ya da diren¢ kazanabilir. Kromozomal olarak kodlanmis MBL’lerin
onemli Ozellikleri indiiklenebilir 6zellikte olmalaridir. Cogunlukla dogada bulunan
baz1 bakterilerde, ayn1 zamanda MBL enzimi de bulunmaktadiwr. S. maltophilia ve
Bacillus anthracis (B. anthracis) disinda bu bakterilerin cogu firsatci patojenler olup
nadiren ciddi infeksiyonlara neden olur. B. cereus (BC2), B. anthracis, S. maltophilia
(L1), A. hydrophilia (CphA), C. meningosepticum (BlaB ya da GOB-1), C.
indologenes (IND-1), L. gormannii (FEZ—1), Caulobacter crescentus (C. crescentus)
(Mbl1 B), Myroides spp (TUS-1, MUS-1), Janthinobacterium lividium (J. lividium)
(THIN-B), Flavobacterium johnsoniae (F. johnsoniae) (JOHN-1) ve Serratia
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fonticola (S. fonticola) (SFH—-I) kromozomal olarak MBL kodlayan bakteriler
arasinda sayilabilir (70-81). Kromozomal kokenli bu enzimler genellikle serin beta
laktamaz enzimleri ile bir arada bulunurlar. Ornegin; A. hydrophilia ve Aeromonas
veronii biovar sobia, 3 c¢esit beta laktamaz enzimini {iretirler; bunlar penisilinaz,
sefalosporinaz ve bir MBL enzimidir. Ya da beta laktam antibiyotik tedavisi
sirasinda S. maltophilia’daki indiiklenebilir L1 metallo-beta-laktamaz enzimi ile
birlikte klas A kromozomal enzim L2 de sentezlenmektedir. Bu derepresyon olay1
genellikle in vivo beta laktam tedavisi altinda iken 10 ile 107°de 1 siklikta
olusabilir (82).

Genellikle kromozomal olarak tanimlanan Bacteroides spp. ile ilgili bir grup
MBL geni aslinda aktarilabilir 6zelliktedir. B. fragilis diger anaerobik bakterilerle
karsilastirildiginda, potansiyel olarak CfiA ya da bazen CcrA isimli MBL
iretebilmesi nedeniyle, beta laktamlara direnclidir. CfiA MBL ilk olarak 1990
yilinda geni genetik olarak tanimlanmis ve bu gen kataliz etme mekanizmasi ve yapi-
fonksiyon 6zellikleri bakimimdan en yogun ¢alisilanlardan birisi olmustur. Calismalar
bircok iilkede, B. fragilis’in yaklasik % 2-4 susunda sessiz cfiA geni bulundugunu
gostermistir (83, 84).

1.5.3. MBL’larn aktarilmasinda kullanilan genetik aracilar

Kullaniommin artmasiyla iliskili olarak genis spektrumlu sefalosporinlerin
veya karbapenemlerin direncine neden olan metallo-beta-laktamaz enzimi tasiyan
genlerin yayildig1r disiiniilmektedir (85, 86). Klas 1 integronlar i¢indeki gen
kasetlerinde kromozomal olarak kodlanan metallo-beta-laktamazlar disindaki diger
metallo-beta-laktamaz enzimlerini kodlayan genler bulunurlar (87, 88). Klas 3
integronlar i¢inde de IPM enzimleri yer alabilir (89).

Integronlar; biri integronda biri gen kasetinde 2 DNA bdlgesi arasinda,
bolgeye 6zel rekombinasyon olaylarinda gen kasetlerini elde etme yetenegine
sahiptirler. Integronlar, 5’ korunmus bdlgesi, 3’ korunmus bolgesi ve degisken
bolgeden olusur. 5’ bdlgesinde integrase genini (intl), bitisik rekombinasyon
bolgesini (attl) ve degisken bolgede elde edilen gen kasetinin ekspresyonunu
baslatan bir promoter (tetikleyici) igerir. 3’ korunmus bolgesinde ise sulfonamidlere

ve antiseptiklere diren¢ gelisimine neden olan sul ve qac geni bulunmaktadir. Gen

28



kasetleri, yaklasik 1 kb boyutunda, tek bir gen ve 59 baz element adi verilen
rekombinasyon bdlgesini iceren, kii¢iik dairesel, DNA parcalarindan olusmaktadir
(90). Aminoglikozid grubu antibiyotikleri kodlayan gen olan aacA4 geni, MBL
enzimini kodlayan gen kasetleri yaninda genellikle bulunmaktadir. Bdylece beta
laktam antibiyotiklere ve kanamisin, neomisin, amikasin ve streptomisin gibi
aminoglikozid grubu antibiyotiklerin hepsine de direng gelisimi gézlenmektedir (91).
Bir integrondan digerine serbest¢ce dolasabilen aminoglikozid ve beta laktam direng
genlerini tagtyan gen kasetleri, bir organizmadan digerine kendi baslarina hareket
edemezler ve plasmidler ve transpozonlar gibi bagka genetik elemanlarin yardimina
ihtiya¢ duyarlar (90). Metallo-beta-laktamaz enzim genlerini tastyan integronlarin
bakteriler aras1 yayilimindan sorumlu olan genetik elemanlar transpozonlardir. 2003
yilinda Italya’da bir P. aeruginosa izolatinda blaIMP-13 MBL enzimi ve bu enzimi
kodlayan geni tasiyyan Tn5051-tip transpozona gOmiilii integron rapor edilmistir.
Polonya’da izole edilen bir P. aeruginosa’da ise ayni noktada blaIMP-13 ve blaVIM-
2 enzim genlerini tagtyan integronun transpozonda tasindigi ve her iki taraftaki
transpozonlarin tnpR  genlerinin aym1 oldugu saptanmistr. Bu  bulgular
transpozonlarin  klas 1  integronlarin  yayilimindan  sorumlu  oldugunu
diistindlirmiistiir. Bununla birlikte biitin MBL genlerinin integronlar ya da

transpozonlarla iligkili olmadigma dair raporlar da vardir (92).
1.5.4. Aktanlabilir MBL’ler

1.5.4.1. IMP tipi metallo-beta-laktamazlar

Ilk olarak 1988 yilinda Japonya’da P. aeruginosa susunda GN 17203’iin
bulunmasiyla konjugatif bir plazmidle tasinan metallo-beta-laktamaz geni
tanimlanmistir (93). Bu izolatin imipenem MIC degeri 50 pg/ml olarak tesbit edilmis
ve genisletilmis spektrumlu sefalosporinlere de (6rnegin seftazidim MIC >400
ug/ml) direngli oldugu bildirilmistir. 1991 yilinda yani {i¢ yil sonra Japonya
Okazaki’deki Aichi Hastanesinde iiriner sistem infeksiyonundan izole edilen S.
marcescens Tn9106 susunda birebir ayni gen bulunmustur (94). Daha sonra
Japonya’nin ¢esitli bdlgelerinden ayni geni tasiyan farkli izolatlar bildirilmistir.
Saptanan tiim enzimlerin ayni aminoasit yapisima sahip oldugu belirlenmis ve beta

laktam ajanlarla birlikte imipenemi hidrolize etme 6zelliginden dolayr bu enzime
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IMP-1 ad1 verilmistir. Bu IMP-1 enzimi klas 3 integron iizerinde ve 120 kb (kilobaz
cifti) bityiikliigiinde bir plazmidde bulunur (89).

Japonya’da Shigella flexneri (S. flexneri), S. marcescens, P. aeruginosa ve
Alcaligenes spp izolatlarinda metallo-beta-laktamaz enzimi varligi arastirilirken
IMP-1"in 3 minér varyanti, IMP-3, IMP-6 ve IMP-10 tanimlanmistir. Genetik ve
kinetik calismalarda 169’uncu pozisyondaki serin yerine glisin gegmesinin penisiline
kars1 aktivitede bir azalmaya yol actigir belirlenmistir. IMP-6’da izlenen bu ayni
amino asit degisikligi; sadece penisilin G ve piperaciline karsi diisiik aktivite
gostermemis, aynt zamanda, IMP-1’in aksine; imipenemle kiyaslandiginda daha
yiiksek seviyede meropenem hidrolizi gdstermistir (95).

Tasmabilir metallo-beta-laktamaz genlerinin yalnizca Japonya’nin problemi
olmadigi, Italya’da 1997°de blaIMP-2’nin ve Portekiz’de 1998’de blaIMP-5’in
bulunmasi ile goriilmiistiir (96, 97). Daha sonraki ¢aligmalarda tiim diinyada metallo-
beta-laktamaz enzimi tastyan bakterilere rastlanmakla birlikte, Japonya’daki ilk tesbit
edilen tasmabilir metallo-beta-laktamaz enzim geninin diger iilkelere Japonya’dan
yayildigin1 kanitlayacak ¢ok az veri vardwr. Hatta Avrupa’daki IMP’ler ve
Gilineydogu Asya’dakiler arasinda farklar olmasi IMP allellerinin Japonya’dan
diinyaya yayildig1 goriisiinii ¢iirtitmiistiir. Daha c¢ok bu allellerin lokal belirdigi

goriisii ileri siiriilebilir. IMP tipi metallo-beta-laktamazlar tablo 4’te gdsterilmistir.

Tablo 4. IMP tipi metallo-beta-laktamazlar (95)
IMP tipi beta-laktamazlar

Beta-laktamazlar Bulundugu bakteri Bildirilen iilke

IMP-1 Serratia marcessens Japonya
Acinetobacter baumanii Japonya
Pseudomonas aeruginosa Japonya
Pseudomonas putida Japonya
Klebsiella pneumoniae Japonya

IMP-2 Acinetobacter baumanii Italya

IMP-3 Shigella flexneri Japonya

IMP-4 Acinetobacter baumanii Hong-Kong

IMP-5 Acinetobacter baumanii Portekiz

IMP-6 Serratia marcessens Japonya

IMP-7 Pseudomonas aeruginosa Kanada/Malezya

IMP-8 Klebsiella pneumoniae Tayvan

IMP-9 Pseudomonas aeruginosa Cin

IMP-10 Pseudomonas aeruginosa Japonya
Alcaligenes xylosoxidans Japonya
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1.5.4.2.VIM-tip metallo-beta-laktamazlar

Veronese imipenemaz (VIM) tipi enzimler kazanilan MBL’larin ikinci
dominant grubudur. VIM-1, Verona Italya’da bir P. aeruginosa izolatinda ilk olarak
1997 yilinda tespit edilerek tanimlanmistir. Bu izolatin imipenem i¢in MIC degeri
>128ug/ml iken piperasilin, seftazidim, imipenem ve aztreonam gibi beta laktam
ilaglara da direncli bulunmustur. VIM-1 (Veronese imipenemaz)’in diger metallo
enzimlerle yapisal benzerlikler gosterdigi goriilmiistir. BlaIMP genlerinde
bulundugu gibi, blaVIM-1 geni de klas 1 integronlara gen kaseti olarak
biitlinlesmistir. Bu integron blaVIM-1 gen kasetine ek olarak, klas 1 integronlarda
tipik olan integrase geni ve aminoglikozidlere direnci kodlayan aacA4 gen kasetini
tasir (98). Ek olarak, VIM-1 Italya’da nozokomiyal infeksiyon kaynagi olup,
Pseudomonas putida (P. putida) izolatlarinda da tespit edilmesi gevresel izolatlarin
MBL larin kaynag1 ya da en azindan vektdrleri oldugu goriisiinii desteklemistir (88).
VIM-1 ayrica Yunanistan’da E. coli ve birkag¢ K. pneumoniae izolatinda tespit
edilmistir (99). BlaVIM-2 ilk olarak giiney Fransa’da 1996 yilinda nétropenik bir
hastanin kan kiiltiirlinde P. aeruginosa izolatinda identifiye edilmistir (100). Bu
izolat, seftazidim, sefepim ve imipenem gibi bir¢ok beta laktama direngli, ama
aztreonama duyarli bulunmustur. VIM-2 (% 90 amino asit ayni)’nin VIM-1’e ¢ok
benzedigi ve bir gen kaseti tarafindan kodlandigi bulunmustur. blaVIM-2 pozitif
klas1 integronlarda tespit edilen tek direng geni bu izolatta tesbit edilmistir (101).
Daha sonra, Marsilya Fransa’da 1995-1999 yillar1 arasinda 10 ayr1 VIM-2 pozitif P.
aeruginosa izolat1 identifiye edilmistir. Bu izolatlar ayni1 genotipik paterne sahip
bulunurken, blaVIM-2 geni tasiyan klas 1 integronlar biiytikliikk ve yap1 bakimmdan
degisiklik gostermistir (102).

VIM-2 iireten P. aeruginosa ayrica, Japonya, Giiney Kore, Portekiz, Ispanya,
Polonya, Hirvatistan, Sili, Venezuella, Arjantin, Belgika ve Amerika Birlesik
Devletlerinde rapor edilmistir (103-109).

Tayvan’da yakin zamanda P. aeruginosa izolatlarinda VIM-2 ve VIM
serisinin yeni ortaya ¢ikan varyant1 VIM-3 identifiye edilmistir. VIM-3’iin amino asit
yapist VIM-2’den 2 amino asit oynamayla degisir. blaVIM-3 geninin kromozom
iizerindeki yeri fark edilmesine ragmen kesin genetik yapisi hala bilinmemektedir.

VIM-4, VIM-2 ve VIM-3 te oldugu gibi, VIM-1’den sadece bir amino asit
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degisikligiyle (Ser175Arg) ayrilir. VIM-4 Yunanistan Larissa’da bir P. aeruginosa
izolatinda rapor edilmistir. Ilging olarak, Yunanistan’dan transfer edilen Isveg’teki
bir hastada karbapenem direncli VIM-4 P. aeruginosa izolat1 identifiye edildi. VIM-
1’den 5 amino asit degisikligi ile ayrilan VIM-5 ise, ilk olarak Tiirkiye Ankara’da K.
pneumoniae ve P. aeruginosa izolatlarinda izole edilmistir (110). BlaVIM-5’in
identifiye edildigi P. aeruginosa izolat1 aztreonem dahil biitiin beta laktamlara
direnc¢li bulunmustur (111, 112).

Beta laktamaz VIM-6, Singapur’da iki P. putida izolatinda identifiye
edilmistir. Bu izolatlarin imipenem ve meropenem MIC degerleri >32pg/ml,
seftazidim i¢in >256ug/ml ve aztreonam i¢in 128ug/ml olarak bulunmus ve beta
laktamlara ytliksek derecede direngli olduklar1 saptanmistir. VIM-6"nin VIM-2’den
iki amino asit degisikligi (59. pozisyonda glutamin/arjinin ve 165. pozisyonda
asparajin/serin) ve VIM-3’den sadece bir amino asit degisikligi ile ayrildigi
goriilmiistiir. Tam olarak aydinlatilan en yeni VIM-tipi beta laktamaz olan VIM-7,
Houston Teksas’tan bir karbapenem direngli P. aeruginosa izolatinda tanimlanmastir.
VIM-1 ile %77 ve VIM-2 ile % 74 benzerligi olup, VIM-tipi beta laktamazlar
arasinda yeni bir {g¢ilincii subgrup olusturur. blaVIM-7 integron kokenli gibi
gozitkmektedir. Aztreonam dahil biitlin beta laktamlara ve polimiksin B hari¢ diger
antibiyotiklere direngli olan klinik bir izolattan identifiye edilmistir. VIM-1 ve VIM-
2 birkag degisik Enterobakter tiirlerinden identifiye edilmis olsa da, bu enzimlerin
bilinen en 6nemli rezervuar1 P. aeruginosa’dir. Raporlar VIM-tipi beta laktamazlarin
farkli cografi alanlardan identifiye edildigini isaret etse de, bu gibi enzimlerin belirli
bolgelerde yayilimini degerlendirmek tizere bazi ¢caligmalar yapilmistir.

Yeni blaVIM genlerinin ilki Kolombiya’da P. aeruginosa’dan izole edilen
blaVIM-8’dir. blaVIM-8’in bulunmasiyla Giliney Amerika’da sayilari hizla artan
blaVIM genlerine bir yenisi eklenmis oldu. Son olarak, Ingiltere’den blaVIM-9 ve
blaVIM-10, Arjantin ve Italya’dan blaVIM-11 bildirilmistir (113). VIM tipi beta

laktamazlar tablo 5°te gosterilmistir.
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Tablo 5. VIM tipi beta laktamazlar

VIM-1 P. aeruginosa Italya
A. baumanii Italya
VIM-2 S. marcessens Fransa
A. baumanii Kore
P. aeruginosa Kore
P. aeruginosa Yunanistan
P. putida Kore
E. cloace Kore
VIM-3 P. aeruginosa Tayvan
VIM-4 P. aeruginosa Polonya
VIM-5 P. aeruginosa Tirkiye, Portekiz
VIM-6 P. putida Singapur
VIM-7 P. aeruginosa Amerika Birlesik Devletleri

1.5.4.3. SPM-1 metallo-beta-laktamaz

Brezilya Sao Paulo’da 1997 yilinda bir P. aeruginosa klinik izolati, SENTRY
arastirma programi pargast olarak tanimlanmis ve blaSPM-1 (Sao Paulo MBL)
olarak adlandirilan yeni bir gen tasidig1 gosterilmistir (100). Izolatim, kolistin disinda
standart biitiin Gram negatif bakterilere etkili antibiyotiklere direngli oldugu
gosterilmistir.  SPM-1, beta laktamlardan penisilin, ampisilin, piperasilin,
karbenisilin, azlosilin ve sefalotini hizli hidrolize etme yetenegine sahipken, enzimin
sefalosporinlere afinitesi daha fazladw. SPM-1'in dizilimi diger MBL’lerle
karsilastirildiginda, en fazla benzerlik IMP-1 (%35.5) ile bulunmaktadir. Bununla
birlikte IMP ve VIM benzeri enzimler gibi transpozon yada integronlar i¢inde yer
almamaktadir (114, 115) Ayrica, IMP-1 ve VIM-1 gibi kompetetif inhibitor olarak

davranan klavulanik asit ya da aztreonami hidrolize etmez (116).

1.5.4.4. GIM-1 metallo-beta-laktamaz

Almanya Dusseldorf’da farkli tip merkezlerinden farkli hastalardan 2002
yilinda bes P. aeruginosa izolat1 elde edilmis ve GIM-1 diye adlandirilan yeni bir
klas B beta laktamaz icerdigi gosterilmistir (German imipenemase). [IPM ve VIM
benzeri enzimlerden tamamen farkli oldugu belirlenmistir. Bu isolatlar sadece

polimiksin B’ye duyarli bulunmustur. Pulsed-field jel elktroforez analizi ile bes P.
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aeruginosa izolat1 ayirt edilememistir. GIM-1 enziminin amino asit dizilimi IMP-6
(% 43.5), IMP-1(% 43.1) ve IMP-4 (% 43.1) ile benzerlik gostermektedir. GIM-1,
VIM enzimleri ile VIM-7 (% 31,2), VIM-1, VIM-4 ve VIM-5 (% 28,8) ve SPM-1 (%
28.0) ile de benzerlik gostermektedir.

Metallo-beta-laktamazlarin ¢cogunda oldugu gibi (SPM-1 enzimi disinda) bla
GIM-1, 45 kb’lik kiigiik bir plazmidde tasinan klas 1 integronda bulunur. Bu integron
icerisinde ayrica iki aminoglikozid direng geni (aaaA4 ve aadAl) ve bir beta
laktamaz diren¢ geni (blaOXA-2) gibi {lic tane daha diren¢ gen kaseti de
bulunmaktadir ( 117).

1.5.5. Deneysel metallo-beta-laktamaz enzim inhibitorleri

Beta laktam/beta laktamaz inhibitdr kombinasyonlarmin kullanilmasi
metallo-beta-laktamaz enzimi lireten bakteriler ile olusan infeksiyonlarin tedavisinde
etkili olmamaktadir. Bilinen biitiin serin beta laktamaz inhibitor ve inaktivatorleri
metallo-beta-laktamaz  enzimlerine kars1 etkisizdirler. Biitlin  metallo-beta-
laktamazlarin inaktivatorii olarak EDTA, 10-phenanthroline ve dipikolinik asit rapor
edilmistir. Metallo-beta-laktamaz enzimilerinin yapilarindaki aktif bolgelerin
farkliligindan dolay1 biitiin MBL enzimlerine etkili olabilecek tek bir inhibitoriin
bulunmasi oldukca giictiir. Beta laktamaz inhibitorii olan klavulonik asit diisiik
toksisiteye sahip ve memeli hiicreleri ile etkilesmezken MBL enzim inhibitorleri ile
ilgili diger 6nemli sorunda MBL lerin aktif bolge yapilarinin memelilerdeki hiicresel
fonksiyonlarda yasamsal énemi olan enzimlerle benzer dzellikte olmasidir. Ornegin
2 oxoaldehidlerin katabolizmasi i¢in gerekli ve bir tiyoesteraz olan gliosalaz-2 MBL
enzimleri ile benzer protein katlantilarina sahiptir ve ¢inko baglanma bolgeleri ile
yapisal benzerlik gostermektedir (118, 119).

Metallo-beta-laktamaz inhibitorii olarak, yapisal olarak farkli ¢ok c¢esitli
bilesikler incelenmis bunlarla ilgili ¢esitli ¢alismalar yapilmistir; bunlar Tiyoester
tiirevleri, triflorometil alkolleri, ketonlar, tiyoller, siilfonil hidrozonlar, trisiklik dogal
driinler,  stiksintk  asit  tiirevleri, bifenil tetrazoller, sisteinilpeptidler,
merkaptokarboksilatlar, 1-B-metilkarbapenem, sefotetan, tiyoksi-sefalosporinler ve

penisilin tiirevleri sayilabilir (120-122).
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Calismalarda incelenen bilesikler farklit MBL enzimlerine kars1 denendigi i¢in
bilesiklerin birbirleri ile karsilastirilmasi olduk¢a zordur. P. aeruginosa’da bulunan
IPM-1 enzimine karsi 1-B-metilkarbapenem, bazi tiyoester tiirevleri ve penisinat
siilfon gibi bilesikler etkili bulunmus ama calisilan diger bilesiklerin MBL’ler
iizerine etkili olmadig1 bulunmustur (123).

Beta laktam yapisi cevresinde sentez edilen ve yeni gelistirilen bu bilesikler
farmakokinetik agidan daha umut verici olabilirler. Tedavi edici olarak, klinikte
kullanilabilen beta laktamlar (6rnegin aztreonam), kompetatif inhibisyona baglh

potansiyel bir MBL inhibitorii oldugu i¢in ayrica onerilebilir (124, 125).

1.6. MBL’larin Tespiti

Bakterilerde GSBL’nin erken belirlenmesi kadar MBL enzim genlerinin
tesbit edilmesi de onem arzeder. MBL enzimi tasiyan bakterilerin tanimlanmasinda
klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda cesitli fenotipik yontemler kullanilmaktadir.
Fakat bugiline kadar FEnterobacteriaceae ailesinin iiyeleri, P. aeruginosa ve A.
baumannii’nin MBL diren¢ geni tasidigini1 tesbit eden standart test kriteri ve
fenotipik yontem belirlenememistir. Ornegin; bazi1 Acinetobacter spp tiirleri ve
Enterobacteriaceae’larin cogu MBL enzimi tasidigi halde 1 pg/ml nin altindaki
imipenem MIC degerleri ile duyarli oldugu goriilecektir. Bu sebeple MBL
belirlenmesindeki tarama plagi uygulamasinda bakteri tiirii dikkate almmalidir.
Mesela Pseudomonas’lar, Enterobacteriaceae’lardan daha biiyiik karbapenem MIC
degerlerine sahiptir. ESBL iiretmedigi bilinen Enterobacteriaceae’ larda MBL
belirlenmesinde kullanilan tarama plagt EDTA’li veya EDTA’siz seftazidim
icermelidir. MBL enzimleri aktif bolgelerinde serin yerine bir Zn"* iyonu bulunan
enzimlerdir ve metal selatorii olan EDTA ile inhibe olurlar. Uygulanan fenotipik
yontemler EDTA’nin MBL enzimini inhibe etme 06zelligine dayanmaktadir (123,

126).

1.6.1. Kombine disk sinerji testi

Bu testte, plak igerisine yerlestirilen 2 imipenem/meropenem diskinden bir
tanesine EDTA ilave edildikten sonraki inhibisyon zon g¢ap1 farkina gore
degerlendirmenin yapildig: testtir. MBL pozitif bakteri izolat1 kabul edilebilmesi i¢in

EDTA solusyonunun eklendigi imipenem/EDTA, meropenem/EDTA diskinin
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inhibisyon zonu tek basina imipenem diski zon capindan > 7 mm biiyiik olmas1
gerekir.

1.6.2. Cift disk sinerji testi

Buradaki amag; imipenem inhibisyon zonunun EDTA varliginda genisleyip
genislemedigini belirleyip MBL pozitif bakteri izolatlarini tanimlamaktir. Bu test
imipenem/meropenem diski ve merkezinden 10 mm uzagina hazirlanan bos disk
yerlestirilerek yapilir. Bos disk lizerine EDTA eklendikten sonra imipenem diski,
inhibisyon zonunun EDTA eklenmis bos diske dogru inhibisyon zonu olusturmasi

sinerjistik inhibisyon zonu olarak adlandirilir.

1.6.3. MBL E Test yontemi

Bir tarafinda imipenem/meropenem diger tarafinda ise imipenem/meropenem
ve EDTA bulunan test stribi kullanilmaktadir. Imipenem/meropenem MiK degerinin,
EDTA’nm oldugu taraftaki MIK degerinden 8 kat yiiksek ve iizerinde bir deger
olmas1 MBL E test pozitifligi olarak degerlendirilir.

1.6.4. Modifiye Hodge testi:

Metallo-beta-laktamaz iireten bir bakteri ile imipeneme/meropenem duyarli
bir bakterinin bir arada oldugunda imipenem/meropenem varliginda da iireyebilmesi
esasina dayanmaktadir. Bu test penisilinaz iireten N. gonorrhoeae tesbitinde
kullanilan Hodge testinin metallo-beta-laktamaz iiretimini gostermek i¢in S. aereus
(ATCC 25923) yerine E. coli (ATCC 25922), penisilin diski yerinede
imipenem/meropenem diski kullanilmasi ile modifiye edilmis bir yontemdir (126,

127).

1.6.5. Mikrodiliisyon test

Migliavacca ve ark. (128) tarafindan gelistirilmis olan mikrodilisyon MBL
tarama testi basit, duyarli ve yiiksek oOzgilliige sahiptir. Rutin mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda calisilmaya da uygundur. Imipenem MIK degeri mikrodiliisyon
yontemi ile 6lciiliir, sonra metal selatdrlerden EDTA ve fenantirolin eklenerek tekrar

MIK degerine bakilir, 8 kat azalma pozitif olarak degerlendirilir.
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1.6.6. Molekiiler yontemler

Baglica kullanilanlar molekiiler yontemler sirasiyla; blot hibridizasyon
yontemi, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), niikleotid sekans amflikasyon yontemi,
izoelektrik fokuslama yontemi ve poliakrilamid jel elektroforezidir (129).

Metallo-beta-laktamaz’lar saptanirken kromojenik substrat nitrosefinli karsit
boyama jeli yardimiyla enzimin izoelektrik noktasi tespit edilmistir. MBL enziminin
identifikasyonunda Onerilmeyen bu yontem birbirinden anlamli sekilde farkli olan
MBL lerin izoelektrik noktalar1 hakkinda yararli bilgiler saglamaktadir (130).

Ozel spektrofotometrik cihazlar kullanilarak imipenem ve meropenem
hidrolizini gosteren yontem “altin standart” olarak tanimlanmistir. Molekiiler
olmayan yontemler arasinda en 6nemlisi duyarlilig1 en yiiksek olan test bu testtir. Bu
yontem bakteriden saflastirililarak elde edilen enzimin o6zel spektrofotometrik
cthazlar kullanilarak imipenem ve meropenem hidrolizini gostermektedir. EDTA
varliginda bu enzim aktivitesi inhibe olmaktadir.

Metallo-beta-laktamazlarin  tesbit edilmesinde genotipik yOntemlerde
kullanilabilmektedir. Bilindigi gibi genotipik yontemlerin fenotipik yontemlere gore
duyarlilig1 daha yiiksektir. Bakteride MBL geninin olup olmadigint PCR (polimeraz
zincir reaksiyonu) yontemi ile enzimi ve tipinide dahil olmak {izere saptamak
miimkiindiir. MBL tesbit DNA probing kullanilarak da yapilabilir. Molekiiler

yontemlerindeki altin standart ise klonlama ve sekans analizi yontemleridir.

1.7. MBL Enzim Aktivitesi Gosteren Bakterilerle Olusan Infeksiyonlarin

Tedavisi

Metallo-beta-laktamazlardaki en Onemli problem essiz genis spektrumlu
direng profilleridir. Optimal tedavi protokoliinii belirlemek i¢cin MBL enzimi pozitif
izolatlarla olan insan infeksiyonlariyla ilgili hicbir genis calisma yapilmamustir.
Maalesef bu infeksiyonlari tedavi etmek i¢in uygun bir tedavi hala bilinememektedir.
Yeni antibakteriyel ajanlar yakin gelecekte bulunmazsa MBL enzim {ireten
izolatlarm yayilimi 6liimciil sonuglara yol agacak gibi gdziikmektedir. Ozellikle
direngli ciddi enfeksiyonlarda kolistinin kullanimi oldukga artmistir (131-133). Tablo

6’da cesitli vaka raporlar1 ve caligmalarin degerlendirilmesi ile MBL aktivitesi
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gosteren izolatlarla meydana gelen infeksiyonlarin tedavisinde se¢enek olabilecek

antibiyotikler gdsterilmistir.

Tablo 6. MBL iireten izolatlarin olas1 tedavi se¢enekleri

Antimikrobiyal ajanlar

Yorum

Karbapenemler

Onerilen tek rapordan baska klinik veriler yoktur
Yakinzamanda yayinlanan tek bir hayvan deneyi raporu vardir.
Karbapenemlerin kullanimlar1 ile ilgili veriler: karbapenem
tedavisi sonucunda karbapenem diren¢li mutantlarin ortaya
¢tkmasi. Bu MBL iireten izolatlarda gesitli karbapenemlerin
oldiiriicii  sonuglarmin olabilecegine iliskin invitro veriler
olmasina ragmen biitiin karbepenemlere uygulanabilir.

Aztreonam

Invitro veriler destekleyecektir ama bunlarla ilgili klinik veriler
sinirhidir. Hayvan modellerli ile ilgili celigkili sonuglar rapor
edilmistir. MBL tireten izolatlarda aztreonamin diger direng
mekanizmalarmdan da  etkilenebilecegi s6z  edilmistir.
Kombinasayon tedavisinde kullanilabilir. Bu konuda
caligmalara ihtiyag vardir.

Piperasilin/tazobaktam

Bazi P. aeruginosa izolatlarinda kullanimimi iv vitro veriler
destekleyecektir ama bununla ilgili klinik veriler yoktur.

Florokinolonlar ve

Bunlarin kullanimini suslarm duyarliligi ile ilgili klinik veriler
destekleyecektir. Kombinasayon tedavilerinde kullanilabilir.

Aminoglikozidl o
minoglrkozidier Bu konuda ¢aligsmalara ihtiyag vardir.
.. Tedavide segilebilecek tek ilagtir. Direng rapor edilmemistir ve
Kolistin . o
bu ilagla ilgili laboratuvar ¢alismasi yapilmalidir.
Kolistin+Rifampisin Bu kombinasyon invitro verilerle desteklenmektedir.

Tetrasiklin ve Glisiklinler

Bunlarin kullanimimni suslarin  duyarliigi ile ilgili klinik
verilerle desteklenebilir. Tigesiklinle ilgili invitro ¢aligmalarda
MBL iireten Enterobakter ve Acinetobacter tiirlerinde etkili
olabilecegi ileri siirtilmiistir.

Fosfomisin

Bunlarin  kullanimmni suglarin  duyarliligi ile ilgili klinik
verilerle  desteklenebilir. ~ Diger  bilesiklerle  birlikte
kullanilabilir.

Bir hastanede MBL pozitif bir izolatin identifiye edilmesi sadece terapdtik bir

problem degil ayni zamanda infeksiyon kontrol komitesini de ciddi sekilde

ilgilendiren bir durumdur. MBL {ireten bakterilerle kolonizasyonu tespit etmek

hastalar1 klinik servislere, 6zellikle yogun bakim {initelerine ve onkoloji linitelerine

kabul ederken 6nlem alinmasi agisindan yararh olacaktir. Coklu ilag¢ direncine sahip

bu izolatlarin erken tespiti yayilimi 6nleyebilir ve birinci ve ikinci derece tedavileri

saglayabilir. Laboratuvar, infeksiyon kontrol komitesini acilen bilgilendirmeli, hasta

yiiksek risk grubunda kabul edilmeli ve uygun izolasyon 6lgiitleri uygulanmalidir.

Hastanin tibbi formlari, hasta ile temasa gecen klinisyenleri ve diger tibbi bakim

38



calisanlarini bilgilendirecek sekilde, infeksiyonun yiiksek risk grubundan oldugunu
belirtir sekilde diizenlenmelidir (134). En oOnemlisi antibiyotik kullaniminin

kisitlanmasina ¢aligilmalidir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Calismada kullanilan bakteriler

Calismaya Agustos 2011 ile Agustos 2012 tarihleri arasinda, Firat
Universitesi T1p Fakiiltesi Hastanesi Merkez Laboratuvarma gelen rutin rneklerden
meropenem direngli 50 adet Gram negatif non fermentatif 6rnek dahil edilmistir.

Kliniklerden gelen 6rnekler konvansiyonel biyokimyasal testler kullanilarak
tiplendirilmistir. Tiplendirilen drnekler BD Phoenix Tam Otomatize Identifikasyon

Cihazi ile dogrulanmistir.

2.2. Antibiyotik diskleri

Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi ile yapilan duyarlilik testleri icin ticari
olarak elde edilen meropenem (10pg) (Oxoid) diskleri kullanilmastir.

2.3. Mueller-Hinton agar besiyeri

Mueller-Hinton agar besiyeri (Plasmatec) 38 g’1 1000 ml’lik distile su
icerisinde ¢oOzildiiriildiikkten sonra 1 atmosfer basing altinda 121°C de 15 dakika
otoklavlanmistir. Uygun 1sida sogutularak 90 mm c¢apli petri kutularina 4 mm
kalimhiginda dokiilmiistiir. Plaklar kullanilincaya kadar +4 °C’de buzdolabinda
saklandi. Bu hazirlanan besiyeri disk diflizyon duyarlilik testlerinde, MBL fenotipik
test yontemleri olan kombine disk testi, Modifiye Hodge testi, ¢ift disk sinerji testi ve

MBL E test yontemleri i¢in kullanilmistir.

2.4. EDTA (Etilendiamintetraasetik asit ) Hazirlanisi

Ticari olarak hazir elde edilen EDTA tozu (Sigma) ile 0,5 M EDTA
soliisyonu hazirlanmistir. Bunun i¢in 18,61 g disodium EDTA.H20 100 mI’lik steril
distile suda ¢oziilerek pH 8.0’¢ ayarlanmistir. pH ayarlanirken NaOH kullanildi.
Metallo-beta-laktamaz inhibitorii olarak kombine disk testi ve cift disk sinerji

testlerinde kullanilmistir (135).
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2.5. MBL E Test stripleri

Ticari olarak hazir elde edilen, bir tarafinda 0.125-8 pg/ml meropenem, diger
tarafinda ise sabit konsantrasyonda EDTA ile birlikte 0.032-2 pg/ml meropenem

iceren MBL E test seritleri (Biomerieux) kullanilmistir.

2.6. Antibiyotik Duyarhhk Testleri

Antibiyotik duyarlilik testleri CLSI kriterlerine goére Kirby-Bauer disk
difiizyon yontemi ile yapilip degerlendirilmistir. 18-20 saatlik taze kiiltiir
pasajlarindan saf olarak elde edilen bakteri kolonileri deneylerde kullanilmistir. Bu
kolonilerden elde edilen bakterilerden 0.5 McFarland bulanikliginda bakteri
siispansiyonu hazirlanarak steril ekiivyon ile 6nceden hazirlanan Mueller Hinton agar
plaklarina yayilmistir. En ¢ok 30 dakika icerisinde diskler yerlestirilerek ve 35°C-
37°C lik etlivde 18-20 saat inkiibe edilmistir. Antibiyogramlar 18-20 saatlik
inkiibasyondan sonra zon ¢aplar1 CLSI (Ocak 2012) standartlarina gore Olgiilerek
direnclilik, orta derecede duyarlilik ve duyarlilik durumlar1 kaydedilmistir.
A. baumannii ve P. aeruginosa i¢in meropenem (10png) (Oxoid) disk difiizyon simir
degerleri tablo 2’ye gore degerlendirilmistir. Sonuglar BD Phoenix Tam Otomatize
Identifikasyon cihaz ile dogrulanmustir.

Kontrol susu olarak meropeneme duyarli E. coli “American Type Culture
Collection” (ATCC) ATCC 25922 ve P. aeruginosa ATCC 27853 kullanilmistir. A.
baumannii ve P. aeruginosa bakterilerinin antibiyotik duyarlilik testleri ve MBL
enzimini tesbit etmek icin kullanilan fenotipik testler asagida belirtilen geregler ve

yontemler kullanilarak yapilmistir.
2.7. MBL Tesbitinde Kullanilan Fenotipik Yontemler

2.7.1. Kombine Disk Testi

Taze kiiltlir pasajlarindan saf olarak elde edilen bakterilerin 0,5 Mc Farland
bulanikliginda siispansiyonu steril ekiivyon ile 6nceden hazirlanan Mueller Hinton
agar plaklarma yayilmistir. Plak icerisine 2 tane meropenem (10pg) diski
yerlestirilmistir. Diskler arast uzaklik 22 mm olacak sekilde ayarlanmistir.

Meropenem disklerinden bir tanesinin tizerine daha 6dnceden hazirlamis oldugumuz
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0,5 M’lik EDTA soliisyonundan 10 pl pipetle eklenmistir. Plak 35°C- 37°C lik
etiivde 18-20 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda inhibisyon zon gaplar1
Ol¢tilmiistiir. EDTA soliisyonunun eklendigi meropenem/EDTA diskinin inhibisyon
zonu tek basma meropenem diski zon ¢apmdan > 7 mm biiyiik ise MBL pozitif

bakteri izolat1 olarak kaydedilmistir (126, 127).

2.7.2. Cift Disk Sinerji Testi

Cift disk sinerji testinde ama¢ meropenem inhibisyon zonunun EDTA
varliginda genisleyip genislemedigini tesbit ederek MBL pozitif bakteri izolatlarini
tanimlamaktir. Bunun i¢in taze kiiltiir pasajlarindan saf olarak elde edilen bakterilerin
0,5 McFarland bulanikliginda siispansiyonu steril ekiivyon ile dnceden hazirlanan
Mueller Hinton agar plaklarma yayilmistir. Plak iizerine meropenem (10ug) diski
yerlestirilmistir. Meropenem diskinin merkezinden 10 mm uzagina daha Once
hazirlanan bos disk yerlestirilmistir. Bos disk iizerine 0,5 M EDTA soliisyonundan
10ul eklenmistir. Test sonuglar1 plaklar 35°C-37°C lik etiivde 18-20 saat inkiibe
edildikten sonra degerlendirmeye almmustir. Inkiibasyon sonrasmnda meropenem
diski inhibisyon zonunun EDTA eklenmis bos diske dogru genislemesi sinerjistik
inhibisyon zonu olarak degerlendirilmistir. Bu genislemenin goriildigli bakteri

izolatlar1 MBL {ireten pozitif sus olarak kaydedilmistir (126, 127).

2.7.3. Modifiye Hodge Testi

Modifiye Hodge testinde meropeneme duyarl olan E. coli ATCC 25922
standart susu taze pasajlarindan elde edildikten sonra 0,5 Mc Farland bulanikliginda
siispansiyonlar Mueller Hinton agar plaklarina yayilmistir. Plagin ortasina
meropenem (10pg ) diski yerlestirilmistir. Diskin kenarmndan plagmn dort tarafina
merkezden perifere dogru diiz ¢izgi seklinde test edilecek olan bakteriler ekilmistir.
18-20 saat inkiibe edildikten sonra degerlendirilmistir. Test sonuglar1 meropeneme
duyarli olan E. coli ATCC 25922 susunun duyarlilik zon ¢apinin ¢izgi ekimi yapilan
bakteri taraflarinda yonca yapragi seklinde bozulmasi ve bu bolgede E. coli liremesi
metallo-beta-laktamaz {iretimi yoniinde pozitif test sonucu olarak degerlendirilmistir

(126, 127).
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2.7.4. MBL E Test

Test edilecek bakteri izolatlarmin 0,5 McFarland bulanikliginda siispansiyonu
steril ekiivyon ile dnceden hazirlanan Mueller Hinton agar plaklarma yayilmistir.
MBL E Test stripleri plak tizerine yerlestirilmistir. Etiivde 18-20 saatlik
inkiibasyondan sonra degerlendirilmistir. Meropenem-EDTA MIK degeri ve
meropenem MIK degeri not edilmistir. Uretici firmanin 6nerisi dogrultusunda
MP/MP-EDTA MIK degerleri oranlandiginda 8 ve iizerinde bir deger elde edilmesi
MBL iireten bakteri izolat1 olarak degerlendirilmistir (126, 127).

Uygulanan iki test arasinda sonuglarin uyum orani her iki testle pozitif ve her
iki testle negatif bulunan izolat sayisinin toplammin, toplam calisilan izolat sayisina

boliinmesiyle hesaplanmistir (136).
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3. BULGULAR

Calismaya Agustos 2011 ile Agustos 2012 tarihleri arasinda Firat Universitesi

Tip Fakiiltesi Hastanesi’nin ¢esitli servislerinden Merkez Laboratuvarma gonderilen

rutin 6rneklerden izole edilen meropeneme direncli 40 adet A. baumannii ve 10 adet

P. aeruginosa izolat1 olmak tlizere toplam 50 adet NFGN bakteri susu alinmistir.

Izolatlarin elde edildigi orneklerin dagilimi kliniklere gore farklilik

gostermistir. Yenidogan yogun bakim kliniginden steril viicut sivisi, cerrahi ve dahili

kliniklerden ise yara kiiltiirii drneklerinin ¢ogunlukta oldugu gériilmiistiir. Orneklerin

servislere gore dagilimi Tablo 7°de gosterilmistir.

Tablo 7. Orneklerin kliniklere gore dagilimi

Ornegin geldigi klinik Yara Steril idrar Kan Diger TOPLAM
n (%) n (%) n (%) n (%) n(%)  n=50

Plastik ve Rekonstriiktif Cerrahi Klinigi

19(%38) - - - - 19(%38)
Yenidogan Yogun Bakim
Klinigi - 7(%14) 1(%2)  1(%2)  1(%2) 10(%20)
Dahili servisler 2A%4)  1(%2) H%8)  2%4)  1(%2)  10(%20)
Ortopedi ve Travmatoloji
Klinigi 6(%12) - B ) B 6(%12)
Diger cerrahi servisler 3(% 6) _ 2(%4) _ _ 5(%10)
TOPLAM 30(%60)  8(%16) T%14)  3(%6)  2%4)  50(%100)

A. baumannii ve P. aeruginosa’nin bazi antibiyotiklere direng oranlar1 tablo 8’de

gosterilmistir.

Tablo 8. A. baumannii ve P. aeruginosa’nin bazi antibiyotiklere diren¢ oranlar1

Patojenin adx

CAZ FEP IPM cip AK TZP ATM CO
n(%)
.. 40 40 40 40 39 40 40 0
A.baumannii
n=40 (%) (%100)  (%100) (%100) (%100) (%97.5) (%100) (%100) %0)
, 10 8 10 9 7 10 9 1
P.aeruginosa
n=10 (%) (%100) (%80) (%100) (%90)  (%70) (%100) (%90) (%10)

CAZ: seftazidim, FEP: sefepim, CIP: siprofloksasin, AK: amikasin, TZP: piperasilin/tazobaktam, ATM: aztreonam, CO:

colistin
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Klinik 6rneklerden izole edilen mikroorganizmalarin MBL {iretimini
arastirmak i¢in uygulanan fenotipik tesbit yontemlerinden kombine disk sinerji testi,
cift disk sinerji testi, modifiye Hodge testi ve MBL E test yontemlerinin sonuglari

Tablo 9’da ve sekil 1°de gosterilmistir.

Tablo 9. Fenotipik tesbit yontemleri sonucunda A. baumannii ve P. aeruginosa’daki

MBL pozitifligi (%)

A. baumannii (n=40) P. aeruginosa (n=10)
Fenotipik yontem MBL (+) n (%) MBL (+) n (%)
Kombine disk sinerji testi 38 (9%95) 8 (%80)
Cift disk sinerfji testi 27 (%67.5) 10 (%100)
Modifiye Hodge testi 29 (%72.5) 6 (%60)
MBL E Test 39 (%97.5) 6 (%60)
10
N
EMBL E test sV EMBL E test
7V
Bl Kombine 64 Bl Kombine disk
disk 5]
OModifiye 4. OModifiye
Hodge Hodge
B Gift disk 3 B Gift disk
sinerji 2 sinerji
11
0
A B

Sekil 1. Fenotipik tesbit yontemleri sonucunda A. baumannii ve P. aeruginosa’daki
MBL pozitifligi (A. A. baumannii, B. P. aeruginosa)
A. baumannii ve P. aeruginosa i¢in tim fenotipik test sonuglarinin

karsilagtirilmasi tablo 10 ve tablo 11°de yapilmistir.
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Tablo 10. Tiim fenotipik testlerin A. baumannii igin karsilastirilmast

E Test KDST CDST MHT Adet %

+ + + + 23 57.5

o © o v o o o
—_
N
D

1

+

1

' +
A O © —
)
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Tablo 11. Tiim fenotipik testlerin P. aeruginosa i¢in karsilastirilmasi

E Test KDST CDST MHT Adet %
+ + + + 4 40
- - - - 0 0
- - - + 0 0
- + + + 1 10
+ - + 0 0

- + + 1 0
- - + 0 0
+ - - 0 0
. + - + 0 0
+ - - - 0 0
; + - 2 20

+ + - 1 10
+ - + - 0
- + - - 0 0
- - + - 1 10
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3.1.Metallo-Beta-Laktamaz Tayininde Kullanilan Fenotipik Testler

3.1.1. Cift Disk Sinerji Testi

Calismaya aliman kokenlerde fenotipik olarak metallo-beta-laktamaz
iiretiminin gosterilmesi amaciyla uygulanan ilk fenotipik test ¢ift disk sinerji testidir.
Cift disk sinerji testinin uygulandig1 10 P. aeruginosa kokeninin 10’unda (% 100)
fenotipik olarak metallo-beta-laktamaz {iretildigi, 40 4. baumannii kdkeninin 27’
sinde (% 67.5) fenotipik olarak metallo-beta-laktamaz tiretildigi, 13’iinde (% 32.5)
ise iretilmedigi saptanmustir. Sekil 2’de CDST pozitifligi ve sekil 3’de CDST

negatifligi gosterilmistir.

Sekil 3. Cift disk sinerji testinde negatiflik

Pseudomonas aeruginosa ve A. baumannii i¢cin CDST ile diger fenotipik

testler arasindaki uyum oranlari tablo 12’de gosterilmistir.
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Tablo 12. Cift disk sinerji testi ile diger fenotipik yontemlerin uyum oranlar1

Fenotipik yontem A. baumannii P. aeruginosa
Kombine Disk Sinerji % 67.5 % 80
Modifiye Hodge % 72.5 % 60
E Test % 70 % 60

3.1.2. Kombine disk sinerji testi (KDST)

Metallo-beta-laktamaz iiretiminin gosterilmesi amaciyla uygulanan ikinci
fenotipik test kombine disk sinerji testidir. Kombine disk sinerji testinin uygulandigi
10 P. aeruginosa kokeninin 8’inde (% 80) fenotipik olarak metallo-beta-laktamaz
iretildigi, 2’sinde (% 20) ise tretilmedigi, 40 A. baumannii kokeninin 38° inde (%
95) fenotipik olarak metallo-beta-laktamaz iiretildigi, 2’ sinde (% 5) ise tiretilmedigi

saptanmistir. Sekil 4’de KDST pozitifligi ve sekil 5’de KDST negatifligi

gosterilmistir.

Sekil 5. Kombine disk sinerji testinde negatiflik
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Pseudomonas aeruginosa ve A. baumannii i¢in KDST ile diger fenotipik testler

arasindaki uyum oranlar1 Tablo 12’de gosterilmistir.

Tablo 13. Kombine disk sinerji testi ile diger fenotipik yontemlerin uyum orani

Fenotipik yontem A. baumannii P. aeruginosa
Modifiye Hodge Testi % 72.5 % 60
E Test % 95 % 60

3.1.3. Modifiye Hodge testi

Fenotipik olarak metallo-beta-laktamaz {iretiminin gdsterilmesi amaciyla
uygulanan iiglincti fenotipik test, modifiye hodge testidir. Modifiye Hodge testinin
uygulandig1 10 P. aeruginosa kokeninin 6’sinda (% 60) fenotipik olarak metallo-
beta-laktamaz iiretildigi, 4’tiinde (% 40) ise iiretilmedigi, 40 4. baumannii kdkeninin
29’unda (% 72.5) fenotipik olarak metallo-beta-laktamaz tiretildigi, 11’inde (% 27.5)
ise uretilmedigi saptanmistir. Sekil 6’de MHT pozitifligi ve sekil 7°de MHT

negatifligi gosterilmistir.

Sekil 6. Modifiye Hodge testinde pozitiflik
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Sekil 7. Modifiye Hodge testinde negatiflik

Pseudomonas aeruginosa suslarinda MHT ile E Test arasinda % 80 uyum
bulunurken, A. baumannii suslarmda MHT ile E Test arasinda % 70 uyum

bulunmustur.

3.1.4. MBL E test

Kokenlere uygulanan dordiincii fenotipik test MBL E testtir. MBL E testinin
uygulandig1 10 P. aeruginosa kokeninin 6’sinda (% 60) fenotipik olarak metallo-
beta-laktamaz tiretildigi, 4’ tinde (% 40) ise tretilmedigi, 40 A. baumannii kdkeninin
39’unda (% 97.5) fenotipik olarak metallo-beta-laktamaz iiretildigi, 1’inde (% 2.5)
ise Uretilmedigi saptanmistir. Sekil 8’de E Test pozitifligi ve sekil 9°de E Test

negatifligi gosterilmistir.

Sekil 8. E Test pozitiflik
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Sekil 9. E Test negatif

Sonuglar khi kare testine gore istatiksel olarak yorumlandiginda;
P. aeruginosa icin en etkili yontemin CDST oldugu belirlenirken diger testler
arasinda anlamli fark saptanmamuistir (p>0.05).

A. baumannii igin en etkili yontem; MBL E test olup, E test ile KDST
arasinda anlamli fark yoktur (p>0.05). E test ile MHT ve CDST arasinda anlamli fark
saptanmistir (p<0.001). KDST ile MHT arasinda anlamli fark saptanmustir (p<0.05).
KDST ile CDST arasinda anlamli fark saptanmistir (p<<0.005). MHT ile CDST

arasinda anlamli fark saptanmamistir (p>0.05).
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4. TARTISMA

Antibakteriyel direncin son yillarda hizla artmasi nedeniyle bakterilerin neden
oldugu infeksiyonlarm tedavisinde giicliikklerle karsilasilmaktadir. En genis
spektrumlu beta laktam antibiyotik grubu olan karbapenemlere bile direng
gelismektedir. Antibakteriyel spektrumlariin genisligi, amfilik 6zellikleri nedeniyle
bakteriyel membranlardan hizla gegebilmeleri, AmpC ve GSBL enzimlerine
dayanikli olmalar1 gibi 6zellikleri nedeniyle karbapenemler; 6zellikle ¢oklu direncgli
GN bakteri infeksiyonlarinda ilk sirada kullanilirlar. Ancak, karbapenemlerin
ozellikle ampirik tedavide yaygin olarak kullanilmasi, bu antibiyotiklere karsi direng
oranlarinin artmastyla sonlanmistir.

Son yillarda immun sistemi baskilanmis ve ila¢ tedavisi alan hasta
gruplarinda artan oranlarda goriilen NFGN bakteriler 6nemli firsat¢t patojenler
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Karbapenem grubu antibiyotikler son se¢enek durumunda
oldugu icin, ozellikle yasami tehdit eden ¢oklu ila¢ direnci gésteren GN bakterilerin
yol actig1 ciddi infeksiyonlarda karbapenem direncinin ayr1 bir 6nemi vardir. Hastane
salginlar1 agisindan Onemli bakteri tiirlerinde bulunduklar1 i¢in tanimlanmalar1
infeksiyon kontrolii a¢isindan 6nemlidir. Hastane ortaminda bakterilerin barmma ve
diren¢ kazanma olasiliklar1 artmaktadir. Bakterilerdeki diren¢ oranlar1 {ilkeden
iilkeye, bir iilkede ise bolgeden bolgeye ve hatta bolgede bulunan hastaneler arasinda
farkliliklar gosterir. Fakat asil 6nemli olan bu oranlarin her merkez i¢cin zamanla
artmas1 ve bu artigin ciddi kaygilara neden olmasidir. Japonya’da karbapenem direnci
1998°de % 19.3°den 2002°de % 38’e ¢ikmustir (4). Infeksiyonlarin tedavisinde ortaya
cikan bu problemler infeksiyonun erken kontrolii ve tedavisi acgisindan 6nemlidir.
Bununla birlikte kaygiya neden olan diger bir konuda yeni antimikrobiyal bilesiklere
kars1 bakteriler tarafindan gelistirilen yeni diren¢ mekanizmalaridir.

Imipenem ve meropenem duyarliliginin birbirine paralel oldugu kabul
edilmektedir. CLSI tarafindan da her iki karbapenemin antibiyogram
degerlendirilmesinde birbirini temsil edebilecegi Onerilmektedir. Bal ve ark. (137),
yaptiklar1 calismada GN bakterilerde meropenem ve imipenem duyarliliklarmi esit
oranlarda bulmuslardir. Ancak, farkli porin veya pompa efluks sistemleri nedeniyle

imipenem ve meropenem birbirinden bagimsiz duyarliliklara sahip olabilirler.
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Son birka¢ yilda diinya genelinde artan yayilmalar: ile plazmidik MBL’ler
giindemde yer tutmaktadr (3). Ozellikle, NFGN basillerde IMP veya VIM tipi
MBL’lerin yayilmasi iki nedenle epidemiyolojik risk olusturur. Birincisi, IMP veya
VIM tipi enzimleri kodlayan genler siklikla hareketli elemanlar {izerinde
tasindiklarindan dolay1 farkli suslar arasinda horizontal olarak yayilabilirler. Ikincisi,
MBL’ler sadece karbapenemlere degil, tiim beta laktamlara diren¢ olusturabilir ve
beraberinde tasinabilen diger diren¢ genleriyle aminoglikozidlere ve florokinolonlara
kars1 da ¢oklu direng gosterebilmektedirler (138).

Karbapenem grubu antibiyotiklerin tedavi i¢in tercih edildigi infeksiyonlarda,
etkeni izole etmek kadar etkenin karbapenemaz ve MBL {iretimini basit ve glivenilir
bir laboratuvar metoduyla tespit etmek de 6nem kazanmaktadir. Ancak, ESBL’lerde
oldugu gibi CLSI kriterlerine gore izolatlarda MBL iiretimini tespit etmede gegerli
bir metod heniiz olusturulmamistir. Bununla birlikte, imipenem-meropenem EDTA
kombine disk testi, MBL E test, cift disk sinerji testi, modifiye Hodge testi gibi
cesitli yontemleri kullanan ¢aligsmalar yapilmakta ve sonuglar PCR sonuglar1 ile
karsilagtirilmaktadir. Bazi caligmalar olumlu sonuglar verirken bazilarinda yalanci
pozitifligin yiiksek oldugu goriilmektedir. Tabii ki, farkli iilkelerde farkli MBL
prevalanslarmin bu sonuclar iizerindeki etkisi biiytiktiir. Bakterilerdeki MBL iiretimi
sonucu direncin yayilimi tiim diinya ile birlikte lilkemizde, hatta hastanemizde de
onemli klinik sorunlar arasindadir. Ayrica bu enzimlerin kromozomal kokenli
MBL’mi, integronlar icerisinde yer alan aktarilabilir genlerden mi oldugu ile ilgili
daha ileri ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Integronlar igerisinde bulunan gen
kasetleri icerisinde MBL enzim sentezinden sorumlu olan genler yer almaktadir.
Integronlar, tek baslarmna hareket edebilme yetenekleri olmayan ve ayn1 zamanda
iclerinde bir ya da daha fazla gen kaseti tasiyabilen genetik elemanlardir. Bir
bakteride ise birden fazla integron bulunabilir. Bu gen kasetlerinin diizeyi ve
ekspresyonu 5’ bolgesinde bulunan promotor bdlgesinin aktif olmasina ve bakteride
bulunan integron sayisma baglhidir (139).

Integronlarm hareket etme yetenekleri yoktur. Buna ragmen plazmidler ve
transpozonlar igerisinde bulunma O6zelliklerine bagli olarak bir bakteriden diger
bakteriye, hatta integronlar igerisinde yer alan gen kasetleri bir integrondan digerine

gecebilmektedir. Bu durum direng yayilmasma neden olmaktadir. MBL {ireten
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bakterilerdeki direncin yayilimi ayni genotip icerisinde klonal bir sekilde olabildigi
gibi bakteriden bakteriye gen transferi ile horizontal sekilde de olabilir. Yunanistan,
Italya, Kore, Cin, Tayvan ve Japonya’da yapilan c¢alismalarda MBL iireten P.
aeruginosa 1solatlarinin ayni genotipte oldugunu gosteren sonuclar elde edilmis, bu
sonuglar da direncin klonal yayildig1 diisiincesini desteklemistir (140, 141).

Kore’de yapilan bir ¢alismada MBL iireten P. aeruginosa izolatinda bulunan
VIM-2 tip enzim iireten integron yapisinin baska bir bakteride yani VIM-2 {ireten
Acinetobacter susunda bulunan integron yapisi ile ayni oldugu belirlenmis ve bu
calismanin sonuglar1 direncin horizontal yayildig1 goriislerine destek olmustur (140,
141).

Bakteriler MBL enzim iiretimi sonucunda, aztreonam disindaki biitiin beta
laktam antibiyotiklere yani karbapenemlere, sefalosporinlere ve sefamisinlere direng
kazanirlar. Bu enzimi lireten bakteri infeksiyonlarmin tedavisinde bu antibiyotikler
kullanilamaz. Onemli bir diger sorun da aminoglikozid grubu antibiyotik direncine
neden olan aacA4 geni ile MBL enzimini kodlayan gen kasetlerinin yan yana
bulunmasi, aminoglikozid direncine de neden olabileceginden bu grup
antibiyotiklerin kullanim1 da smirlanmaktadir. Boylece beta laktam antibiyotiklerinin
disinda kanamisin, neomisin, amikasin ve streptomisin gibi aminoglikozid grubu
antibiyotiklerin hepsine de direng gelisimi gézlenmektedir (110).

Bu calismaya alinan meropeneme direncli izolatlardan 4. baumannii nin
yaklasik %97.5’inde ve P. aeruginosa’nin ise % 70’inde amikasin direnci
gozlenmektedir (Tablo 8).

Diinyadaki imipenem diren¢ oranlarini inceledigimizde Acinetobacter ve
Pseudomonas tirii bakterilerde giderek artan miktarlarda antibiyotik direnci
goriilmektedir. Pseudomonas i¢in % 6 ile % 70 arasinda degisen oranlarda imipenem
direnci kaydedilirken Acinetobacter’lerde bu oran %13 ile %58 arasinda
degismektedir (7,142).

Pseudomonas ve Acinetobacter tiirli bakterilere karsi tilkemizdeki imipenem
direnci cografik bolgelere gore farklilik gostermekte ve Pseudomonas’larda yaklasik
% 4 ile % 85, Acinetobacter’lerde ise % 8 ile % 70 arasinda degismektedir (17,143-
149).
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Metallo-beta-laktamaz ~ {ireten  bakterilerin  klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda erken tanist hem direngli izolatlarm yayilmasini Onlemek
acisindan, hem de klinisyenleri tedavi konusunda erken bilgilendirmek ag¢isindan son
derece Onemlidir. Direngli suslarin oranlarinin  zamanla artis gostermesi
laboratuvarlarda rutinde kolay wuygulanabilen ve 06zgilligi yiiksek, duyarli
yontemlerin bulunmasini zorunlu kilmistir. Bu amacg i¢in gelistirilen fenotipik
yontemlerden MBL E test, cift disk sinerji testi, kombine disk testi ve modifiye
Hodge testinin duyarliligi ve 6zgiilliigii ile ilgili ¢aligmalarin yapilmasma devam
edilmektedir. Giinlimiizde halen duyarlilig1 ve 6zgilliigi yiiksek bir test yonteminin
olmamas1 arastirmacilar1 daha fazla ¢aligma yapmaya yoneltmistir. Calismalarin
cogunda bir veya iki fenotipik yontem uygulanmis, PCR analizi ile sonuglar
dogrulanmistir. Bu ¢aligmada ise dort farkh fenotipik yontemle MBL enzimi varligi
saptanmaya c¢alisilmistir. Bu yontemler MBL E test, cift disk sinerji testi, kombine
disk testi ve modifiye Hodge testidir (110, 134).

Bu ¢alismada meropeneme direngli oldugu saptanan 40 tane A. baumannii ve
10 tane P. aeruginosa izolat1 secilmistir. Bu izolatlar ayn1 zamanda beta laktam
grubunda yer alan antibiyotiklerden (meropenem, imipenem, ceftazidim,
sefoperazon/sulbaktam) en az bir tanesine daha diren¢li bulunmustur. MBL enzim
saptanmasida kullanilan testlerin temelinde enzimin metal selatér tarafindan
inhibisyonu mantig1 vardir. Kombine disk yontemi de bu prensibe dayanan testlerden
bir tanesidir.

Yong ve ark. (150), ¢ogunlugu VIM-2 iireten MBL pozitif Pseudomonas ve
Acinetobacter izolatlarinda imipenem-EDTA disk metodunu test etmisler, 750 ve
1000 mg EDTA iceren farkli iki kombine disk hazirlamiglardir. 750 mg EDTA igeren
diskin kullanildig1 yontem tiim MBL iireten Pseudomonas’lar1 ayut edebilmis ve
Acinetobacter spp. i¢in duyarlilig1 ve ozgiilliigii, sirasiyla % 95.7 ve % 91 olarak
bulunmustur. Pseudomonas spp.’de tim MBL pozitif izolatlar, EDTA eklendiginde
>7 mm inhibisyon zonunda artis gostererek MBL negatif izolatlardan 1yi bir sekilde
ayrilmistir. Tek basma kombine diskin inhibisyon zonlarinin biiyiikliigiiniin de
yararli oldugu gosterilmis, MBL pozitif izolatlarda imipenem-EDTA disklerinin
inhibisyon zonlar1 >17 mm iken MBL negatif izolatlarda <14 mm tespit edilmistir.

Bu c¢alismada imipenem-EDTA disk metodunun basit ve olduk¢a duyarli oldugu,
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ozgiilliigiiniin Pseudomonas spp. i¢in miikemmel, Acinetobacter spp. i¢in iyi oldugu
goriilmektedir.

Yan ve ark. (129) 2004 yilinda yaptiklar1 calismada kombine disk yontemi ile
imipeneme direngli Pseudomonas 'larda %86,7 oraninda MBL pozitifligi saptamislar
ve testin duyarliliginin % 70 oldugunu belirtmislerdir.

Altoparlak ve ark. (151) Erzurum’da karbapenemlere direngli 40 tane P.
aeruginosa ve A. baumannii susunun imipenem-EDTA kombine disk yontemi ile 22
(% 55)’sinde pozitiflik bulmuslardir.

Oh ve ark. (152) 2003 yilinda yaymlanan raporlarinda, disk diflizyon
yontemiyle imipenem ve/veya seftazidim direngli P. aeruginosa ve A. baumannii
izolatlarma KDST’1 uygulamis ve sonucglar1 PCR analizi ile dogrulamistir. Bu
arastirmacilar, KDST’ nin VIM benzeri enzim iireten izolatlarin fenotipik tanisindaki
duyarliliginin % 93.9 oldugunu belirtirken, IMP benzeri enzim {lireten izolatlarin
fenotipik tanisinda basarisiz oldugunu bildirmislerdir.

Pitout ve ark. (153), MBL iireten P. aeruginosa izolatlarini tespit etmek i¢in
bir EDTA disk tarama testi gelistirmislerdir. imipenem ve meropenem disklerinin tek
basina ve 930 pg EDTA ile kombinasyonunda, inhibisyon zon ¢aplar1 belirlenmis ve
bu testin MBL E test ile kiyaslanabilir oldugu goriilmiistiir. PCR ile blaVIM ve
blaIMP genlerine sahip izolatlarda meropenem-EDTA disk tarama testi % 100
duyarlhlik, % 97 6zgiilliikk gosterirken imipenem-EDTA disk testi % 96 duyarlilik, %
91 ozgiillik gostermistir. 930 pg EDTA varliginda >7 mm zon capinda artis MBL
varlig1 i¢in pozitif test olarak kabul edilmistir. Bu ¢alisma, meropenemi substrat
olarak kullanan yaymlanmis ilk ¢alisma olmustur. Meropenemin EDTA ile kombine
edilmesinde imipenemden daha iyi bir substrat oldugunu gostermektedir.

Bu ¢aligmada; meropenem-EDTA kombine disk testi ile 40 tane 4. baumannii
izolatinin 38’inde (% 95), 10 tane P. aeruginosa 'nin 8’inde (% 80) MBL pozitifligi
saptanmistir. Elde ettigimiz sonuclar, meropenemin imipenemden daha iyi bir
substrat oldugu tezini desteklemektedir.

Cift disk sinerji testi ile ilgili bir ¢ok calisma yapilmis ve MBL tesbitinde
kolay uygulanabilir, duyarli bir yontem oldugu konusunda veriler elde edilmistir.

Cift disk sinerji testinde yanlis pozitif sonu¢ elde edilmesinin en Onemli nedeni,
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metal selator olarak kullanilan EDTA ve 2-MPA’in tek basma da 6zgiil olmayan
genis inhibisyon zonu olusturabilmesidir (154).

Lee va ark. (154) 2003 yilinda yaptiklar1 bir calismada imipeneme direngli ve
orta derecede direngli olan, ceftazidime direncli olan Acinetobacter ve Pseudomonas
tiirlerinde imipenem-EDTA ve ceftazidim-2-MPA kombinasyonlarini denemisler ve
EDTA’nin metal selatorii olarak daha etkin oldugu konusunda veriler elde
etmislerdir. Imipenem-EDTA ¢ift disk sinerji testinin MBL saptanmasindaki
duyarliligmin Pseudomonas tiirlerinde yaklasik % 89, Acinetobacter tiirlerinde ise %
100 oldugunu bulmuslardir.

Lee ve ark. (155); baska bir calismada ise MBL enzimi saptanmis olan 530
Acinetobacter ve Pseudomonas tiirlinde IPM hidrolizi acisindan spektrofotometrik
olarak bakildiginda, bu suslarin hepsinin IPM hidrolize ettigini saptamis ve testin
duyarhiligiin % 100 oldugunu bildirmislerdir.

Jesudasan ve ark. (156) imipenem-EDTA ¢ift disk sinerji testinin modifiye
Hodge testine gore daha duyarli oldugu yoniinde bulgulara rastlamislardir (156).

Arakawa ve ark. (157), 1999 yilinda Japonya’da yaptiklar1 bir calismada
IMP-1 tipi MBL iireten GN bakterilere biri seftazidim (CAZ) digeri ise bir MBL
inhibitérii iceren iki disk kullanarak c¢ift disk sinerji testi uygulamiglardir. 2-
merkaptopropionik asit (MPA) ve EDTA gibi thiol bilesikleri iceren diskler
kullanilmis ve CAZ diski ile aralarinda merkezden merkeze 1-2,5 cm mesafe
birakilarak antibiyogram plagina yerlestirilmistir. IMP-1 iireten suslarda CAZ diski
ile thiol bilesigi iceren diskin arasindaki inhibisyon zonu daha genislemisken serin
beta laktamaz tlireten suglarda ise inhibisyon zonlarmin seklinde belirgin bir degisme
goriilmemistir. Bu testin 6zgiillik ve duyarliligi PCR analizleri ile kiyaslanabilir
nitelikte bulunmustur.

Bu calismada ise c¢ift disk sinerji testi ile 40 tane 4. baumannii izolatinin
27’sinde (% 67.5), 10 tane P. aeruginosa izolatinmn 10’unda (% 100) da MBL
pozitifligi saptanmustir. CDST ile P. aeruginosa’da diger fenotipik yontemlerden
daha ytiksek oranlarda MBL pozitifligi tesbit edilmistir.

Modifiye Hodge testi ise MBL tesbitinde kullanilan diger bir fenotipik
yontemdir. Bu test diger fenotipik yontemlerden farkli olarak MBL inhibisyonu

temeline dayanmaz. Imipeneme veya meropeneme duyarl olan bir bakterinin, MBL
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enzimi Ureten baska bir bakterinin varliginda imipenemin veya meropenemin etkisiz
hale gelmesi sonucu diskin etrafinda tiremenin goriilmesi ile testin pozitifligi saptanir
(158).

Lee ve ark.(159) yaptig1 bir ¢alismada imipeneme direngli oldugu saptanan P.
aeruginosa ve Acinetobacter spp. izolatlarinda modifiye Hodge testi ile MBL tesbit
edildikten sonra bu izolatlara dogrulama i¢in PCR analizi yapilmis ve testin
duyarlilig1 % 100, 6zgiilliigi ise % 88 oraninda bulunmustur.

Jesudasan ve ark. (160) ise imipeneme direncli Gram negatif non fermentatif
bakterilerde MBL pozitifligini % 56 oraninda bulduklarini bildirmis, modifiye
Hodge testi ile karsilastirdiklarinda ise imipenem-EDTA ¢ift disk sinerji testinin
modifiye Hodge testine gore daha duyarli oldugunu belirtmislerdir.

Ulusoy ve ark. (134) yaptig1 bir calismada ise calismaya alinan 79
Acinetobacter 1izolatiin MHT ile 55’1 (%69.6) MBL pozitif, 24’1 (%30.4) ise negatif
olarak bulunmustur.

Noyal ve ark. (159) 2009 yilinda yaptig1 bir calismada meropeneme direncli
32 P. aeruginosa izolatinin 9 (% 28.1)’unda MHT ile MBL iiretimi tesbit edilirken
46 A. baumannii izolatinin sadece 2 (% 2.2)’sinde MBL {iretimi tesbit edilmistir.

Bu ¢alismada modifiye Hodge testi ile meropeneme direngli 40 Acinetobacter
baumannii izolatinin 29 (% 72.5)’unda, 10 P. aeruginosa izolatmin 6 (%60)’sinda
MBL pozitifligi saptanmistir. Noyal ve arkadaslarinin yaptig1 calismaya gore daha
yiiksek oranda MBL pozitifligi elde edilmistir.

MBL tayininde sik kullanilan fenotipik testlerden biri de MBL E test
yontemidir. E test stripleri ticari olarak kolay elde edilebilir. Diger fenotipik testlerin
cogunda oldugu gibi EDTA varligimda MBL enziminin inhibisyonu temeline
dayanan bir testtir. Test stribinin bir tarafina imipenem veya meropenem diger
tarafinda ise EDTA katkih imipenem veya meropenem bulunmaktadir.
Degerlendilirken MIK degerleri okunarak degerlendirildigi icin degerlendirmenin
daha objektif oldugu diistiniilmektedir (134).

Yan ve ark. (129) imipeneme direngli izolatlarda E test uygulamislar ve E
test sonuglarina gére MBL negatif olan suslar1 PCR yontemi ile de negatif veya
tanimlanamaz degerde bulduklarin1 belirterek MBL saptanmasi icin E testin

kullanish oldugunu savunmuslardir.
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Walsh ve ark. (160) 2005 yilinda yaptiklar1 baska bir ¢aligmada da E test
yontemi ile MBL saptanan 31 Pseudomonas susunun ancak 25 tanesinde PCR
yontemi ile MBL enzimi bulundugu saptanmaistir.

Yunanistan’da yapilan bir calijmada hastanedeki salgin sirasinda 53 P.
aeruginosa 1zolatinda E test yontemi ile imipeneme direncli suslardan 44 tanesinde
MBL pozitif bulunmus. Daha sonra bu suslara PCR yontemi uygulanmis ve E test
yonteminin MBL iirettigi saptanan 3 susu tesbit edemedigi goriilmiistiir. Bu da E test
yonteminin yanlis pozitif sonug¢ verebildigi gibi yanlis negatif sonu¢ da verebildigini
gostermistir.

Firat Universitesi Hastanesinde yapilan bir ¢alismada Toraman ve ark. (161)
2004 yilinda MBL varligimi E test yontemi ile tesbit etmisler ve P. aeruginosa’da
%29, A. Baumannii’ de %21 pozitiflik saptamiglardir. Diger bir caligmada ise Sisli
Etfal hastanesinde Bayraktar ve ark. (162) karbapeneme direngli 27 P. aeruginosa
izolatindan 17 tanesinde MBL pozitifligi saptamislar, daha sonra PCR yontemi ile
sonuglarin dogrulandigini bildirmislerdir.

Italya’da yapilan baska bir ¢alismada ise, 21 tane imipenem direncli A.
baumannii izolatinda referans yontemlerle MBL pozitifligi saptanamazken E test ile
dort tane yanlis pozitiflik saptanmistir (163).

Bu ¢alismada ise MBL E test yontemi ile 40 A. baumannii izolatinin 39 unda
(% 97.5), 10 P. aeruginosa izolatinin 6’sinda (% 60) MBL pozitif bulunmustur. Bu
sonuglar meropeneme dire¢li suslarda MBL E test yonteminin giivenilir oldugunu
disiindiirmiistiir. Elde edilen verilere gore ozellikle Acinetobacter suslarindaki
yiiksek pozitiflik dikkat ¢ekici bulunmustur. Literatiirde MBL tayininde en ytiksek
ozgilliik ve duyarlilik E test yontemi ile bildirilmistir (164, 165). Bu ¢alismada da,
MBL’nin fenotipik tayininde meropeneme direngli izolatlara E test uygulanmistir,
ancak E testin 6zgiillik ve duyarlilik yorumlar1 direng genlerinin gosterilememis
olmas1 nedeniyle yapilamamistir.

Elde ettigimiz sonuclarin dogrulanmasi i¢in genotipik ydntemlerle MBL
varliginin ortaya konmasi gerekmektedir ve bdyle bir dogrulama c¢aligmasi
planlanmaktadir. Bu basit ve ucuz fenotipik yontemlerin tarama amagh kullanilmasi
ile MBL iireten GN basillerin yayilimin dnlenmesi ve daha hizli infeksiyon kontrolii

saglanabilecektir.
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Literatiir taramalarina gére; MBL flretimi i¢in yapilan fenotipik testlerin
cogunda substrat olarak imipenem kullanilmistir. Bu calismada ise substrat olarak
meropenem kullanilmistir. Elde edilen verilere gére MBL oranlar1 imipenemle
yapilan ¢aligmalara benzer bulunmustur.

Hastanemiz izolatlarinda farkli yOntemlerle tespit etmis oldugumuz bu
oranlar diger calismalardaki oranlara benzerlik gostermektedir. Ozellikle A.
baumannii suslarinda daha yiiksek oranlarda MBL tespit edilmistir. Fakat P.
aeruginosa 1zolatlarinda da azimsanamayacak diizeyde MBL pozitifligi tesbit
edilmigstir. Tesbit edilen bu oranlar hastanemizde onemli nazokomiyal infeksiyon
ajanlar1 arasinda kabul edilen bu bakteri gruplarmda MBL aktivitesinin takibi
acisindan daha dikkatli olunmasi gerektigini ortaya koymaktadir.

Sonug olarak; Kore’de dahil ¢ogu asya iilkesinde Acinetobacter enfeksiyon
prevalanst artmistir ve organizmalarin cogu direnglidir (166). Acinetobacter
enfeksiyonlarinda en Onemli sorun c¢oklu direngli suslardir. Bu nedenle zor
durumlarda kullanilmak tizere birkag¢ antibiyotik saklanmalidir (167).

Artan diren¢ sorunuyla basa c¢ikmak i¢in yeni antimikrobiyal ilaglar
gelistirilmis fakat onlara da direng hizla artmistir (168). Biliyoruz ki antimikrobiyal
ajanlar kullanildig1 siirece direngte dogal olarak gelisecektir. Bu yiizden
antibiyotiklerin dozlarmi artirmadan etki sliresini uzatmanin yollar1 arastirilmalidir
(169). Direng sorununu ¢dzmede sadece hasta hekim egitimi yeterli olmayabilir.
Bazen yogun bakim iinitelerinde bile karbapenem kullanimmin dogru olmadigi
bildirilmistir (170).

Diren¢ yayilimini siirlamak ve tedaviye yon vermek amaciyla karbapenem
diren¢ tiplerinin rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda tespit edilmesi ve
epidemiyolojik analizlerinin yapilmasi gerekmektedir.

Karbapenem diren¢li NFGN suslarimizin  biiyiikk bolimiinde fenotipik
yontemlerle MBL pozitifligi gosterilmistir. Boylece karbapenem direncinden biiyiik
oranda MBL d{iretiminin sorumlu olabilecegi diisliniilmiistiir. Testlerin genotipik
olarak dogrulanmasi ile daha iyi yorumlanmasi miimkiin olacak ve bu fenotipik
yontemlerin tarama amacli kullanilmasiyla MBL {ireten GN basillerin yayilimi

onlenerek daha hizli infeksiyon kontrolii saglanabilecektir.
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