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1. OZET

Coklu direng gosteren enfeksiyonlarin tedavisinde, iyi bir secenek
olusturan karbapenemlere dirence neden olan karbapenemazlarin 6nemi, son
yillarda giderek artmistir. Calismamizda, Firat Universitesi Hastanesinde yatan
hastalardan izole edilen P. aeruginosa ve A. baumannii suslarinda karbapenem
direng genlerinin varliginin aragtirilmast amaglamistir.

Bu amagla, Mart 2011-Mart 2012 tarihleri arasinda, ¢esitli klinik
orneklerden izole edilen, 50 P. aeruginosa, 50 A. baumannii susu, klasik
yontemler ve BD Phoneix bakteri identifikasyon cihazi kullamilarak identifiye
edilmistir. Imipenem direngli suslarda, kombine disk, ¢ift disk sinerji, modifiye
Hodge fenotipik testleri yapilarak, karbapenemaz enzimi arastirlmistir. imipenem
direngli suslarda, blapys grubu, blaxpc, blap, ve blayp, direng genleri, PZR
yontemiyle calisgilmigtir. PZR  sonuglarina gore A. baumannii  susglarinda
karbapenem diren¢ genlerinden blapyy s; %98, blaoxa ss %14, blaoys.2; %14 ve
blaxpc %8 oraninda pozitif bulunmugtur. Caligmaya alinan suslarda OXA-24,
VIM ve IMP enzimleri i¢in kodlayan genler bulunmamistir. P. aeruginosa’da ise
caligilan genlerin varlig1 tespit edilememistir. Gen pozitif suglardan elde edilen
amplikonlarin sekans analizi yapilmis ve gen bankasindaki sekanslarla
karsilagtirilmigtir. Sekanslar arasinda filogenetik iligki arastinlmis ve dizilim
farkliliklar1 0.75°e gore hesaplanmistir. Elde edilen dizilimlerin gen bankasindaki
dizilimler ile BLAST programinda belirlenen benzerligi 5 OXA-23 sekansi igin
%97-99, 8 OXA-51 sekansi i¢in %95-98 ve 7 OXA-58 sekansi i¢in ise %99-100

olarak tespit edilmigtir.



Sonug olarak; Bu c¢aligma bolgemizde yapilan ilk ¢alisma olmast ve
karbapenamaz genlerinin yaygin olarak saptanmasi agisindan énem tagimaktadir.
Direng genlerinin ve mekanizmalarinin bilinmesi hem hastalarin tedavilerinin
yonlendirilmesi hem de epidemiyolojik verilerin olusturulmasindan dolay1

onemlidir.

Anahtar kelimeler: A. baumannii, P. aeruginosa, OXA-51, OXA-58,

OXA-23, 0XA-24, VIM, TMP.



2. ABSTRACT

Phenotypic and genotypic determination of beta lactamases causing
carbapenem resistance in hospital acquired pseudomonas aeruginosa and
acinetobacter baumannii

Carbapenems are important antibiotics for the treatment of infections due
to multiple resistant Gram-negative bacteria and the dissemination of
carbapenemases became more important last years. In the present study presence
of carbapenem resistance genes among P. aeruginosa and A. baumannii isolated
from inpatients of Firat University hospital was studied.

A total of 50 P. aeruginosa, and 50 A. baumannii isolated from various
clinical samples from March 2011 to March 2012 included to the study.
Identification of bacteria at specie level was done using classical method and
confirmed with BD Phoneix bacteria identification system. Imipenem
sysceptibility was tested by disk diffusion test and presence of carbapenemases
was tested by combined disk, double disk synergy test and modified Hodge test.
All imipenem resistance isolates were tested for the presence of blaoys.si,
blaoyaos blaoyass, blaoyass, blaxpc, blan,p and blayp, by PCR. The results showed
that blaoxa.s; were positive in 98% of A. baumannii, blaoxa ss 14%, blaoy, 23 14%
and blaxpc 8%. All of the A. baumannii were negative for the genes encoding for
OXA-24, VIM and IMP enzymes. All P. aeruginosa isolates were negative for the
genes studied. The sequence analysis of the amplicons were done and compared
with the sequences in genebank. Phylogenic analysis of the sequences and the
differences were calculated by 0.75. The homology of the amplicons and

genebank sequences were determined using BLAST program. Homology of 5



OXA-23 amplicons were 97-99%, 8 OXA-51 were 95-98%, 7 OXA-58 were 99-
100%.

This is the first carbapenemase gene detection study in our region and
presence of carbapenemase genes found to be common. Studies on dissemination
resistance genes and resistance mechanisms are important to have epidemiologic

data and to guide treatment of patients infected with resistant bacteria.

Keywords: A. baumannii, P. aeruginosa, OXA-51, OXA-58, OXA-23,

OXA-24, VIM, IMP.



3. GIRIS

P. aeruginosa ve A. baumannii klinik olarak hastane enfeksiyonlarinda en
sik izole edilen nonfermentatif gram negatif bakterilerdendir (1). Bu iki etken
yatan hastalardan o6zellikle yogun bakim hastalari, yamk, AIDS, prematiire
bebeklerde ve kistik fibrozlu hastalarin solunum yollarinda enfeksiyonlara neden
olan 6nemli firsat¢i patojenlerdendir (2, 3).

P. aeruginosa ve A. baumannii antibiyotiklere kolay direng gelistirmekte
ve farkli diren¢ mekanizmalarin1 ayni suglarda bulundurabilmektedirler. Bundan

dolayr bu  bakterilerin  klinik  6nemleri  artmaktadir (4, 5). Bu

mikroorganizmalardan kaynaklanan enfeksiyonlarin tedavisinde en etkili
antibiyotikler beta laktam grubuna ait antibiyotik olan karbapenemlerdir.
Karbapenemlerin klinik kullanimda olanlari imipenem, meropenem, doripenemdir
(1, 6). Karbapenemleri diger beta laktam antibiyotiklerden ayiran kimyasal
farklilik, beta laktam halkasindaki tiyazolidinik ekinde siilfon yerine karbon
icermeleridir. Karbapenemlere direng hem plazmid hem de kromozomal kokenli
beta laktamazlarla geligebilir (1, 7). Beta laktam antibiyotiklere karsi direng
gelismesinde en oOnemli mekanizma bakterilerin Urettigi beta laktamaz
enzimleridir. Son yillarda genislemis spektrumlu beta laktamazlar (GSBL) ve
plazmidler ile taginan Amp C beta laktamazlar bulunmusg ve sayilart artmistir.
Karbapenemler GSBL ve Amp C beta laktamaz enzimleriyle inaktive olmadiklar
icin ciddi enfeksiyolarin tedavisinde en i1yi se¢enek olmuslardir (8, 9, 10). Ancak
son yillarda karbapenem grubu antibiyotikleri inaktive eden beta laktamaz

enzimleri olan karbapenemazlar énem kazanmigtir. Karbapenemazlar hareketli

hidrolitik yetenege sahiptirler ve penisilin, sefalosporin, monobaktam ve



karbapenem grubu antibiyotikleri hidrolize etme yetenekleri oldugundan,
karbapenemazlar1 ureten bakteri enfeksiyonlarinda tedavi secenekleri azalir.
Karbapenemazlar, A, B ve D molekiiler sinif beta laktamazlarin tyeleridir. A ve
D sinifi enzimleri serin temelli hidrolitik mekanizmasina sahipken, B sinifi
enzimleri aktif kisimlarinda ¢inko bulunduran metallo beta laktamazlardir.
Bunlardan en yaygin olarak saptananlar A sinifinda bulunan KPC enzimi, B
siniffinda bulunan ve klinik olarak en oOnemli olan metallo beta laktamaz
enzimlerinden IMP, VIM, NDM grubu enzimler ve D sinifinda bulunan OXA
grubu enzimlerdir (6, 9, 10, 11).

P. aeruginosa ve A. baumannii susunda bulunan ¢ok sayidaki farkli direng
mekanizmalarindan dolayr duyarlilik test sonuglarinin  degerlendirilmesinde
bircok zorluklarla kargilagilmaktadir (12). Diren¢ mekanizmalarinin bilinmesi
hem hastalarin tedavilerinin yonlendirilmesi hemde epidemiyolojik verilerin
olusturulmasinda 6énem tagimaktadir.

Bu calismanin amacit hastanemizin g¢esitli servislerinde yatmakta olan
hastalardan laboratuvarimiza gonderilen ¢esitli materyallerden izole edilen
yaklasik 50 P. aeruginosa, 50 A. baumannii susunda karbapenem direncine neden
olan beta laktamlarin fenotipik ve genotipik olarak belirlemek ve sonuglarin
epidemiyolojik olarak degerlendirerek, P. aeruginosa ve A. baumannii
suslarindaki karbapenemazlarin hastanemizdeki gercek prevalansini saptamak,
karbapenemaz genlerinin yayilmasini énlemek ve tedavide uygun antibiyotiklerin
kullanilmasini saglamaktir.

3.1. Hastane enfeksiyon etkenleri

Guntumiuzde tip alanindaki gelismelere ragmen hastane infeksiyonlart ¢ok



onemli bir sorundur. Hastane enfeksiyonu hastaneye yatistan yaklasik 72 saat
sonra ve taburcu olduktan sonraki bir aylik dénemde ortaya ¢ikan enfeksiyonlardir
(13).

Bu gune kadar yapilan calismalarda, hastane infeksiyonlarinin; hastaneye
yatan hastalarin %3.1-%14.1’inde gelistigi tespit edilmistir. Ayrica tlkemizdeki
bazi hastanelerden alinan verilere gore hastane infeksiyonlarinin orani yaklasik
%3-7.8 arasindadir (13). Bu oranlar hastaneden hastaneye ve ayni hastanenin
farkh servislerine gore degisiklik gosterebilir. Gelismekte olan (lkelerde
sosyoekonomik faktorler ve bilingsiz antibiyotik kullanimindan dolay! bu oranlar
daha yuksek olabilir. Bu nedenle hastane infeksiyonlari antimikrobiyal direncin
artmasina ve blyik ekonomik kayiplara neden olmaktadir (12, 14).

Hastane infeksiyonlarinda izole edilen mikroorganizmalar; uygunsuz ve
genis spektrumlu antibiyotik kullanimi ile invazif girisimlerin artmasi sonucu
zaman icinde degisiklik gostermistir. Glnimuzde P. aeruginosa, Acinetobacter
tirleri, metisiline direncli Staphylococcus aureus, koagulaz negatif stafilokoklar,
Enterobacter turleri, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus turleri,
enterokoklar ve Candida turlerinde anlamli artis gérulmektedir (15).

3.1.1. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa ilk kez Gessard tarafindan 1882 yilinda mavi yesil cerahat
etkeni olarak tanimlanmistir (5). 19. yuzyihin sonlarina dogru insanda neredeyse
tim anotomik bolgelerinden infeksiyon etkeni olarak izole edilmis ve 1980’lerden
sonra hastane infeksiyon etkeni olarak gérilmeya baslamistir.

P. aeruginosa, Pseudomonadaceae ailesinin bir tyesi olup, Pseudomonas

cinsinin en iyi tanimlanan tlridir. Pseudomonas cinsinde bulunan bakteriler



rRNA homolojilerine gore gruplara ayrilmis ancak son yillarda yapilan ¢aligmalar
sonucunda yeniden siniflandirilmistir (2, 5).
1. Morfoloji ve boyanma ozellikleri:

P. aeruginosa yaklasik olarak 1,5-3 pm uzunlugunda ve 0,5 um
genigliginde, gram negatif ¢omaktir. Rutinde kullanilan boyama yontemleriyle
kolay boyanir. Uglarda bir nadiren iki veya ti¢ polar konumlu kirpigi vardir ve bu
nedenle ¢ok hareketlidir (2, 5).

2. Kiiltiir ozellikleri:

P. aeruginosa zorunlu aerop, nitratli ortamlarda ve arjinin varliginda
anaerop da treyebilirler. Ureyebilmek igin oksijene ihtiyag duydugundan sivi
besiyerlerinde ylzeyde zar olusturarak irer ve zarin hemen altinda mavi-yesil
pigmenti ile ayirt edilebilir. Laboratuvar sartlarinda triptik soy agar, koyun kanli
agar, ¢ukulata agar, Mueller Hinton agar (MHA), endo ve Mac Conkey gibi
besiyerlerinde 30-37°C’de kolaylikla iireyebilir; 42°C’de ureyebilme o6zelligi ile
diger Pseudomonas tirlerinden ayrilir, ancak 4°C’de tiremez (2, 5).

P. aeruginosa kat1 besiyerinde yaklagik 3-5 mm kadar, yuvarlak, yumusak,
yasst, metalik parlaklik veren koloniler seklinde tirer. Kanli agarda beta hemoliz
yapar ve tipik yesil metalik parlaklik olusturur. Bu goriinim piyosiyanin
pigmentine baglidir. Mac Conkey agarda laktoz negatif, mavi-yesil koloniler
gelisir. Izolasyon igin 24-48 saat yeterlidir. Kistik fibrozlu hastalardan izole edilen
ve aljinat (mukoid ekzopolisakkarit) olusturan suslari ise mukoid tiptedir (2, 5).

3. Biyokimyasal ozellikleri:
P. aeruginosa oksidaz pozitif ve glikozu fermente etmemesi yani

nonfermentatif olmalar ile Enterobacteriaceae’den ayrilir. Oksidasyon yoluyla



glikoz ve ksilozu pargalarken, maltoza parcalamaz. Katalaz ve L-arginin
dihidrolaz olusturur; lizin dekarboksilaz ve ornitin dekarboksilaz olusturmaz (2).
Ayrica diger baz1 biyokimyasal 6zellikleride; metil kirmizist ve Voges Proskauer
negatiftir, Ureyi parcalar, sitrati kullanabilir, nitrattin gaz olusturur ve ¢ sekerli
demirli (TSI) besiyerinde H2S yapmaz.

Kultir ortam1 ve organizmada hidrosiyanik asit yapma ozelligine sahiptir.
P. aeruginosa ve P. fluorescens ayni bakterilerin diger kokenlerine etki ederek
onlart eriten bakteriyosinler yaparlar. Bakteriyosin tiplendirmesi, P. aeruginosa
kaynakli hastane enfeksiyonu salginlarinda epidemiyolojik takip i¢in kullanilan
yontemlerden biridir. P. aeruginosa piyoverdin (yesil-sar1) ve piyosiyanin (mavi-
yesil) floresan pigmentleri yapar. Klinik izolatlarin ¢gogunda piyosiyanin oldugu
icin notr veya alkali ortamda mavi-yesil gorilir, bu pigmentten dolay1r P.
aeruginosa tir adt verilmigtir. Ayrica bu pigmentler uzun dalga boyu UV 1s181inda
floresan verir (2, 5).

P. aeruginosa’nin kultirdeki aromatik meyve kokusu, 2-aminosetofenon
kaynaklidir ve bu 6zellik bakteri i¢in karekteristiktir (13).

4. Antijenik yap:

Epidemiyolojik ¢alismalarda P. aeruginosa suslarini gruplara ayirmak igin
lipopolisakkarit yapidaki O antijenleri kullanilir. P. aeruginosa’mn, Fisher-Devlin
Gnabasik sistemine gore 7, IATS ye gore ise 17 farki tip O antijeni vardir. Uzun
stre kaynatma veya otoklavlama sonucu elde edilen 6li bakteri siistipansiyonu
tavsana giringa edilmesi sonucu tavsan kaninda olusan antiserumdan elde edilen O
antijenleri hala ag1 gelistirme ¢aligmalarinda kullanilmaktadir. P. aeruginosa’da H

antijeni, pilus antijenleri ve bagka 1sitya duyarli antijenlerde bulunmustur (2).



S. Virulans ve patojenite ozellikleri:

P. aeruginosa firsat¢1 patojendir ve hastalik olustururken pigmentler,
hemolizinler, ekzotoksin A, ekzoenzim S, proteazlar (alkali proteaz ve elastaz),
yuzey adhezinleri ve aljinat gibi yapilarn yardimct olmaktadir. Bunlar, bakterinin
konaga yerlesmesine ve konaga ait hiicreleri hasara ugratmasina yardimet olurlar
(17).

P. aeruginosa kokenlerinin biyiikk ¢ogunlugu bir yada daha fazla sayida
pigment olusturur. Bunlardan en sik rastlananlart yesil-sart renkli floresein ve
bagka higbir bakteri turinde bulunmayan, mavi-yesil renkli piyosiyanin
pigmentidir. Bu ozellik P. aeruginosa’nin tanist i¢in onemlidir. Piyosiyanin
akciger epitel ve endotel hasarindan kismen sorumludur, nazal silyalarin
fonksiyonlarinin bozulmasina neden olur. Ayrica urettigi oksijen radikalleri
hiicreye zarar verir ve katalaz aktivitesini inhibe eder. Her iki pigment hayvan
deneylerinde toksik bulunmamigsa da, diger tirlerden bazilarinin uremesini
yavaglatarak kendi kolonizasyon sanslarini artirdiklart saptanmistir. Piyosiyanin
pigmenti bakteri hiicresinin demir aliminda da rol oynamaktadirlar (2, 5, 17).

P. aeruginosa iki ¢esit hemolizin yapar, bunlardan biri glikolipid
yapisinda, 1stya dayanikli olan ramnolipittir. Bu molekiil deterjan benzeri bir etki
gostermektedir. Ayrica monositlerden oksijen radikalinin jenarasyonunu arttirarak
P. aeruginosa ile enfekte kistik fibrozlu hastalarin akcigerlerinde doku hasarina
neden olmaktadir. (2, 16, 17). Digeri ise 1stya duyarli fosfolipaz C dir ve
fosfolipidler tizerinde olusturdugu ¢oziici etki ile akciger yuzey gerilimini
inaktive etmektedir. Fosfolipaz C’nin kistik fibrozlu hastalarda solunum yollarinin

kolonizasyonunda énemli bir rol oynadigr saptanmistir. Kan kiltirinden izole

10



edilen suslarin, diger kultirlerden izole edilen suslardan daha fazla fosfolipaz C
urettikleri saptanmistir (2, 17).

Ekzotoksin A, P. aeruginosa tarafindan uretilen en onemli, virulans
faktorlerinden biridir. Monositlerden toksik oksijen radikallerinin salintmini
artirmast bu bakteri ile enfekte hastalarda olusan kronik akciger enfeksiyonlarinda
doku hasarina neden olmaktadir. Ekzotoksin A, difteri toksini ile ayni intraselltler
etki mekanizmasina sahiptir ancak, neden oldugu enfeksiyon tipi farklilik
gostermektedir. Bunun nedeni ekzotoksin A’nin, difteri toksininde gorildigi gibi
kana karisarak viicidun diger bolumlerine yayilmayip, yerel etki gostermesidir.
Bakterinin olusturdugu ekzotoksin A miktari susa bagli olarak degisir ve toksin
yapan suglar bakteriyemik insan suglarinda daha virulandir (2, 17).

Ekzoenzim S okaryotik hiicrelerde bulunan bir veya birden fazla proteini
modifiye etmektedir. Sadece ekzotoksin A veya ekzoenzim S olusturan suglara
gore, her ikisini de olusturan suslarla enfekte olan hastalarda mortalite orant daha
yuksektir. Ekzoenzim S olusturan suglarla daha yiiksek mortalitenin gérilmesi, bu
enzimin P. aeruginosa’nin etken oldugu kronik akciger enfeksiyonlarinda
gozlenen progresif pulmoner patolojide onemli rol oynadigini gostermektedir
(2,17).

Alkali proteaz ve elastaz proteazlar, P. aeruginosa enfeksiyonlarinin
patogenezinde rol oynayan en onemli virulans faktorleri arasindadir. Jelatini,
kazeini, laminini ve immunoglobulinleri pargalarlar. Elastaz, alkali proteazdan
farkli olarak albiimin, fibrin ve elastini de pargalamaktadir. Proteazlar P.
aeruginosa ile kronik olarak enfekte kistik fibrozlu hastalarda ilk savunma

hattindan kagiginda onemlidir. Bu ka¢is mekanizmasi bakterinin {iremesine,
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cogalmasina ve sonugta kolonizasyon olusturmasina neden olmaktadir (17).

P. aeruginosa’nin yiizeyinde pilus ve nonpilus olmak tzere iki adezin
bulunmaktadir. Bu adezinler epitellere tutunmadan sorumludurlar. Piluslara bagl
tutunma, immiin sistemi baskilanmis hastalarin tist solunum yollarinin ve hasar
gormiig alt solunum yolu epitellerinin kolonizasyonunda ¢nem kazanmaktadir.
Enfeksiyon siireci ilk olarak bakterinin piluslari araciligiyla yanak epiteli
yluzeyindeki belirli reseptorleri tanimasi ve yapismasiyla baglamaktadir. P.
aeruginosa kistik fibrozlu hastalarin yanak epiteline normal kisilerinkinden daha
iyi tutunabilmektedir. Hastalarin tukuriginde bulunan proteazlar hiicre
yuzeyinden fibronektini ayirmakta ve bu sekilde piluslarin tamdig1 yanak epitel
hiicreleri ve trakeal epitel hiicre yizeyindeki reseptorler agiga ¢ikmaktadir. P.
aeruginosa’nin mukoid suglari hasar gormemis normal trakeal epitel hiicrelerine
nonmukoid suglardan daha fazla miktarda tutunabilmektedir. Pilusa bagli tutunma
ist solunum yollarinin kolonizasyonunda onem kazanirken, aljinata bagl
tutunma, mukosiliyer atilimin hasar gordiigii durumlarda, alt solunum yollarinin
kolonizasyonunda ilk basamagi olusturmaktadir. Ancak burada epitel hiicrelerinde
belirgin bir hasar gerekmemektedir (2, 16, 17).

P. aeruginosa, bazen polisakkarit yapisinda kapsiil benzeri yapilar yapar.
Hiicre digindaki bu yapiya slaym (slime) tabakasi, glikokaliks veya mukoid
ekzopolisakkarit denir. Bu yapt tekrar mannuronik asit ve glukuronik asitten
olusur ve aljinatla sonlanir. Aljinat, aminoglikozitlerin bakterisid etkisini inhibe
eder. Bu karbonhidrat bakterinin etrafinda bir matriks olarak sekillenir, onu iyice
tespit eder ve konak savunmasindan (mukosiliyer aktivite, fagositik hiicreler,

antikorlar ve kompleman gibi) bakteriyi korur. Mukoid koékenlerin ¢ogu kistik
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fibrozlu hastalarin érneklerinden izole edilmistir (13).

Tablo 1. P. aeruginosa nin virulans faktorleri ve biyolojik etkileri (13)

Virulans faktorleri

Biyolojik etkileri

Yapisal Faktorler
Kapsiil:

Noraminidaz:
Piluslar ve nonpilus
Adezinler:
Lipopolisakkarid:

Pyosyanin:

Toksin ve Enzimler

Ekzotoksin A:

Ekzototoksin S:

Sitotoksin:

Elastaz, Alkalin proteaz:

Fosfolipaz C:
Rhamnolipid:

Mukoid polisakkaridin yapilmast.

Adhezyon saglanmast

Antibiyotiklerin bakterisidal etkisinin
azaltilmast.

Notrofil ve lenfosit aktivasyonunun énlenmesi.
Piluslarin adhezyonunun kolaylastirilmast.

Akciger ve yara yerine adhezyon saglanmast.

Endotoksik aktivite.

Siliyer fonksiyonunun bozulmast.
Inflamasyonun baslatilmas:.

Toksik oksijen radikallerinin salinmasi ve doku

hasari.

Protein sentezinin EF2 etkileyerek énlenmesi
Doku hasarinin olugmasi

Immiinsiipresyonun saglanmasi
Proteinsentezinin énlenmesi, immuinostipresyon
Lokosit fonksiyonlarinin bozulmasi

Pulmoner mikrovaskiiler yapilarin hasarlanmasi
Elastin igeren dokularin harabiyeti
Inflamasyonun baslatilmasi

Lesitin igeren dokularin harabiyeti ve pulmoner

siliyer aktivitenin inhibisyonu
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6. Yaptig1 enfeksiyonlar:

P. aeruginosa firsatgt bir patojen oldugu i¢in insanlarda birgok
enfeksiyonun kaynagi olabilir. Ancak hastane kaynakli enfeksiyonlar agisindan
daha 6nemli bir yere sahiptir. P.aeruginosa normalde saglikli kisilerin florasinda
bulunur ve bu kigilerde hastalik olusturmaz veya nadiren hastalik olusturur, ancak
ozellikle mukoid tipleri kistik fibrozlu hastalarin yani sira, nétropeni, mekanik
ventilator bagli, kemoterapi, yanik ve AIDS gibi bagisiklik sistemi baskilanmig
hastalarda ve prematiire bebeklerde siklikla enfeksiyona neden olan 6nemli bir
firsat¢1 patojendir. Ayrica bu hasta gruplarinda yiuksek morbidite ve mortalite ile
seyreden enfeksiyonlar olusturmasi ve ¢esitli antibiyotiklere direngli olmasi
nedeniyle hastane enfeksiyonu etkeni olarak 6nem kazanmistir (2, 5, 14). Hastane
enfeksiyonlarinin %10-25’inden P. aeruginosa sorumlu tutulmaktadir (13).

P. aeruginosa enfeksiyonlarinin patogenezi bakterinin hem invazif hem de
toksinojenik olmast nedeniyle karmasiktir. Enfeksiyonlar ¢ asamada
gergeklesirler. Bu agsamalar;

1. Bakterinin tutunmasi ve kolonizasyonu,

2. Lokal invazyon,

3. Sistemik yerlesme ve sistemik hastalik seklindedir (17).

Her basamak i¢in bir onceki gereklidir, fakat hastalik herhangi bir basamakta
durabilir.

P. aeruginosa’nin alt solunum yollu enfeksiyonlar1 genelde konagin lokal
solunum ve sistemik savunmasinda defektler oldugunda gorulmektedir. P.
aeruginosa’ya bagli kronik akciger enfeksiyonlari, anormal solunum yollari

sekresyonlarinin oldugu genetik bir hastalik olan, kistik fibrozisli hastalarda genel
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olarak gorilur. Kistik fibroz olgularinda gelisen bu enfeksiyonlarin patogenezinde
yatan temel neden, kistik fibroz transmembran regulatér geninde saptanan
defektlere bagli olarak gelisen ve epitel dizeyinde anormal klor iyonu transferi
seklinde eksprese olan bir metabolik bozukluktur (2, 5). Kistik fibroz olgularinda
gorilen morbidite ve mortalitenin en basta gelen nedeni kronik bronkopulmoner
kolonizasyon ve enfeksiyondur. Solunum yollarinin ilk kolonizasyonu nonmukoid
Pseudomonas suglariyla olmakla birlikte, baz1 ¢evresel kosullarin baskist altinda
bu suslar mukoid fenotipe doniiserek akciger enfeksiyonlarinda dominant hale
gecmektedirler. (2, 5, 16, 17). P. aeruginosa’nin mukoid suslart kistik fibrozlu
hastalarda bir yasin altinda %21 oraninda, 26 yasin lzerinde ise %80°e kadar
yagla birlikte artan oranda alt solunum yolu enfeksiyonuna neden olur (2, 5).

P. aeruginosa protez kalp kapagi bulunan hastalarda protez kalp kapagina,
ilag bagimlilarinda dogal kalp kapagina yerleserek enfektif endokardite neden
olabilmektedir. Triktuspid kapak tutulumu daha sik olmakla birlikte pulmoner,
aortik veya mitral kapak ve her iki atriyumun mural endokardiyumu tutulabilir (2,
17).

Yenidoganda, bagisiklik 6dunli kisilerde, AIDS ve kanser hastalart gibi
immunosupresif ila¢g alan bireylerde, yara veya yanik enfeksiyonu gibi c¢esitli
lokal enfeksiyonlarini takiben bakreriyemi gelisebilir. P. aeruginosa sepsislerinde
olim oramt ¢ok yiiksektir. Hastalik sirasinda vezikil, bil ve sonunda ektima
gangrenozum adi verilen, hemorajik ve nekrotik yaralar seklinde gelisme gosteren
dokuntiler gorulir. Bunlarin olusumu kapiller damarlardaki P. aeruginosa’larin
deriye lokalizasyonu ile olur (17).

Lomber ponksiyon ya da lomber anestezi sirasinda bakterinin kontamine
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igne veya eriyiklerle BOS’a verilmesi sonucunda olusan agir purilan menen;jit
gelisir. Septisemi sirasinda kan yolu ile bakterinin meninkslere ulagmas: da
menenjite neden olabilmektedir (17).

Cesitli yollarla bulasan bakteriler yara ve yaniklarda lokal ve ¢ogu kez
mavi yesil renkte pu gorillen enfeksiyonlara neden olur. Agir yaniklarda deride
hakim olan gram pozitif flora yerini gram negatif ¢omaklara ve ozellikle P.

aeruginosa’ya birakir. Boylece yanik bolgesinde kolonize olan P. aeruginosa

dokunun bir graminda 10° bakteri konsantrasyonuna ulagir. Alttaki subkutan
bolgeye gecip fibroz septa ve lenfatikler boyunca ilerleyip perivaskiiler dokuda
cogalarak kan dolagimina gecer. Yanikli hastalardaki Pseudomonas sepsisinde
tedavideki tim gelismelere karsin mortalite %78 gibi ¢ok yuksek bir orandadir
(17).

Yatan hastalarda P. aeruginosa ile kontamine sonda veya sistoskop gibi
aletlerin kullanilmast sonucu sistit ve bakterilerin yukarn idrar yollarina ulagmalari
sonucunda nozokomiyal piyelit ve piyelonefrit gelisir (2, 5).

Penetran travma sonrasi goze yabanci cisim ile veya kontamine damlalarin
damlatilmast sonucu P. aeruginosa enfeksiyonlart gelisebilir ve bazen gorme
kayb1 ve endoftalmite neden olabilir. Kontamine kozmetik urtnleri, kontakt
lensler ve lens soliisyonlari saglam gozde bile bu tiir enfeksiyonlarin olugmasina
neden olabilmektedir. Yenidoganda damlacik enfeksiyonlart da bu sonuca
ulagabilir. GOz enfeksiyonlari konjonktivit, keratit, dakriyosistit, blefarit ve
panoftalmit seklinde gelisebilirler (2, 16, 17).

P. aeruginosa dis kulak yolu normal florasinda ender olarak bulunur fakat

yaralanma, maserasyon, enflamasyon veya strekli nem ortaminda eksternal otit
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ad1 verilen ve kendiliginden iyilesebilen tabloya neden olabilir. Agirlikli olarak
yaslt ve diyabetik kisilerde, kismen de damar hastaligi olan kisilerde malin
eksternal otit ad1 verilen tablo gorilebilir. P. aeruginosa’nin neden oldugu kulak
enfeksiyonlarindan biri de otitis media’dir. Hem malin eksternal otit hem de
primer akut otitis media, mastoidite neden olabilmektedir (16, 17).

Entiibasyon ve bronkoskopi gibi solunum yoluna ait invazif girisimlerden
sontra P. aeruginosa ile alt solunum yolu enfeksiyonu geligebilir.
Bronkopnomonilerde lokal abseler gozlemlenir ve balgamda bol miktarda P.
aeruginosa bulunabilir. P. aeruginosa, solunum veya immin sisteminde bozukluk
olan kisilerde akut fatal bakteriyemik pnémoniye neden olabilir (16, 17).

P. aeruginosa enfeksiyonu kemik ve eklemlerde ya kan veya komsuluk
yolu ile olusur. Kan yolu ile olusan enfeksiyonlar genellikle intravenéz ilag
bagimlilarinda; Griner sistem veya pelvik enfeksiyonu takiben; komsuluk yolu ile
enfeksiyon ise penetran travma, cerrahi girisim ya da yumusak doku enfeksiyonu
sonrasinda geligir (2,17).

P. aeruginosa orofarinksten rektuma kadar biitiin gastrointestinal sistemde
kolonizasyon yapabilir. Enfeksiyon en sik yenidoganlarda, hematolojik malinitesi
olanlarda ve kemoterapi goren noétropenik hastalarda ortaya ¢ikar. Pseudomonas
sepsisi i¢in gastrointestinal sistem 6nemli bir giris kapist olugturmaktadir (13, 17).

Yanik, travma, dekiibit tUlserleri veya dermatit ile butinligi bozulmusg
deride, nem de varsa, primer diffiz veya lokalize Pseudomonas deri lezyonlari
meydana gelebilir. P. aeruginosa bakteriyemisi sirasinda da ektima gangrenosum

denilen deri lezyonlar gelisebilmektedir.(13, 17).

17



7. P. aeruginosa enfeksiyonlariin tedavisinde kullanilan antibiyotikler:

P. aeruginosa, pek ¢ok antibiyotige kars intrinsik dirence sahiptir ve bakteri
bu direnci ya farkli kromozomal mutasyonlarla veya plazmidler, transpozonlar veya
integronlar araciligiyla taginan direng genlerinin horizontal kazanimi sonucunda
gelistirebilir. Bu nedenle P. aeruginosa enfeksiyonlarinda antibiyotik kullanimi
duyarlilik  deneyi  sonuglarina gore yonlendirilmelidir.  P.  aeruginosa
enfeksiyonlarinin tedavisinde tikarsilin, piperasilin ve mezlosilin gibi penisinler;
seftazidim, sefoperazon, sefotaksim, seftriakson ve sefepim gibi sefalosporinler;
imipenem ve meropenem gibi karbapenemler; aztreonam gibi monobaktamlar;
amikasin, gentamisin ve tobramisin gibi aminoglikozidler; tetrasiklin minosiklin ve
doksisiklin gibi uzun etkili tetrasiklinler; siprofloksasasin ve levofloksasin gibi
florokinolonlar kullanilmaktadir (2, 5, 13, 17).

3.1.2. Acinetobacter baumannii

Acinetobacter ilk kez 1911 yilinda Beijerinck tarafindan topraktan izole
edilmis ve Micrococcus calcoaceticus olarak isimlendirilmis, 1939 yilinda
DeBord’un gram negatif kokobasilleri tretral oOrnekten izole etmesiyle
tanimlanmigtir (18, 19). Deoksi ribonukleik asit (DNA) benzerlikleri temel
alinarak yapilan caligmalarda 33 genomik tir tanimlanmistir, 24 genomik tiire
isim verilirken diger tirler isimlendirilememistir (3, 4). Genomik tirlerden grup 1,
2, 3 ve 13TU benzerlik gosterip laboratuvarda zor ayirt edildikleri i¢in A.
calcoaceticus-A.  baumannii  kompleks olarak tanimlanmiglardir (19). A.
baumanni, A. calcoaceticus ve A. woffii, klinik literatiirde en sik rapor edilen
Acinetobacter tirleridir (19). Tum bu tirler arasinda en sik ve onemli klinik

tablolara yol agan tiir A. baumannii’dir (3, 5).
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1. Morfoloji ve boyanma ozellikleri:

Acinetobacter cinsindeki bakteriler tiremenin logaritmik fazinda kisa, iri,
bazen renksizlestirme problemi yasanilan, gram negatif, 1,0-1,5 um uzunlugunda
basil, iremenin duraklama fazinda kok veya kokobasil seklinde gorilmektedir.
Fimbrialart vardir ve hareketsizdirler (3, 4).

2. Kiiltiir ve biyokimyasal 6zellikleri:

A. baumannii kiltir ortaminda 35-37°C’de treyebilen, nonfermentatif,
genellikle diizgiin, bazen mukoid, renksiz koloniler olusturur. Zorunlu aerop,
DNaz ve oksidaz negatif, katalaz pozitif, indol negatif, hareketsiz, nitratlar
redikte etmeyen, nonfermantatif gram negatif mikroorganizmalardir. Diger
nonfermantatif bakterilerden ayirmada kullanilacak ilk test oksidaz testidir (3, 4,
19).

Acinetobacter tirleri arasinda en sik ve en 6nemli klinik tablolara yol agan
etken A. baumannii’dir (19). Rutin laboratuvar kosullarinda, biyokimyasal
reaksiyonlara ve tUreme ozelliklerine gore Acinetobacter tir ayrimi yapilmaktadir.
Glukozu oksitleyen ve hemoliz yapmayan, 44°C’de ureyebilen kokenler A.
baumannii’ dir (19).

Klinik laboratuvarlarda nonfermantatif mikroorganizmalarin
izolasyonunda genellikle kanli agar ve eozin metilen blue agar gibi besiyerleri
kullanilir. (3, 4, 19). Ug sekerli demirlibesiyeri (TSI) ve oksidatif fermentatif
besiyerinde asit olusturmazlar (3, 4). Mac Conkey agar besiyerinde
enterobakterilerden daha kiigiik, opak, pigmentsiz, S tipi koloniler olustururlar.
Klinik 6rneklerden iiretilebilmeleri i¢in segici-ayirici besiyerleri gelistirilmis olup

bu amagla en sik Herellea agar (Difco) ve Leeds Acinetobacter Medium
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kullanilmaktadir. Kontamine 6rneklerden (digki, toprak) izole etmek iginde, asetat
ve amonyum tuzu bulunan sivi mineral besiyeri kullanilabilir (3, 4).

Rutin laboratuvar kosullarinda Acinetobacter tir ayrimi biyokimyasal
reaksiyonlara ve ureme ozelliklerine gore yapilmaktadir. Klinikte sik goriilen
turlerin ayrnimina baktigimizda; glukozu oksitleyen ve hemoliz yapmayan,
44°C’de ureyebilen kokenler A. baumannii, glukozu oksitleyen ve hemoliz
yapmayan, 37°C’de ureyebilen kokenler A. calcoaceticus, glukoz negatif
kokenlerden hemoliz yapmayanlar A. Iwoffii, hemoliz yapanlar ise A.
haemolyfticus olarak tanimlanmistir (3, 4, 19).

3. Virulans ve patojenite ozellikleri:

Acinetobacter cinsi bakterilerde virtilans disik oldugundan konagin
savunma mekanizmasi normal olmast durumunda  enfeksiyon olusturmasi
olduke¢a zordur. (3, 4). Diinya ¢apinda salginlara neden olan firsat¢t bir patojendir,
ozellikle solunum yolu ve yaralarda kolonize olmaktadirlar. Acinetobakter cinsi
bakteriler, yagsamlarini siirdiirebilmek igin gereksinimlerinin az olmasi, kuruluga
dayanikli olmalar1, farkli 1s1 ve pH ortamlarinda canli kalabilmeleri, ¢esitli karbon
kaynaklarin1 kullanabilme avantaji nedeniyle dogada toprak, su ve yiyeceklerde
saprofit olarak serbest yasayabilirler. Insanda koltuk alt1, kasik gibi nemli bolgeler
basta olmak iizere derinin normal florasinda yer alabilmekte ve saglikli bireylerin
yaklasik %25’inin derilerinde Acinetobakter tirlerini tasidig dustntlmektedir.
Acinetobacter tirlerinin hastane personelinin %15-33’inde ellerinde kolonize
oldugu, bu kokenleri hastalara ve ekipmanlara aktardiklar gosterilmistir (20).

Acinetobacter tirlerinin insanda yaygin olarak yaptigi enfeksiyonlar;

genitouriner sistem infeksiyonlart (kateter uygulamasina bagli sistit ve
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piyelonefrit gibi), intrakraniyel infeksiyonlar (cerrahi girisimlerden sonra goriilen
menenjit gibi), solunum sistemi infeksiyonlart (intibasyon ve trakeostomi
sonrast), yumusak doku infeksiyonlandir (3, 4). Acinetobacter infeksiyonlar
siklikla hastane kaynakli olmasina ragmen toplum kokenli alt solunum yolu
infeksiyonlarindan da izole edilmistir (19).

Acinetobacter mekanik ventilasyon gereken yogun bakim unitesi
hastalarinda ventilator iligkili pndmoniye neden olmaktadir. Ventilatér bagimli
hastalarin ~ kontrolinde buytk ilerlemelere ve solunum ekipmanlarinin
dezenfeksiyonunda etkili yontemlerin kullanimina ragmen insidansta artig
gortilmektedir (3, 4). Kronik akciger hastaligi, yogun bakim tnitelerinde yatis
stresinin uzun olmasi, ileri yas, imminsupresif tedavi, cerrahi, antibiyotik
kullanimi, endotrakeal tip ve gastrik tip gibi invaziv alet varligi, solunum
ekipmaninin tipi Acinetobacter ile alt solunum yollarinin kolonizasyon veya
enfeksiyon riskini arttiran faktorler olarak belirtilmistir (19, 20). Ulkemizde
yapilan bir ¢alismada A. baumannii, hastane kokenli pndmoni etkenleri arasinda
%24 oran ile ilk sirada yer almigtir ve bu olgularin ¢ogu ventilator iligkilidir (19).

Acinetobacter infeksiyonu sirasinda sik gortilen bakteriyemi, mortalitesi
yiksek bir durumdur. Acinetobacter bakteriyemisi siklikla pnomoni ve damar igi
kateter kullanimindan sonra gelismektedir. (19). Uriner sistem kateterizasyonu,
deri ve abdominal enfeksiyonlar daha az siklikla kaynak olusturur (20).
Bakteriyemi i¢in yetiskinlerde en buiyuk risk grubunu immiin sistemi baskilanmig
yasl hastalar olusturur. Malignensiler, travma ve yanik en yaygin predispozan
faktorler olarak gorilmektedir. Yenidoganlar Acinetobacter bakteriyemisi igin

ikinci 6nemli hasta grubunu olusturur. Bakteriyemi i¢in risk faktorleri disik
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dogum agirlig, mekanik ventilasyon, oncesinde antibiyotik kullanimi ve yeni
dogan konvulsiyonlarinin varligi olarak tanimlanmistir (3, 4).

Acinetobacter’lere bagli menenjitler nadir gorillen ancak mortalitesi %34-
54 arasinda degisen onemli infeksiyonlardir. Primer menenjitli sporadik vakalar
bildirilmesine ragmen oOzellikle beyin cerrahisi uygulamalarindan sonra veya kafa
travmasimt  takiben gelisen sekonder menenjit olgulan  gorilmektedir.
Acinetobacter titleri ile gelisen menenjit olgularinda beyin omurilik sivist (BOS)
bulgulart piralan menenjit ozelligindedir. Ventrikiilostomi, serebrospinal sivi
kacagi, BOS fistilleri, bes giinden uzun sureli tutulan ventrikiiler kateterler ve
asirt antibiyotik kullanimu risk faktorleri olarak tanimlanmistir (3, 4).

Acinetobacter tirleri ile olusan hastane kokenli Uriner sistem
enfeksiyonlart nadir gorilmektedir. Genellikle yagli, immiin sistemi baskilanmisg,
surekli Uriner kateteri olan ve yogun bakim {nitelerinde yatan hastalarda
gozlenebilir. Prostat bliyimesi nedeniyle, surekli kateter kullaniminda yiiksek
prevalansa sahip olduklar igin hastalarin gogunu erkekler olusturur. Uriner kateter
tagtyan hastalardan izole edilen her Acinetobacter gercek enfeksiyon etkeni
olmayabilir, enfeksiyon/kolonizasyon ayriminmin yapilmast gerekmektedir (3, 4,
19).

Acinetobacter ile olusan yumusak doku enfeksiyonlarinda travmatik
yaralar, yanik, cerrahi insizyon bolgeleri, damar i¢i kateter uygulamalar,
bagisiklik sisteminin baskilanmasi baglica risk faktorlerini olusturur. Devamli
peritoneal diyaliz olan hastalarda peritonite neden olabilir. En yaygin tablo olarak
karin agrist ve bulanik diyalizat gorilmektedir. Hastalarin ¢ogu diyalizi

sonlandirmaya gerek kalmadan antibiyotik tedavisine yanit vermektedir. Ayrica
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perkutan transhepatik kolanjiografi, perkiitan safra drenaji sonrasi enfeksiyon
gelisen olgular bildirilmistir (3, 4).

Acinetobacter ile gozde konjonktivit, endoftalmit, protez kalp kapag:
endokarditi, lens kontaminasyonu sonucu korneal ulserasyon, perkitan
transhepatik kolanjiografi ve perkiitan safra drenajiyla iligkili kolanjit, pankreas ve
karaciger apseleri, otolog kemik iligi transplantasyonundan sonra geligen
osteomyelit, septik artrit ve perforasyon gibi enfeksiyonlarada neden olabilirler
(3).

4. Acinetobacter enfeksiyonlariin tedavisinde kullanilan antibiyotikler:

Acinetobacter izolatlarinin neden oldugu enfeksiyonlar, genelde genis
spektrumlu sefalosporinler, beta laktam \ beta laktamaz inhibitor kombinasyonlari
veya tek bagsina ya da aminoglikozidle kombinasyon halinde kullanilan
karbapenemlerle tedavi edilmektedir (4). En sik kullanilan kombinasyon, diisiik
direng oranlart ve in vitro sinerji gostermesinden dolay1 imipenem + amikasindir.
Seftazidim + aminoglikozid veya florokinolon kombinasyonu da etkili olabilir.
Imipenem + siprofloksasin kombinasyonunun in vitro ve in vivo aktivitesinin
oldugu gosterilmistir. Sefoperazon + sulbaktam kombinasyonu A. baumannii’ye
oldukga etkilidir (19).

Izole edilen Acinetobacter izolatlannin birgok antibiyotige direngli
olmasindan dolay1 tedavisi olduk¢a giigtir. (3, 4). Karbapenemler hala en etkili
antibiyotikler olsa da hastane enfeksiyonlarinda direng %11'e ulagmaktadir.
Imipenem ve meropeneme orta diizeyde direngli A. baumannii 'nin kullanildig: in
vitro ¢aligmalarda rifampisin + kolistin kombinasyonu sinerjik etkili bulunmustur

(19, 20).
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3.2. Antibakteriyellerin etki mekanizmalari

Enfeksiyon hastaliklarinin ilaglarla tedavisi 17. yizyilda baglamasina
ragmen 20. yiizyilda Paul Ehrlich’in mikroorganizmalarla ilaglar arasindaki 6zgul
kimyasal iligki, ila¢ direnci ve kombine tedavide temel prensipleri belirlemesiyle
kullanilmaya baglanmistir. Antimikrobiyal ajanlar i¢in gelistirilen bu kavramlarin
timi segici toksik etki adi altinda toplanir, yani antimikrobiyal ajanin miktart ve
tiri mikroorganizmaya zarar verirken, konaga zarar vermemelidir (8).

Bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan ilaglara antibakteriyel
veya antibiyotik adi verilir. Bazi antibiyotikler bakteri hiicresini olduriirken
(bakterisidal) bazilar tiremeyi durdurucu (bakteriyostatik) etki gosterir.

Antibiyotikler etki mekanizmalarina gore bes genel gruba ayrilir.

1. Hicre duvan sentezini engelleyenler

2. Protein sentezini engelleyenler

3. Nikleik asit sentezini engelleyenler

4. Folik asit sentezini engelleyenler

5. Hucre zarinin iglevini bozanlar

Bakteri huicresinin yagamsal yapilarindan biri olan hiicre duvart gram
pozitiflerde peptidoglikan ve teikoik asitten, gram negatiflerde ise peptidoglikan
ve dig memrandan olusur. Hicre duvart gucinii peptidoglikan yapisindan alir.
Peptidoglikan sentezi bes asamada gerceklesir. Birinci asamada, sitoplazmik
membranin i¢ yiuzindeki enzimler tarafindan peptidoglikan oncilleri; tridin
difosfo N asetilglukozaminden UDP N asetil muramik asit sentezlenir. Ikinci
asamada sentezlenen bu oOnculler sitoplazmik membranda bulunan bir lipit

tastyictya aktarlir, disakkarit pentapeptid tniteleri olusturulur ve membranin dig
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yiiziine tasimir. Ugilincii asamada yeni peptidoglikan tnitesi hiicre duvarindaki
onceki peptidoglikan zincire eklenir. Dordincii asamada transpeptidasyon
reaksiyonlan ile peptidoglikan zincirler arasinda gapraz baglar olusur ve en son
asama aslinda ikinci agamanin devamidir, tasiyict lipitten bir fosfat uzaklastirilir.
Hiicre duvarnt sentezini engelleyen antibakteriyellerin timt peptidoglikan
sentezinin degisik basamaklarini etkiler. Hiicre duvar sentezini engelleyen
antibiyotiklerin baginda beta laktam ajanlar ve glikopeptitler gelir (8, 11, 12).

Protein sentezini engelleyen antibiyotikler 50S alt uniteyi baglayan
antibiyotikler (makrolidler, kloramfenikol, ketolidler, streptograminler), 30S alt
tiniteyi bozanlar (aminoglikozidler, tetrasiklinler) olmak tizere iki gruptan olusur.
Nikleik asit sentezini etkileyen antibiyotikler; DNA replikasyonunu bozanlar
(kinolonlar), RNA replikasyonunu bozanlar (rifamisinler) ve DNA yapisini
bozanlar (metronidazol) olmak tizere ii¢ grupta toplanir (8).

3.3. Beta laktam antibiyotikler

Beta laktam antibiyotikler, hiicre duvar sentezini engelleyen ve yapilarinda
bir beta laktam halkasi bulunan, giinimuizde gerek hastane i¢inde, gerekse hastane
disinda en sik kullanilan antibiyotiklerdir. Beta laktam antibiyotikler hiicre duvari
sentezinin dordiincii agsamasinda yer alan transpeptidaz ve karboksipeptidazlar
inhibe ederek hiicre duvar sentezini durdururlar. Beta laktamlar, kimyasal
yapilarindaki ortak bir beta laktam halkasi ve bu halkaya baglanan bagka halkalar

ve yan zincirlerle belirlenir (sekil 1) (8, 36).
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Sekil 1. Beta laktam antibiyotiklerin kimyasal yapisi

Beta laktam antibiyotikler baslica 5 gruba aynlir: Penisilinler,
Sefalosporinler, Monobaktamlar, Karbapenemler, Beta laktam inhibitorleri

3.3.1. Penisilinler

Penisilin, ilk kez 1928’de Fleming tarafindan Pénicillium notatum
kilturunde elde edilmis daha sonra 1940 yillarinda Florey ve Chain calismalari
sonucu saflastirilarak klinikte kullanilmaya baslanmistir (8, 21, 22, 36).

Temel yapisinda bir tiazolidin halkasi bir beta laktam halkasindan bulunan
6-aminopenisilanik asit niikleusuna sahip dogal ve semisentetik antibiyotiklerdir.
Dogal penisilinler Pénicillium spp. den elde edilir. Yan zincirdeki degisiklikler
ilacin antibakteriyel ve farmakokinetik ozelliklerinde degisiklije neden olur.
Penisilinler bakterisidal etkiye sahiptirler.(21, 22). Penisilinler antibakteriyel
aktivitelerine gore alti gruba ayrilir.

1- Dogal penisilinler: penisilin G, prokain penisilin G, kristalize penisilin G,
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benzatin penisilin G, penisilin V (Fenoksi metil penisilin)
2- Penisilinaza direncli penisilinler (semisentetik): metisilin, nafsilin,
izaksazolil penisilinler ( kloksasilin, dikloksasilin), oksasilin
3- Aminopenisilinler: ampisilin, amoksisilin, bakampisilin
4- Karboksipenisilinler (Pseudomonaslara etkili penisilinler): karbenisilin,
indanil karbenisilin (korindasilin), tikarsilin
5- Uropenisilinler (pseudomonaslara etkili penisilinlere): azlosilin, mezlosilin,
piperasilin
6- Beta laktam inhibitorlii kombine penisilinler: ampisilin/sulbaktam,
amoksisilin/klavulonat, tikarsilin/klavulonat, piperasilin/klavulonat

Penisilinler gram pozitiflerin buytk bir ¢ogunluguna, gram negatiflerin
cogunluguna ve anaerobik mikroorganizmalara etkilidir. Penisilin G; penisilin
duyarli  Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus
pyogenes, viridans streptokoklar, Streptococcus bovis, Neisseria gonorrhoeae,
Neisseria meningitidis, Pasteurella multocida, anerobik koklar, Clostridium
turleri, Fusobacterium tirleri, Prevotella turleri ve Porphyromonas tirlerine ¢ok
etkilidir. Fakat son zamanlarda diinyada penisilin direngli pnémokoklarda artig
gorilmektedir (22). Penisilin sifiliz ve Actinomyces enfeksiyonlarinda secilecek
bir ilagtir. Penisilin V daha az etkili oldugu N. gonorrhoeae disinda penisilin G'ye
benzer etki spektrumuna sahiptir. Prototipi metisilin olan penisilinaz direngli
penisilinler esas olarak penisilinaz meydana getiren stafilokoklara etkilidir (21,
22). Stafilokoklarin %90’ indan fazlast salgiladiklari penisilinaz enzimi ile
penisilinleri inaktive ederler. Penisilinaz direngli penisilinler, penisilinaz meydana

getiren stafilokoklara karst diger penisilinlerden 25 kat daha etkilidirler. Gram
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negatif enterik bakterilerden yanlizca meningokok ve gonokoklara etkilidir ayrica
Bacillus anthracis, Clostridium tiirleri ve spiroketlere de etkilidir.

Aminopenisilinlerin etki spektrumu penisilin G'ye benzerdir, fakat buna
karsin enterokoklar ve Listeria monocytogenes'e daha etkilidirler. Haemophilus
influenzae ve Haemophilus parainfluenzae'yva ¢ok etkili olmalarina ragmen H.
influenzae 1zolatlarimn %35'den ¢ogu beta laktamaz trettigi i¢in direnglidir.
Salmonella enterica serovar Typhi de dahil olmak Salmonella ve Shigella
turlerine, FEscherichia coli suslarinin ¢oguna ve Proteus mirabilis bu ajanlara
duyarlidir (8, 21, 22).

Ampisilin Shigella'ya daha etkili iken amoksisilin Sa/monella’ya daha
etkilidir. Bu ajanlarin her ikisi de beta laktamazlar tarafindan inhibe edilir ve ¢ogu
Enterobactericeae ve Pseudomonas turlerine etkisizdirler. Ayrica Klebsiella,
Serratia, Acinetobacter, Proteus, Pseudomonas tirleri ve Bacteriodes fragilis’
lerin ¢ogu penisilinlerin bu sinifina direnglidir (21, 22).

Karboksipenisilinler ve ureidopenisilinlerinler dogal penisilin  ve
aminopenisilinlerin etkisiz oldugu gram negatif bakterilere daha fazla etkilidir. Bu
ajanlar Enterobacteriaceae ve P. aeruginosa beta laktamazlarina direnglidirler.
Uropenisilinler, streptekok ve enterokoklara karboksipenisilinlerden daha fazla
etkilidirler ve karboksipenisilinler, Klebsiella tirlerine karst inaktif olmalarina
karst dropenisilinler, Klebsiella tirlerinin %75’ten fazlasinda etkilidirler.
Uropenisilinler, Enterobacteriaceae ailesinin iiyelerinin ¢oguna ve anaerob
bakterilere mitkemmel etki ederler. Karboksipenisilinler, enterokoklara etkisiz
olmalarina kargin bu ajanlara karst aminoglikozidlerle sinerjistik olarak etki

edebilirler. Pseudomonaslara etkili penisilinler; piperasilin ve azlosilindir. Bu
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penisilinlerin  gram  pozitif bakterilere etkinlikleri, penisilin G ve
aminopenisilinlerden daha azdir ve beta laktamazlara direngli degillerdir (8, 36).

Beta laktamaz inhibitorlerinden hem dogal olan klavulanik asit, hem de
yart sentetik olan sulbaktam ve tazobaktam zayif antibakteriyel etkiye sahiptirler.
Bunlarin asil etkinlikleri, beta laktamazlarin aktif bolgelerine déniisiimstiz olarak
baglanarak beta laktamazlari inhibe etmeleri ile olur. Gunumiizde klinikte
kullanilan dort kombinasyon vardir. Bunlar; amoksisilintklavulanik asit,
ampisilin+sulbaktam, tikarsilin+klavunat ve piperasilin+tazobaktam
kombinasyonlaridir. Bu kombine preparatlardaki beta laktamaz inhibitorleri, tim
beta laktamazlari inhibe edemezler. Bu ilaglar genellikle Staphylococcus,
Haemophilus, Bacteriodes, Klebsiella tirleri ve FE.coli'nin basit beta
laktamazlarini inhibe ederler (8, 36) .

3.3.2. Sefalosporinler

Sefalosporinler, Cephalosporium acremonium adi verilen kif mantar
ekstraksiyonundan izole edilmigtir. Bunlar beta laktam halkasi ve dihidrothiazin
halkasindan olusan 7 aminosefalosporanik asit c¢ekirdegine sahiptir. (Sekil 1).
Sefalosporinlerde beta laktam halkasi yaninda, penisilindeki 5 tyeli tiazolidin
halkasi yerine 6 tyeli bir dihidrotiazin halkasit bulunur. Farmakokinetik ¢zellikleri
ve antibakteriyel aktiviteleri 3 ve 7. pozisyondaki degisikliklerde farklilagir. Beta
laktam halkasmdaki 7. pozisyona metoksi grup eklenmesiyle beta laktamazlara
yiksek derecede direngli olan sefamisinler olarak bilinen yeni bir grup olusur.
Farmokolojik ozellikleri, bakterilere karst etkileri, kimyasal yapilari ayni oldugu

icin sefalosporinler arasinda ele alinirlar (21, 22). Kronolojik esasa dayanan ve
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bakterilere karsi etki spektrumlarina gore sefalosporinler 4  grupta
siniflandirilabilir:

1. kusak sefalosporinler dar spektrumlu antibiyotikler olup, yalnizca
sefazolinin stafilokoklara etkinligi biraz daha az, gram negatif etkinligi diger 1.
kusak tyelerine gore biraz daha fazladir. Penisilin duyarli ve direngli S. aureus, S.
pneumoniae, S. pyogenes ve diger aerobik ve anaerobik streptokoklara etkilidirler.
Metisilin direngli S. aureus, S. epidermidis ve enterokoklar direnglidir. P.
mirabilis, Klebsiella tirleri ve baz1 E. coli turlerini igeren Enterobacteriaceae
ailesinin tyeleri duyarlidir. Pseudomonas tirleri (P. aeruginosa dahil), bazi
Proteus turleri, Serratia ve Enterobacter turleri direnglidir. B. fragilis grup
disindaki penisilin duyarli anaeroblara etkilidir (8, 21, 22)

2. kusak sefalosporinler, genisletilmis spektrumlu antibiyotikler olup, gram
negatif bakterilerde bulunan bazi beta laktamazlara karsi direngli ve bunun sonucu
olarak gram negatif organizmalara karst artmis aktiviteye sahiptir. Haemophilus
influenza, Neisseria turleri ve anaerob patojenlere karst daha etkili Pseudomonas
tirlerine kargi etkisizdir.

3. kusak sefalosporinler, 1. Kusak sefalosporinlere gore gram pozitif
koklara daha az etkili, 2. Kusak sefalosporinlere gore Enterobacteriaceae ve
pseudomonas aeruginosa’ya daha c¢ok etkilidirler. Ayrica F.coli, Klebsiella spp.,
Proteus mirabilis, indol (+) Proteus, Providencia ve Serratia’ya kars1 etkilidirler.
Anaeroblara kargt etkileri degisik derecededir. (10). 3. Kusak sefalosporinlerin
gram negatiflere karst genis spektrumlu olmalari beta laktamazlara karst direngli
olmalart ve gram negatif basillerin hiicre duvarlarindan  kolayca

gegebilmelerinden kaynaklanir (8).
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Sefepim ve sefpirom Bush class 1 beta laktamazlara karst artmig
dayanikliliklari olan ve benzersiz ozellikleri olan dordinci kusak (genislemis
spektrum)  sefalosporinlerdir.  Bu  antibiyotikler P.  aeruginosa ve
Enterobacteriaceae’nin derepresse class 1 beta laktamazlarina karst da etkilidirler.
Ek olarak sefepim ve sefpirom gram negatif bakterilerin dig membranina iyi
penetre olurlar. Buna karsi anaeroblara veya enterokoklara klinik olarak
etkisizdirler (21, 22).

3.3.3. Monobaktamlar

Monobaktamlar, dogal monosiklik beta laktam antibiyotiklerdir.
Gunimiizde klinikte kullanilan tek monobaktam antibiyotik, aztreonamdir.
Monobaktamlar, yapisinda bulunan beta laktam halkasina ekli bagka bir halka
bulunmamast ile diger beta laktamlardan ayrilirlar. Aztreonam gram negatif
aeroblarin PBP 3'Une baglanarak bakteri hiicre duvar sentezini bozdugundan gii¢la
gram negatif etkinlige sahiptir. Pseudomonas aeruginosa’ya da etkilidir, ancak
gram pozitif bakterilere ve anaeroplara etkili degildir. Bu nedenle ciddi hastalarda
ampirik tedavide tek bagsina kullamlmamalidir. Aminoglikozitler gibi toksik
olmayis1 ve penisiline alerjisi olan hastalarda kullanilabilmesi birer avantajdir (21,
22).

3.3.4. Karbapenemler

Karbapenemler, en genis antibakteriyel etki spektrumuna sahip antibiyotik
sinifidir. Kromozomal AmpC ve GSBL enzimlerine direnglidir. Hem genis
spektrumlu olmalari, hemde beta laktamaz enzimlerine direngli olmalarindan
dolay1 ozellikle ¢oklu direngli gram negatif bakteri infeksiyonlarinda yaygin

kullanilan antibiyotiklerdir. Ancak, son yillarda diren¢ oranlarinin artmasi sonucu
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tedavide yaygin kullanimlart azalmistir (21). Karbapenemler, bir toprak
organizmasi olan Streptomyces cattleya tarafindan yapilan tienamisin tirevleridir.
Temel yapilart penisilinin laktam halkasina benzemekle beraber bazi farkliliklar
vardir ve karbapenemlerin pek ¢ok beta laktamaz enzimine direngli olusunun
nedeni hidroksietil yan zincirindeki farkli #rams konfigtirasyonudur. Bu
konfigirasyon sadace faropenemde farklilik gostermekle birlikte diger uyelerinin
hepsinde aynidir. Bu nedenle son olarak CLSI (Clinical Laboratory Standarts
Institute) karbapenem sinifi ilaglar1 "karbapenemler" ve "penemler" olarak iki alt
gruba ayirmistir. Penem alt grubunda yalnizca faropenem yer almaktadir.
Karbapenem alt sinifinda ise imipenem, meropenem, ertapenem ve yeni
gelistirilmekte olan doripenem vardir (6, 21, 22).

Kiguk farkliliklar disinda karbapenemler genellikle benzer antibakteriyel
etkiye sahiptir. Aerobik gram pozitif stafilokoklar (penisilin duyarli ve direngli
izolatlar), viridans streptokoklar, grup A, B, C ve G streptokoklar, Bacillus tirleri
ve L. monocytogenes’e mitkemmel etki gosterirler. Imipenemin gram pozitif
bakterilere meropenem ve ertapenemden 2-4 kat daha etkilidir, fakat metisilin
direngli stafilokoklar tiim karbapenemlere direnglidir (22).

Karbapenemler, Gram negatif aerop bakterilerden FEnterobacteriaceae
ailesine, P. aeruginosa ve Acinetobacter suglarinin ¢oguna, beta laktamaz yapan
Haemophilus  influenza, Neisseria gonorrhea ve Mycobacterium avium
intracellulare suglarina  etkilidir. Meropenemin gram negatiflere etkisi
imipenemden daha fazladir. Bilinen en genis spektrumlu antibiyotik olan
imipenemin gram pozitif, gram negatif, aerob ve anaerob mikroorganizmalara

etkinligi vardir. Bu mikroorganizmalarin gogu igin MIK 4 mg/L’nin altindadir.
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Enterobacteriaceae ve non fermentetif gram negatif bakteriler igin smir MIiK
degerleri Tablo 2’de gorulmektedir. Karbapenemler anaerobik gram pozitif
koklar, Clostridium, Bacteroides fragilis grubu, Fusobacterium, Porphyromonas
ve Provotella gibi anaerob tirlere karsi en gugli beta laktamlardir ve bu
aktiviteleri en az klindamisin ve metronidazol kadardir (22, 24).

Imipenem ve meropenem ciddi nozokomiyel enfeksiyonlarin tedavisi igin
kullanilmasi gereken antibiyotikler iken, ertapenem P. aeruginosa ve
Acinetobacter suglarina etkinliginin yeterli olmamasi nedeniyle siddetli toplumsal
kokenli enfeksiyonlar igin kullanilmalidir. Diren¢ gelisimin 6nleminde yaygin
kullanimlarindan kag¢inmak gereklidir. Son yillarda hastanelerden karbapenem

direngli A. baumannii suglar ile salginlar bildirilmektedir (8).

Tablo 2: Doripenem, ertapenem, imipenem ve meropenemin Enterobacteriaceae
ve non fermentetif gram negatif bakteriler icin MIK degerleri

Disk MIK
ng S I R S I R
Doripenem 10 >23 20-22 <19 <l 2 >4
Ertapenem 10 >22 19-21 <I8 <0.,5 1 >2
Imipenem 10 >23 20-22 <19 <1 2 >4
Meropenem 10 >23 20-22 <19 <l 2 >4

3.3.5. Beta laktamaz inhibitor kombinasyonlari

Beta laktamaz inhibitorleri, yapilarinda beta laktam halkast tagiyan ve
bundan dolay1 beta laktamlara ¢ok benzeyan ancak tek baglarina kullanildiklarinda
etkileri olmayan veya az olan maddelerdir. Giiniimiizde kullanilan beta laktam

kombinasyonlart; ampisilint+sulbaktam, amoksisilintklavulanik asit,
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sefoperazon+sulbaktam, piperasilin+tazobaktam, tikarsilin+klavulanik asittir (21).
a. Klavulanik asit: Antibakteriyel etkisi zayif bir maddedir ve Streptomyces
clavuligerus kdltirinden izole edilmistir. Stafilokoklar ve diger gram negatif
bakterilerin Urettikleri beta laktamazlari inhibe eder. Beta laktamaz ile birlesip,
geri donustimsuz acil enzim kompleksi olusturarak beta laktamaz enziminin beta
laktam antibiyotigini parcalamasini onler. Beta laktam antibiyotik ile beraber
kullanildiginda sinerjistik etki gosterirler (21).
b. Sulbaktam: Antibakteriyel etkisi zayif, semisentetik bir 6 dezaminopenisilin
sulfon’dur. Beta laktamaz enzimini inhibe eder. Penisilin ve sefalosporinlerle
sinerjistik etkiye sahiptir.(21).
c. Tazobaktam: Penisilanik asit sllfon tirevi olan tazobaktam yapisal olarak
sulbaktama benzer. Tek baslarina antibakteriyel etkisi zayif oldugu icgin cesitli
beta laktam antibiyotiklerle kombine olarak kullantlir (21).

3.4. Antibakteriyellerin direng mekanizmalari

Bir bakterinin, antimikrobiyal bir ajana karsi Oldiriici veya Uremeyi
durdurucu etkisine karsi koyabilme yetenegine direng denir. Bakterilerde
antibiyotiklere diren¢ gelismesi ile antibiyotik kullanimi arasinda dogrudan bir
iliski vardir. Antibiyotik kullaniminin daha fazla olmasi ve antibakteriyel ajanlarla
kontamine olmasindan dolayi hastaneler direngli bakteriler igcin uygundur. (1,11,
12). Bu nedenle, bakterilerdeki diren¢ orani, hastane enfeksiyonlarinda daha
fazladir. Bu oran hastanedeki bolimlere gore de farklilik gosterebilir, Grnegin
yogun bakim (nitelerinde saptanan enfeksiyon etkeni bakterilerde diren¢g daha
yuksek olabilmektedir (1). Bunun bir nedeni, bu bolumlerde antibiyotik

kullaniminin daha fazla olmasidir. Bakterilerdeki diren¢ mekanizmalari dort
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baglikta toplanabilir. Bunlar;

1- Hiicrede antibiyotik miktarinin azaltilmasi; dis membran gecirgenliginin
azaltilmasi, i¢ membrandan gecisin engellenmesi veya aktif atim pompast ile
olabilir.

2- Tlacin hedefinde degisiklik olmasi; mutasyon veya enzimatik degisiklikler
sebep olabilir.

3- Sentezlenen enzimlerin ilact inaktive etmesi

4- Antibiyotikten etkilenmeyen farkl: bir metabolik yol kullanilmasi

Bir mikroorganizmanin yapist nedeniyle antibiyotiklere karst direncli
olmasina yapisal (intrinsik) diren¢ denir. Bu diren¢ bir tirin butiin Gyelerinde
gorilir. Ornegin, gram negatif bakterilerin ¢ogunun vankomisin ve metisiline
yapisal olarak direngli olmalart gibi. Kazanilan (edinsel) direng ise bakterinin
kendi diizenleyici veya yapisal genlerindeki bir mutasyonla, bagka bir bakteriden
direng genlerinin edinilmesiyle veya bu mekanizmalarin ikisi birden yol agabilir.
Mutasyonlar hem kromozomal DNA’da olugmakta hem de plazmid veya
transpozonlardaki genlerde olabilmektedir. (1, 7, 11, 12).

Kromozomal direng; kromozomda spontan mutasyon olusmasina baglidir
ve klinikte bu tip diren¢ ¢ok nadirdir. Kromozomal mutasyon sonucu olusan
edinsel direng dikey evrim olarak tanimlanir. Antibiyotiklerin  bakteri
hiicresindeki  hedefleri, hiicrenin  yasamsal proteinlerdir. Kromozomal
mutasyonlar, antibiyotigin hedefinden bagka, bakterideki diizenleyici genlerde de
olusabilmektedir. Buna en i1yi 6rnek P. aeruginosa’da OmpD porininin ifadesinin
azalmasi ile imipeneme direng olugsmast ve atim pompalarinin etkisidir (11, 12).

Bakterinin direngli bir mikroorganizmadan genetik madde alarak direng
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kazanmasi yatay evrim olarak tanimlanir. Bu ge¢is hem ayni tirler arasinda hem
de farkli tir ve cinsler arasinda olabilir. Genetik madde gegisi konjugasyon,
transditksiyon ve transformasyon yoluyla olabilir. Bakterinin bagka bir bakteriden
genetik madde almasi plasmid, transpozon veya bakteriyofaj araciligt ile olur.
Plazmidler, kromozomlardan bagimsiz olarak replike olmalarna karsilik,
transpozonlar bagimsiz olarak replike olamazlar. Klinikte gorilen daha ¢ok
plazmidlere bagli direnctir (1, 7, 9, 11, 12). Ozellikle hastane gibi yogun
antibiyotik kullanilan yerlerde direng genlerini tasiyan bakterilerde artig
gorilmesi, bu direncin transfer edilebilir olmasindan kaynaklanmaktadir.
Transpozonlar, bir DNA molekalinden digerine gegebilen DNA dizileridir.
Kromozom veya plazmid icinde bulunmakta, bunlar arasinda yer
degistirebilmektedir. Ayrica bazi transpozon veya plazmidlerde, integron adi
verilen ve yeni genlerin kazanilmasini saglayan genetik yapilar bulunmustur. Bir
bakterinin, ¢ok kisa bir stre iginde bir ¢ok antibiyotige birden ¢ogul direngli
duruma gelisine, integronlarin sebep oldugu anlagilmistir (7,11, 12).

Diren¢ genlerinin bakteriler arasinda gegis yollarimin en basiti,
transformasyondur. Bakteriler, bagka bir bakterinin lizisi sonucunda ortaya ¢ikan
ciplak DNA molekiillerini alarak, bakteri kromozomuna yeterli homoloji gosteren
bolgelere rekombinasyon ile kendi DNA’larina katmalari olarak tanimlanir. Buna
en iyi orek Streptococcus pneumoniae 'daki penisilin ve sefalosporin direncidir.
Ancak bir¢cok bakteri, dogal tranformasyon yapamadigi i¢in daha sik olarak
konjugasyon yoluyla genetik madde geg¢isini yapar. Konjugasyon yoluyla direng
geninin aktarimi transposon, integron ve daha ¢ok plazmidler aracilig ile olur.

Plazmidler, kromozomdan bagimsiz olarak replike olabilen kromozom dist
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genetik yapilardir. Baz1 plazmidlerin konak ag¢isindan ¢ok 6zgiil olmasina karsin,
bazilan bir¢ok farkli tiir bakteriye girip replike olabilmektedir. R-plazmidi adi
verilen diren¢ plazmidleri, sayilar1 10’a varan farkli antibiyotige direng gosteren,
genleri tagiyabilirler ve bu genleri duyarli bakterilere tagiyarak onlarinda direngli
hale gelmesine neden olurlar. Plazmidler, transpozon ve integron gibi direng
elemanlar i¢in bir ara¢ gorevide yaparlar. Transpozonlar bagamsiz olarak replike
olamadiklarindan plasmid, kromozom veya bakteriyifaj i¢inde bulunurlar.
Plazmidler arasinda direng genleri genelde transpozonlar tarafindan taginmaktadir.
Bunlar diren¢ genlerini, plazmitden plazmide, plazmitden kromozoma ya da
kromozomdan plazmide tagiyabilmektedir. Bazi transpozonlar bakteriden
bakteriye kendileri gecebilirler, bunlara konjugatif transpozonlar denir. Ancak
bunlar ¢ogunlukla gram pozitif bakterilerde gozlenmektedir. Integronlarin
yapisinda integraz enzimini kodlayan bir gen, gen kasetleri ve gen kasetlerinin
yerlestigi bir integrasyon bolgesi bulunur. Direng integronlar ve siiperintegronlar
olmak tzere iki grup integron vardir. Direng integronlar1 antibiyotiklere direnci
kodlar, kaset sayist 10°dan azdir ve bakteri kromozomu, plazmid veya transpozon
tizerinde bulunurlar. Superintegronlar ise tire 6zgl, farkli iglevleri kodlayan,
bakteri kromozomuna yerlesmig 100’tin Uzerinde gen kasetinden olusabilir.
Antibiyotik direng genlerini kodlayan beg integron sinifindan en ¢ok gorillen sinif
1’dir. Diren¢ geninin bakteriler arast gecisinde en az gorilen transdiikstiyondur.
Transdiiksiyonda direng genleri bakteriyofaj araciligi ile bir bakteriden digerine

gegmektedir (1, 7, 24, 25).
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3.5. Beta laktam antibiyotiklere diren¢ mekanizmalar:

Beta laktam antibiyotiklere karsi olusan U¢ farkli direng mekanizmasi
vardir.

1- Hedef penisilin baglayan proteinlerde (PBP) olusan degisiklikler sonucu
olusan direng
2- Tlacin hiicre igine girisinin engellenmesi ile olusan direng
3- Beta laktamaz enzimleri ile olusan direng (1, 11, 12, 24).
3.5.1. PBP'lerde olusan degisiklikler sonucu olusan direng

Bu mekanizma klinikte yaygin degildir ve PBP'nin asint sentezi sonucu olusur.
Buna en 1yi 6rnek PBP4'u asir1 sentezleyen Staphylococcus aureus izolatlarinda
metisilin direncidir (1). Bu direng i¢in meydana gelen mekanizmalar;
Beta laktam antibiyotiklere diisiik afinite gosteren yabanci PBP'lerin
edinilmesi:

S. aureus'daki metisilin direnci en iyi Ornektir. Duyarli S. aureus
suslarinda PBP2 ve PBP3, peptidoglikan sentezinde rol oynayan penisilin
baglayan proteinlerdir. MecA geni tarafindan beta laktam antibiyotiklere afinitesi
disik olan bir PBP (PBP2a) sentezlenmesi ile metisilin direnci olusur. PBP2a
proteini PBP2 ve PBP3'in iglevini yuritebilmekte, ayrica tim beta laktam
antibiyotiklere karg1 digiik afinite gostermektedir. Bu nedenle metisiline direngli
olan suglar tim beta laktamlara direnglidir. Hastane kaynakli metisiline direngli S.
aureus 1izolatlar1 florokinolonlar, makrolidler, aminoglikozidler, tetrasiklin,
rifampin ve fusidik asit gibi diger grup antibiyotiklere karst ¢oklu direng

gosterebilmektedir. Bugiine kadar  ¢oklu direngli S. aureus izolatlarinm
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toplumdakilerden farkli oldugu gdzlenmis, coklu direncin hastanede bulunan
suslarda gelistigi ve yayildigi saptanmistir (1,11, 12).

Beta laktam antibiyotiklerin afinitelerinin ylksek veya dusuk oldugu PBP ile
rekombinasyon yapmasi:

Dogal transformasyon yapan turlerde, duyarl bir tiriin PBP'ler ile daha az
duyarh bir tirden alinan PBP'ler arasindaki rekombinasyon yapmasi sonucu
olusur. Buna en iyi Ornekler; S. pneumoniae, viridans streptokoklar, Neisseria
gonorrhoeae, Neisseria meningitidis'dir. S. pneumoniae'de godzlenen penisilin
direnci bu mekanizma ile olusmaktadir. Degismis bu PBP'leri kodlayan genler
pnomokoklarda "mozaik gen™ olarak tanimlanmaktadir (1, 11,12).

PBP'lerdeki nokta mutasyon sonucu beta laktam antibiyotiklere afinitenin
azalmasi:

Bu tip direng en sik E. faccium suslarinda PBP5'lerinde g6zlenmektedir ve
penisilin direncine neden olmaktadir. Mutasyonlarin ¢ogu beta laktamlarin
baglanma boélgelerine yakin bolgelerde olusmaktadir. Haemophilus influenzae'da
PBP3A veya PBP3B'deki nokta mutasyonlari sonucu ampisilin direnci
olusmaktadir (1).

3.5.2. llacin hiicre icine girisinin engellenmesi ile olusan direng

Bu direng ya antibiyotigin hticre icine yeterli alinmamasindan veya hedefe
ulasmadan disar1 atim saglayan aktif pompa sistemlerinden kaynaklanir (1, 24,
32).

Dis membran protein (OMP) ifadesinde azalma:
Antibiyotikler etki gosterebilmek igin 0Oncelikle hedeflerine ulagmalari

gereklidir. Ornegin, beta laktam ajanlar PBP’lere baglanabilmek icin sitoplazmik
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zarin dis yuzine ulasmalari gerekir. Ancak, gram negatif bakterilerin dis zarlari
yarl gecirgen Ozelliginden dolay! antibiyotigin iceri alinmasini engeller. Bu
nedenle gram negatiflerde kicuk hidrofilik molekiller dis zardan kiguk, ici su
dolu kanalciklar olan porinler araciligi ile gecebilirler ve porinlerdeki degisiklik
veya porin kaybi antibiyotigin girisini engeller. Porinlerin ¢zellikleri ve sayilari
ile antibiyotigin ozellikleri (yuk, c¢ozunurluk, blyuklik) hicre icine giris hizini
belirlemektedir. Beta laktam antibiyotiklerin c¢ogu hidrofilik yan zincirler
icerdikleri icin porin proteinlerdeki degisimlerden etkilenmektedir. Ornegin, P.
aeruginosa suslarinda karbapenemler igin 6zel bir porin olan OmpD kaybi
sonucunda bu antibiyotik sinifina karsi direng gelismektedir. Yine Escherichia
coli suslarinda dis membran porinlerinden OmpF ve OmpC kaybi ise beta laktam
MIiK degerlerinde 8-16 kat artis gorilmektedir (1, 24, 32).

Porin kaybinin tek basina beta laktam antibiyotik direncine sebep olmasi
nadirdir. Bu nedenle beta laktam antibiyotik direncine neden olan ikinci bir yol
daha vardi ve bu atim pompa sistemidir. Ornedin P. aeruginosa'da beta laktam
antibiyotik direncine neden olan bir "atim pompasi” mekanizmasi tanimlanmistir
(1, 24, 32).

Atim (efluks) pompalari:

Atim pompa sistemleri antibiyotiklere duyarli ve direngli tim
mikroorganizmalarda bulunmakta, mutasyonlar sonucunda antibiyotiklere direng
olusturmakta ve hicrenin amfilik olan ilaglardan (6rnegin antibiyotikler)
korunmasini  saglamaktadir (1, 24). Son vyillarda bir c¢ok bakteride ¢oklu
antibiyotik direncine neden olan, plazmid veya kromozom kontrolundu gesitli

atim pompalari tanimlanmistir. Bu atim pompalari beta laktam antibiyotiklerinde
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aralarinda bulundugu bircok antibiyotige karsi gelisen dogal veya kazanilmis
direncte 6nemlidir (24).

Atim pompa sistemleri bakterilerde 5 grupta toplanmaktadir (1). Bunlar;
ABC (ATP-binding cassette), MF (major facilitator), SMR (small multidrug
resistance), MATE (multidrug and toxic compound extrusion) ve RND (resistance
nodulation division) olarak tanimlanmistir. Bunlardan bazilar sitoplazmik
membranda yerlesmis tek bilesenli tastyicilardir ve substratlarini membranda
yakalayarak disari atmaktadir. Gram negatif bakterilere 6zgu olan RND tasiyicilar
ise U¢ bilesenlidir. Bu u¢ bolumli pompada sitoplazmada yerlesmis bir pompa
proteini, bir dis membran proteini (Omp) ve membran flizyon proteini (MFP) adi
verilen bir periplazmik protein bulunmaktadir. Ornegin P. aeruginosa' da enerjiye
bagimh stoplazmik membran proteini (MexB, MexD veya MexF), dis membranda
bulunan, por olusturan ve dis membranda ¢ikis yolu saglayan protein (Opri,
OprJ veya OprN) ve periplazmik boslukta bulunan protein (MexA, MexC veya
MexE) diger iki protein arasinda bir baglanti olusturmaktadir (1,7, 11).

MDR (multiple drug resistance) alim pompalari, antibiyotik, antiseptik ve
dezenfektanlar gibi yapisal olarak birbiriyle iliskisiz farkli bilesikleri taniyarak
hlcreden atan membran transport proteinleridir.

3.5.3. Beta laktamaz enzimlerinin olusturdugu direncg

Beta laktam antibiyotiklere karsi klinikte en cok gorulen direncler,
bakterilerin beta laktamaz enzimlerini sentezlemesi ile olusmaktadir. Bu enzimler
beta laktam halkasindaki siklikamid bagini parcalayarak, beta laktam ajanlarin

etkinligini ortadan kaldirirlar. Penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar ve
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karbapenemler, beta laktamaz ailesindeki enzimlerden biri veya birkaci tarafindan
inaktive edilebilirler.

Beta laktamazlar, gram pozitif bakterilerde dogrudan dis ortama salinirlar
(1, 11, 12, 24). Gram pozitif bakteriler icinde beta laktamaz sentezleyen en 6nemli
patojen S. aureustur. Gram pozitif bakterilerde, beta laktamaz enzimleri plazmid
kontrolindedir ve bakteriyofajlar aracihigi ile duyarl hiicrelere gegebilmektedir.
Gram negatif bakterilerde ise beta laktamazlar, dis membran ile stoplazmik
membran arasindaki periplazmik boslukta bulunmaktadir. Bu nedenle Gram
negatif bakteri turlerinde direngten sorumlu beta laktamazlar, sikhkla ilag
gecirgenligi ile ilgili mekanizmalar da rol almaktadir. Basta Enterobacteriaceae
uyeleri olmak lizere, Gram negatif bakterilerin beta laktam direncindeki en énemli
mekanizmadir (1,7, 11, 12, 24). Beta laktamaz genleri bakteri kromozomunda
veya plazmid, transpozon, integron gibi hareketli genetik elemanlarda bulunabilir.
Gram negatif bakterilerde, beta laktamaz enzimleri kromozom, plazmid veya
transpozonlarin kontrolindedir (12).

integronlar bla genlerin yayiliminin énemli bir kaynagidir. Ambler'in A, B
ve D gruplarina ait beta laktamazlari tasiyan integronlari A. baumannii, P.
aeruginosa ve diger gram negatif bakteri turlerinde bulunmustur (1, 10, 24).
integronlarda tasinan beta laktamazlar VEB-1, VEB-2, GES-1, GES-2, IBI-1,
CTX-M-2, CTX-M-9, PSE-1 ve ¢esitli OXA beta laktamazlardir. Karbapenemlere
direng olusturan OXA ve metallo enzimler de (IMP-1, 2, 3 ve IMP-4, IMP-8, 9,
10, 11, IMP-12, VIM-1, VIM-2, ve GIM-1) integronda tasinan beta

laktamazlardir (1, 10, 15, 24, 34).
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Tablo 3. Bush-Jacoby ve Ambler’e gore Beta laktamazlarin siniflandirilmast

Klavulanik

Beta laktamaz Molekiiler simf . ETDA Ornek
Lokasyon Substrat asit s .
gruplar: (Ambler) s inhibisyonu  enzimler
inhibisyonu
Gram negatif
K bakterilerin
1 C lrom(?gom Sefaloporinler B AmpC enzimleri;
plazmi MIR-1
Gram pozitif
bakterileri
2a A plazmid Penisilinler artertern
- penisilinazlar
. TEM-1, TEM-2,
b A Krom(?zom Sefe.ll(.)porlnler, SHV-1
plazmid penisilinler -
TEM-3 ile
Penisilinler, TEM26, SHC-2
Kromozom dar ve genig ila SHV-6,
2be A lazmid spektrumlu B Klebsiella
prazmi sefaloporinler, oxytoca K1
monobaktamlar
TEM-30 ila
2br A plazmid Penisilinler - B TEM- 36, TRC-1
PSE-13.4
5 A i Penisilinler, 7
¢ gestt karbenisilin -
OXA-1 ila OXA-
s Penisilinler, 11,PSE-2 (OXA-
d D gesitli oksasilin . - 10)
Proteus
vulgaris’in
2e A cesitli Sefaloporinler B indiiklenebilir
sefalosporinazlar
silinl Enterobacter
Pefn 1151 n .erl’ cloacae’nin
of A Kromozom ls(e e;)oporln Tr’ NMC-A s1 OXA-
plazmid ar a‘t’fl‘lfm o 24, 26, 40, 51,
monobaktam 58.72
Bacteroides
Monobaktamlar fragillis’in
3 B gesitli harig tiim beta + CerA’si VIM,
laktamlar IMP , SPM, GIM
Pseudomonas
cepacia’nin
4 belirlenmemisg Penisilinler penisillinazi
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3.6. Beta laktamazlarin siniflandiriimasi

Gunumuzde, substrat profili, molekiler yapi, inhibitorlere duyarlilik,
hidrolitik etkinlik gibi 0Ozellikler agisindan farkli, 900’e yakin beta laktamaz
tanimlanmuistir (1).

Bu enzimler, kullandiklari substratlara, biyokimyasal o6zelliklerine, gen
dizilerine, kesfedildikleri yerlere, genlerin kromozom uzerindeki yerlerine, bakteri
cinsine, 0Ornegin izole edildigi hastaya ve son olarak enzimi tanimlayan
arastirmacilya gore isimlendirilebilmektedirler. Beta laktamazlarin
siniflandiriimasinda en ¢ok Bush-Jacoby-Medeiros veya Ambler siniflandiriimasi
kullaniimaktadir (1, 7, 10,11, 83).

Ambler tarafindan  yapilan  siniflandirma,  enzimleri  kodlayan
nikleotidlerdeki aminoasit dizilerinin  benzerligine dayanan molekiler
siniflandirmadir (Ambler, 1980). Bu siniflandirmaya goére beta laktamazlar A, B,
C ve D olmak Uzere dort grupta toplanmaktadirlar (1, 7, 9, 83).

Sinif A: Aktif bolgelerinde serin aminoasit tastyan, oncelikle penisilinleri hidroliz
eden beta laktamazlardir. Gram negatiflerde en sik bulunan TEM-1 enzimi en iyi
bir ornektir.

Sinif B: Aktif bolgelerinde ginkoya iceren kromozomal bir enzimlerdir. Penisilin
ve sefalosporinlerin ylksek hidrolizine sahip diger beta laktamazlarla ayni
bolumde yer alirken 1990°da plazmid kaynakli bir MBL olan IMP-1 tanimlanmis
ve bu grup Uzerindeki dustince degismistir (74).

Sinif C: Aktifbolgelerinde serin aminoasit tasiyan, éncelikle sefalosporinazlardan
olusan, kromozomal AmpC geni tarafindan kodlanmasi nedeniyle AmpC olarak

da adlandirilan enzimlerdir. Bu enzimleri treten organizmalarin sayisi gz 6nlinde
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bulunduruldugunda en yaygin beta laktamazlar arasindadir. Disiik tiretildiklerinde
sadece sefalosporinlerin antibakteriyel aktivitelerini bozarken, yiiksek seviyede
diger beta laktamlarin aktivitelerini bozabilirler.

Sinif D: Oksasilini hidroliz eden serin beta laktamazlardir.

Bush-Jacoby-Medeiros 1995 yilinda beta laktamazlarnt hem biyokimyasal
ozellikleri ve substrat profillerine gore, hem de penisilin, oksasilin, karbenisilin,
sefaloridin, genisletilmis spektrumlu sefalosporinler ve imipeneme karst hidrolitik
spektrumlart ve klavulanik aside duyarliliklarini esas alarak 1’den 4’e¢ kadar
gruplandirmislardir.

Grup 1 beta laktamazlar (AmpC beta laktamazlar):

Cogu kromozomal olan, molekiiler simif C, bu grup beta laktamazlardir.
Salmonella ve Klebsiella diginda hemen tim gram negatif bakterilerde
sentezlenmektedir. Ancak miktar, sentez yolu ve dirence etkileri acisindan
farkliliklar gostererek yiiksek veya dusiik diuzeyde uretilebilir. Kromozomlarda
kodlanan (ve induklenebilen) enzimler ozellikle Citrobacter freundii,
Enterobacter spp., E. cloacae, Morganella tnorganii, P. aeruginosa ve Serratia
marcescens'in  klinik izolatlarinda o6nemlidir. Bu gruptaki beta laktamazlar
plazmidlerde de gorilebilmektedir ancak bunlarin indiklenebilir 6zellikleri
yoktur. Plazmid kontroliindeki grup 1 beta laktamazlar1 diinyanin her yerinde bir
cok gram negatif bakteride tanimlanmistir. Bu enzimleri igeren konak suslar K.
pneumoniae, Enterobacter aerogenes, S. enterica serotip Enteritidis ve
Senftenberg, L. coli, Proteus mirabilis, Morganella morganii ve Klebsiella
oxytoca'dir. Plazmid kontrolunda AmpC enzimleri igeren klinik izolatlarda porin

proteinlerinin kaybedilmesi karbapenemlere dirence yol agabilir (1, 7, 10, 12, 23,
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24). Grup 1 beta laktamazlar klavulanik asit ve sulbaktam ve tazobaktamdan
etkilenmezler, buna karsi aztreonam ve kloksasilin tarafindan inhibe edilirler.
Sefaloridin ve sefalotini penisilinden daha hizli hidroliz ederler. Karbapenemlere
karst da duyarlidirlar (1, 9). Bu enzimler normalde bakteri tarafindan bir
baskilayict mekanizma ile dusik dizeyde sentezlenirken penisilin ya da
sefalosporin gibi bir antibiyotik ortama eklendiginde enzimin sentezinde artisa
neden olabilir (23, 24). Degisik oranlarda olmak tizere farkli beta laktam
antibiyotikler Grup 1 beta laktamazlan indikleyebilirler. Ancak, indukleyici beta
laktamin ortadan kalkmasiyla bakteri tekrar eski seviyesine geri doner. Bu ytuzden
bu mekanizma ile klinikte kalict bir direng s6z konusu olmaz. Ana problem bu
enzimleri dogal olarak fazla miktarda sentezleyen mutant suslar nedeniyle olusur.
Beta laktamaz tastyan bu bakterilerde, normalde 10°-10" arasinda bir siklikla
baskilanmis mutantlar bulunur. Beta laktamaz enzimlerinin sentezi, bu
baskilanmig mutantlarda devamli ve yiksek dizeyde olmaktadir. Boyle
bakterilerle olugan infeksiyonlarin bir indiikleyici antibiyotik ile tedavisi sirasinda
duyarli bakterilerin ortadan kalkmasi ve antibiyotik etkisine direngli dogal
mutantlarin ortamda ¢ogalmast ile tedavi basarisizliklari olabilmektedir. Direngli
bakterilerin hastane mikroflorasina yerlesmesine bagli olarak da hastane
infeksiyonu epidemileri ortaya ¢ikabilmektedir (7, 9, 23, 24).
Grup 2 beta laktamazlar

Timi molekiler smif A ve D’de yer almaktadir. Penisilinleri,
sefalosporinleri, kloksasilini, karbenisilini, karbapenemleri ve monobaktamlari

hidroliz etmelerine gore 6 alt gruba ayrilirlar (1). TEM ve SHV grubu enzimler,
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2b, 2be ve 2br alt grubunda bulunan sik soyutlanan tiirlerde yaygin olmalar ve
plazmidlerce taginmalari nedeniyle klinik agidan 6nem tagimaktadirlar (7, 11, 12).
2a: Bu alt grupta penisilini hidrolize eden, klavulanik asite duyarli enzimler
bulunmaktadir. S. aureus’un enzimleri, Bacillus cereus’un kromozomal beta
laktamazlan, Citrobacter amalonaticus, Fikenella corrodens ve Fusobacterium
nucleatum’ da tanimlanan enzimler de bu gruptadir (1, 9, 11, 12).

2b: Bu gruptaki beta laktamazlar klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktam gibi
beta laktamlara duyarlidirlar, hem penisilin hem sefalosporinleri hidrolize ederler
(23). Bu enzimlere ampisilin, karbenisilin, tikarsilin, sefalotin gibi beta laktam
antibiyotiklere diren¢ olusturmalart nedeniyle genis spektrumlu denilmistir.
Plazmid kontroliindeki “genis spektrumlu” TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 enzimleri
bu gruptadir ve  Enterobacteriaceae ailesinde yaygin olarak bulunurlar. E. coli
suslarinda ampisilin ve amoksisilin direncine en stk TEM-1 beta laktamazlar
neden olur. Ayrica TEM-1 enzimi, diger Enferobacteriaceae tyelerinde oldugu
gibi Haemophilus, Vibrio ve Neisseria gibi diger cinslerde de bulunur. SHV-1
ozellikle K. pneumoniae suslarinda bulunur. (1, 11, 12).

2be: TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 gibi ana enzimlerde, Oksiamino beta laktamlar ve
monobaktamlar gibi antibiyotiklerin yaygin kullanimi sonucunda 1-4 aminoasit
degisikligi ile geniglemis spektrumlu beta laktamlara (seftazidim, seftriakson,
sefotaksim veya aztreonam) da etki eden yeni TEM ve SHV enzimleri geligmistir
(7, 11, 12). Bu yeni beta laktamazlar GSBL (genislemis spektrumlu beta
laktamazlar) olarak isimlendirilir. Bu enzimler sefalosporin ve aztreonamlarin

gelisiminden kisa bir sire sonra tanimlanmistir. Sefoksitin, sefotetan ve

klavulanik asit gibi beta laktamaz inhibitorlerine duyarhidirlar. Ozellikle
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Klebsiella ve E. coli suslarinda yaygindir. Plazmid kokenli ve ¢oklu antibiyotik
direnci gosterirler. Tiirler arasi transfer edilebilirler. Ik basta ESBL SHV ve TEM
beta laktamazlarimin bir tireviyken, 10 yil i¢inde tim dinyada, CTX-M beta
laktamazlan TEM ve SHV kaynakli ESBL’lerin yerine ge¢mistir (72, 73). Ik iki
CTX-M enzimleri 1990 yillarinda Bati Avrupa ve Guiney Amerika’da
tanimlanmig (71). Bu grupta ilk kez Tirk izolatlarinda saptanan enzimlerden biri
olan PER-1 seftazidime ¢ok direngli, seftazidim-klavulonik asite ¢ok duyarlidir.
ESBL, hala beta laktam direngli bliytk salginlara sebep olmaktadir.

2br: TEM-30’dan TEM-36’ya kadar olan TEM enzimleri ile TRC-1 enzimi bu
gruptadir. Bu beta laktamazlar klavulanik asitten etkilenmeyen genis spektrumlu
beta laktamazlardir.

2¢: PSE-1, PSE-3, PSE-4 beta laktamazlar, Aeromonas hydrophilia’min AER-1
enzimi, M. catarrhalis’in BRO-1 ve BRO-2 enzimleri, Vibrio cholerae’nin SAR-1
enzimi de bu gruptadir. Bu beta laktamazlar karbenisilini hidroliz ederler ve
klavulanik asite duyarlidirlar.

2d: Grup 2’nin diger alt gruplarinda bulunan tiim enzimler, molekiler sinif A’da
yer alirken, sadece bu alt grup molekiiler sinif D’de yer alir. Bu grupta oksasilini
penisilinden daha hizli hidroliz eden OXA grubu beta laktamazlar vardir. Tim
grup 2d beta laktamazlar amino ve karboksipenisilinleri biiyiik 6l¢iide hidrolize
eder (1, 10, 11, 12). Klavulanik asit ve sulbaktama diren¢li olmalar1 ve hastane
kokenli suslardan izole edilmelerinden dolayr 6nemli bir gruptur. OXA tipi
enzimlerden iki alt sinif 6nem tagimaktadir; birincisi 6zellikle Turkiye kokenli P.

aeruginosa suslarinda gortlen GSBL turevleri, ikinciside ozellikle A. baumannii
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suslarinda gorilen, karbapenemleri hidrolize eden tlrevleridir. Bu enzimlerin
karbapenemaz aktiviteleri modifiye Hodge testi ile gosterilebilir (11, 12).

2e: Bu gruptaki beta laktamazlar sefalosporinaz olmalarina Kkarsin, grup
1’dekilerden farkli olarak klavulanik asitle inhibe olmaktadirlar. E. colfden izole
edilen FEC-1 ile S. maltophilia’nin L2 ve B. fragilis’in CepA enzimi, Bacteriodes
uniformis ve Bacteriodes vulgatus'un kromozomal CblA ve CfxA enzimleri bu
grubta yer almaktadir (7, 10, 11, 12, 24).

2f: Karbapenemlerin ¢ogunu hidroliz edebilir. Bu kromozomal enzim grubunun
ilk raporu Bati Amerika ve Londra’da Enterobakter suslarinda gérilmis ve 10 yil
sonra Boston ve Chichago’da kiiciik salginlar seklinde goriilmiistiir. ilk plazmid
kaynakli serin karbapenemaz olan KPC ABD’de rapor edilmistir. Glnlmuzde
KPC enzimlerini Acinetobacter spp. ve P. aeruginosa suslarinda goérmek
mumkinddr (75, 76). Klavulanik asit ile inhibe olan Enterobacter cloacaehin
indiklenebilen IMI-1 enzimi, E. cloacae'nin kromozomal NMC-A enzimi ve
Serratia marcescens’in SME-1 enzimi de bu grupta yer almaktadir (7, 10, 11,12,
24).

Grup 3: Molekuler sinif B’de yer alan metallo beta laktamaz (MBL)
enzimleri:

Hem yapisal hemde islevsel olarak farkli bir beta laktamaz grubudur. Bu
beta laktamazlar digerlerinden farkh olarak aktif bolgelerinde bir Zn iyonu
bulundururlar. Metallo beta laktamaz (MBL) enzimleri, monobaktamlar disinda
karbapenemler dahil tim beta laktamlari hidrolize edebilirler. EDTA ile inhibe
olurlar. Klavulanik asit veya tazobaktam gibi beta laktamaz inhibitorlerine

direnclidirler. Bu beta laktamazlar a, b, ¢ olmak tizere 3 alt gruba ayrilirlar (24,
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31).

3a: Bu enzimler; penisilinleri, karbapenem ve sefalosporinlerden daha hizli olarak
hidrolize ederler. Bu grup icerisinde Bacillus cereus Il, B. fragilis’in CcrA, B.
cepacia’nin PCM-1, S. maltophilia’nin L1, Chryseobacterium indologenes’in
IND-1-4, C. meningosepticum’un BlaB enzimleri yanisira, S. marcescens, P.
aeruginosa, A. baumannii, Shigellaflexneri, K. pneumoniae gibi degisik tiirlerde
saptanan IMP-1-8 ve P. aeruginosa’da saptanan VIM-1-3 enzimleri yer
almaktadir. Plazmid kaynakli MBL ailelerinin bagslicalari bu grupta yer alir (1, 24,
31).

3b: Grup 3a enzimlerinin aksine 3b enzimlerinin, penisilin ve sefalosporin
uzerinde hic hidrolitik etkileri yoktur. Biyuk 6lctide Aeromonas cinsindan tireyen
A. hydrophilia’da bulunurlar ve bazen gergek karbapenemaz olarak adlandirilirlar.
Bu da onlarin zor belirlenmesine neden olur, yani nitrosefin hidrolizine dayal
testlerle gosterilemez (1, 24, 31).

3c: Bu grupta sadece Legionella gormannii’nin beta laktamazi vardir. Bu enzim,
genisletilmis spektrumlu MBL enzimi olup 3a ve 3b grup enzimlerinden daha
genis etki spektrumuna sahiptir ve ¢cogu sefalosporinleri hidroliz edebilir (1, 24,
31).

Edinsel MBL’lere en son eklenen enzimlerden biri olan ve Hindistan’dan
kaynaklandigi dustnulen, Yeni Delhi MBL (NDM-1), kitalararasi yayilim
gostermesiyle blylk bir kaygr yaratmistir. Bu enzim, K. pneumoniae ve E. coli
basta olmak Uzere, bircok Enterobacteriaceae Uyesinde ve Acinetobacter spp.’de

saptanmistir (24).
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Grup 4:

Bu grubu, klavulanik asit ile iyi inhibe olmayan kiigiik penisilinazlar
olusturur. Biri disinda hepsi kromozomaldir. Alcaligenes faecalis, B. fragilis,
Campylobacter jejuni’den izole edilen enzimler, Clostridium butyricun’un
induklenebilen enzimi, £. coli’nin plazmid kontrolindeki SAR-2 beta laktamazi
bu gruba dahil edilmistir. Pseudomonas cepacia’daki beta laktamazlar da bu
gruptadir. Yapilant tam olarak saptanamamigtir ve molekil sinifi heniiz
belirlenmemistir (7, 24, 31).

Bu dort grup beta laktamazin timi, fonksiyonlarindaki gesitliligi sergiler.
Bir bakteride, ayn1 anda birden ¢ok beta laktamaz tipi gorilebilir ve bu ¢ok sik
rastlanilan bir durumdur. Bu nedenle kromozomal ve plazmid kokenli beta
laktamazlar bazen i¢ ige gecerler. Giinimuzde 6zellikle gram negatif bakterilerde
gortlen; grup 1 sefaloporinazlar, grup 2be GSBL ve grup 3 metallo beta
laktamazlar klinikte yaygin olarak gorilmekte ve tedavide sorunlara yol
acmaktadir. Beta laktamazlarin prevalansi tilkeden tlkeya, sehirden gehire hatta
hastaneler arasinda bile degisiklik gosterir (11, 12)

3.7. Karbapenemlere diren¢ mekanizmalari

Karbapenemlerin GSBL ve kromozomal Amp C beta laktamaz
enzimlerine direngli olmalari ve genis etki spektrumlu olmalarindan dolay: ciddi
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan en 6nemli antibiyotiklerdir (1, 6, 26, 30).
Ancak, karbapenemlerin 6zellikle empirik tedavide yaygin kullanilmast bunlara
karst direng oranlarinin artmasina neden olmustur. Karbapenemlere karsi 3 direng

mekanizmasi gelisebilir (26, 29, 30). Bunlar;
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1. flacin hiicre icinde etkin konsantrasyona ulasamamast:

a. Porin degisimleri: Bu, ozellikle P. aeruginosa suslarindaki temel direng
mekanizmasidir. P. aeruginosa susglarinda karbapenemler i¢in 6zel bir porin olan
OprD kaybi, bu grup antibiyotiklere direng gelismesine neden olmaktadir. OprD
kayb1 6zellikle imipenem tedavisi sirasinda gelismektedir. Bir haftalik imipenem
tedavisi sonunda P. aeruginosa suslarinin %50’sinde oprD geninde mutasyonlar
olustugu saptanmigtir. OprD kaybi tipik olarak imipenem direncine ve azalmig
meropenem duyarliligina sebep olur. Fakat OprD kanallarini kullanamayan diger
beta laktamlar iizerine etkisi yoktur. P. aeruginosa’daki duyarsizlik, ayrica ¢oklu
ilag efluks pompast (MexA-MexB-OprM) nin mutasyonel sayi artigina bagl
olarak ortaya ¢ikarilabilir. Bu mekanizma meropenem, penisilin, sefalosporin,
kinolon, tetrasiklin ve kloramfenikol i¢in gecerli fakat imipenem igin gegersizdir
(26, 27, 29, 30). Porin kaybiyla ve kromozomal AmpC beta laktamazlarinin agirt
uretimi ile olugan imipenem direnci FEnterobacter spp.’de tammlanmistir. K.
pneumonia’da ise porin kaybina bagli ve plazmid aracilikli AmpC beta laktamazin
(ACT-1) varligryla direng olusur.

b. Aktif pompa sistemlerinin indiiklenmesi:

2. Karbapenemleri hidroliz eden enzimlerin varhga:

a. Intrinsik (kromozomal) karbapenemazlar: Bu grupta, B. cereus II, B.
fragilis’in CcrA, B. cepacia’nin PCM-1, S. maltophilia’nin L1, C. indologenes’in
IND-1-4, C. meningosepticunm’un BlaB enzimleri sayilabilir. Bunlarin timt Bush
siniflandirmasinda grup 3’te yer alan MBL’lardir. Karbapenem hidrolize eden,
beta laktamaz genlerinin ¢ogu kromozomal olarak kodlanir. Bu durum bu

enzimlerin yavag yayilimim ve boylece karbapenemlere karsi beta laktamaz

52



aracilikli direncin artmasinin yavag olmasint saglamistir (29, 30).

b. Ekstrinsik (kazanilmis) karbapenemazlar: Bu enzimler nonfermentatif
bakteriler ve tim FEnterobacteriaceae ailesi uyelerinde gorilturler. Bunlar 4
siniftan olusur;

A smifi karbapenemazlar: Serin karbapenemazlardir, klavulanik asitle inhibe
olurlar ve enderdirler. Bu gruptaki enzimler IMI, NMC-A, SME, KPC ve
GES’dir, P. aeruginosa’da nadir olmak tzere, tim Lnterobacter’lerde gorilirler.
Bunlar, imipenem, meropenem, penisilinler, genis spektrumlu sefalosporinler ve
aztreonama direng gelismesine neden olan ve tazobaktam bagta olmak tlizere beta
laktamaz inhibitorlerine duyarli olan enzimlerdir (6, 27, 29, 30). KPC geninin
simdiye kadar 10 turevi (KPC-2, 11) bilinmektedir, plazmitte yerlesik Tn4401
transpozonu ile iligkilidir ve bu durum bu genin yayilimindan sorumlu olabilir
(76, 81).

B siifi metalloenzimler: Metalo beta laktamazlardir ve klinik agidan en 6énemli
karbapenemazlardir. Aztreonam digindaki tim beta laktamlart hidrolizleyen IMP,
VIM, GIM, SPM, NDM-1, IND enzimleri igerirler. Genellikle Enterobacter’ler,
P. aeruginosa ve Acinetobacter spp.’de gorilurler. Metalo beta laktamaz iireten
bakteriler genellikle penisilinlere, sefalosporinlere, karbapenemlere ve beta
laktamaz inhibitorlerine direngli olarak saptanirlar (6, 27, 29, 30).

C smifi beta laktamazlar: Kromozomal AmpC enzimlerinin asir1 iiretiminin,
ozellikle dig membran porin degisimleri ile birlestiginde karbapenem direncine
yol agmasi biiyiik olasilikla en yaygin karbapenem direng mekanizmasidir (6, 30).
D smfi oksasilinazlar: D simifindaki karbapenemazlar Acinetobacter spp. ve

Enterobacteriaceae ailesinde rastlanan ve karbapenemlere diisiikk diizeyde direng
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ya da azalmig duyarliliga yol acan oksasilinazlar, yani OXA tipi enzimlerdir (6,
30, 33). D sinufi karbapenemazlar;

3. 1. alt grup: OXA-23, OXA-27 ve OXA-48

4.2. alt grup: OXA-24, 0XA-25, 0XA-26 ve OXA-40

5.3. alt grup: OXA-58

6. 4. alt grup: OXAS51/69 olmak iizere 4 alt grupta toplanmislardir.

3. Hedef PBP degisimleri:

Tek basina nadir gortlir ancak diger mekanizmalar ile birlikte etkilidir.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Calismada kullanilan bakteri 6rneklerinin toplanmasi

Bu galisma, Firat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu
tarafindan TF. 13. 17 numarali proje ile destek saglanarak yapilmistir. Mart 2011-
Mart 2012 tarihleri arasinda Firat Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi Merkez
Laboratuvarina gelen rutin érneklerden imipenem ve/veya meropenem direngli
yaklagik 50 P. aeruginosa, 50 A. baumannii susu bu ¢aligmaya alinmigtir.
Toplanan suslar boncuklu tiipler (Cryoinstant, Deltalab, Ispanya) icersine alinarak
caligma baglayincaya kadar -80 °C’de (Sanyo, Japon) saklanmistir.

4.2. Calismada kullanilan besiyerleri ve EDTA hazirlanisi
1. Eosin metilen blue agar (EMB):

Eosin methylene blue agarin (Oxoid, Ingiltere) toz besiyerinden 37,5 gr
alinarak 1000 ml distile su iginde iyice ¢ozilene kadar isitilarak 121°C’de 15
dakika otoklavlandiktan sonra 100 ml steril petri kutularina aktarilmistir.
Katilagsmasi i¢in oda sicakliginda tutulduktan sonar, kullanilana kadar +4°C’de
buzdolabinda saklanmistir.

2. Mueller-Hinton Agar:

Mueller-Hinton agar (Oxoid, Ingiltere) toz besiyerinden 38 gr 1000 ml
distile su iginde 1iyice ¢oOzillene kadar 1sitilarak 121°C’de 15 dakika
otoklavlandiktan sonra 100 ml steril petri kutularina aktarilmistir. Katilagmasi i¢in
oda sicakliginda tutulduktan sonra, kullanilana kadar +4°C’de buzdolabinda

saklanmugtir.
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3. EDTA (Etilendiamintetraasetik asit) soliisyonunun hazirlamsi

Ticari olarak hazir alinan toz halindeki disodium EDTA (Sigma) 18,61 gr.
tartilarak 100 ml’lik steril distile suda ¢ozdurilmus daha sonra NaOH ile pH 8’e
ayarlanarak 0.5 Molar EDTA elde edilmigtir. Daha sonra elde edilen bu ¢ozelti
steril bir sekilde agz1 kapatilarak saklanmistir (37).

4.3. Bakterilerin tiplendirilmesi

Caligmaya dahil edilen, P. aeruginosa ve A. baumannii suslarinin
tiplendirmeleri konvansiyonel biyokimyasal yontemlerle ve otomotize sistem ile
yaptlmistir. Tanimlamak i¢in gram boyasina gore Gram negatif, oksidaz negatif
olan koloniler, ti¢ sekerli demirli besiyerine (TSI) ekimleri yapilarak glukozdan
asit ve gaz olusturma, sukroz ve laktoza etkileri ve H2S olusturma ozellikleri,
indol, metil kirmizisi, Voges Proskauer, sitrata ve ureye etkileri konvansiyonel
yontemlerle tiplendirilmis, tiplendirilen bakteri ornekleri Phoenix 100 (Becton
Dictinson, USA) Tam Otomatize Identifikasyon cihazi ile dogrulanmistir.

4.4. Bakterilerin antibiyotik duyarhlik testleri

Bakterilerin invitro kosullarda antibiyotik duyarlilik testleri CLSI
kriterlerine  gore, Kirby-Bauer disk difizyon yontemi ile yapilip
degerlendirilmistir. Kirby-Bauer disk diftizyon yontemi ile yapilan duyarlilik
testleri icin ticari olarak elde edilen imipenem (10pug) (Oxoid) diskleri
kullanilmigtir. Kontrol susu olarak Escherichia coli ATCC 25922, P. aeruginosa
ATCC 27853 suslant kullanilmigtir. Calismaya alinacak P. aeruginosa ve A.
baumannii suglart EMB besiyerine ekilerek, 35-37°C’de, 18-20 saat etiivde
inkiibe edilmiglerdir. Bu taze kultiir pasajlarindan saf olarak elde edilen bakteri

kolonileri, pamuklu swap yardimiyla toplanarak steril serum fizyolojik tuzlu su
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icerisinde, 0.5 Mc Farland bulanikliginda bakteri siispansiyonu hazirlanmistir.
Bakteri emdirilmis pamuklu swap, 100 mm ¢apindaki plaklara dokilmiis Mueller
Hinton agar besiyeri yiizeyine, plagi tamamen kaplayacak sekilde surilmustur.
Plaktaki nemin kaybolmast i¢in 5-6 dakika bekletildikten sonra antibiyotik
diskleri Kirby-Bauer disk difuzyon yontemine uygun sekilde steril pens ile
besiyeri yiizeyine yerlestirildikten sonar, plaklar 35-37°C’de, 18-20 saat etiivde
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras: antibiyotik disklerinin zon ¢aplari, CLSI
standartlarina gore olgulerek, direnglilik (= 19) orta derecede duyarlilik (20- 22),
ve duyarlilik (= 23) durumlan kaydedilmistir. Bu antibiyogram sonuglari ayni
zamanda Phoenix 100 ( Becton Dictinson, USE ) Tam Otomatize Identifikasyon
cihazi ile dogrulanmistir. Beta laktamaz uretimine bagli karbapenem direnci,
ozellikle, P. aeruginosa ve A. baumannii kokenlerine bagli hastane
infeksiyonlarinda o6nemli bir sorun oldugu ig¢in disk difiizyon yontemiyle
imipeneme ve/veya meropeneme direngli olarak degerlendirilen suglarda
karbapenem enzimi varligi, kombine disk testi, ¢ift disk sinerji testi, modifiye
Hodge fenotipik testleri ile arastirilmigtir.

4.5. Karbapenemazlarin fenotipik yontemlerle identifikasyonu

4.5.1. Kombine disk sinerji testi

Taze kiltir pasajlarindan saf olarak elde edilen bakterilerin 0.5 Mc
Farland bulanikliginda siispansiyonu Mueller-Hinton agar plaklarina yayilarak,
plak igerisine iki tane imipenem (10 pg) diski, diskler arast uzaklik 22 mm olacak
sekilde ayarlanarak yerlestirilmistir. Imipenem disklerinden bir tanesinin iizerine
daha onceden hazirlanmig olan 0.5 M EDTA solisyonundan 10 ul eklenerek 35-

37°C’de, 18-20 saat inkiibasyon sonunda inhibisyon zon ¢aplart olgtlmustiir.
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EDTA solisyonunun eklendigi imipenem/EDTA diskinin inhibisyon zonu tek
bagina imipenem diski zon ¢apindan >7 mm olan suslar, beta laktamaz pozitif
kabul edilmistir (38, 39).

4.5.2. Cift disk sinerji testi

Taze kiltir pasajlarindan saf olarak elde edilen bakterilerin 0.5 Mc
Farland bulamikliginda siispansiyonu Mueller-Hinton agar plaklarina yayildiktan
sonra plak tizerine imipenem (10 pg ) diski yerlestirilmistir. Imipenem diskinin
merkezinden 20 mm uzagina daha once hazirlanan bog disk yerlestirilerek, bos
disk tizerine 0.5 M EDTA solisyonundan 10ul eklenmistir. 35-37°C’de, 18-20
saat inktiibasyon sonrasinda imipenem diski inhibisyon zonunun EDTA eklenmisg
bos diske dogru geniglemesi sinerjistik inhibisyon zonu olarak degerlendirilmigtir
ve bu genislemenin gorildigi bakteri izolatlari beta laktamaz pozitif kabul
edilmistir (38, 39).

4.5.3. Modifiye Hodge testi

Imipeneme duyarli olan . coli ATCC 25922 standart susundan taze pasaj
yapildiktan sonra, bu pasajdan 0.5 Mc Farland standardina uygun hazirlanan
stspansiyonlar, Mueller Hinton agar plaklarina yayilir. 18-24 saatlik kiilturlerden
uretilmis olan test bakterileri, plagin merkezinden perifere dogru diz c¢izgi
seklinde ekilir ve oda 1sisinda 15 dakika bekledikten sonra plagin ortasina
imipenem (10 pg) diski yerlestirilmigtir. Plaklar etivde 35-37°C’de, 18-20 saat
inktbe edildikten sonra degerlendirilmistir. F. coli ATCC 25922 susu imipeneme
duyarlt oldugu i¢in, duyarlilik zon ¢apinin ¢izgi ekimi yapilan bakteri taraflarinda
yonca yapragt seklinde bozulmasi ve bu bolgede . coli iiremesi beta laktamaz

varlg1 yonunden, test edilen bakteri pozitif kabul edilmistir (29, 38, 39, 55).
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4.6. Diren¢ genlerinin arastirilmasi

Imipenem ve/veya meropenem direngli P. aeruginosa ve A. baumannii
suslarinda, blaoys grubu (blacxs-s;, 38, 23, 24), blaxpc, blap,p ve blayp, direng
genlerinin olup olmadiginin arastirilmasi, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
yontemiyle, gorintilenmesi agaroz jel elektroforez yontemiyle yapilmistir. Pozitif
bulunan elektroforez sonuglarinin dogrulamasi ve gen bolgelerinde gortiilen direng
gelisimine yol agcan mutasyonlarin belirlenmesi, DNA dizi analizi kullanilarak
gergeklestirilmigtir.

4.6.1 DNA ekstraksiyonu

Calismada DNA ekstraksiyonu i¢in QIAsymphony DSP Virus/Pathogen
Midi Kit, version 1 (QiagenGmbH, Almanya) ve otomatize QIAsymphony SP/AS
instruments (QiagenGmbH, Almanya) sistemi kullanilmistir. Muller Hinton agara
ekimi yapilan suslar, 35-37°C’de, 18-24 saat inkiibasyonun sonrasinda kit
proseduriine gore hazirlanarak, cithazda DNA ekstraksiyonu yapildiktan sonra
ornekler -20°C’de saklanmigtir.

4.6.2. PCR icin kullanilan ¢ozeltiler ve tamponlar:
dANTP (Deoksiniikleotid trifosfat): Her birt 100 mM olan dATP, dGTP, dCTP,
dTTP lerin her birinden 8 ul alinarak tizerine 368 ul RNaz ve DNaz igermeyen su
ilave edilerek 2 mM konsantrasyon elde edilmigtir ve kiigiik hacimlere bolinerek -
20°C’de saklanmistir (Biomatik).
Taq DNA polimeraz: Taq DNA polimeraz 5 U/ul olarak tretici firmadan
alinmistir (Biomatik). (Igerigi; Taq DNA polimeraz (5U/ul), 10x (25mM)
MgCly’la PCR buffer, 10X MgCl,’stiiz PCR bufter, 25 mM MgCl, )

PCR i¢in kullanilan Primerler ve baz dizileri: Ticari olarak satin alinan

59



primerler, (Bio Basic Canada Inc.) liyofilize halde bulunmaktadir. Sulandirma

islemi, protokoliine uygun olarak yapilarak, 100 pM’lik konsantrasyonlar elde

edilmistir.

Tablo 4: Calismada kullanilan primerler

Primer adi ve Primer dizisi Amplikon boyutu
Referans No
OXA-23-F (40) GATGTGTCATAGTATTCGTCG 501 bp
OXA-23-R TCACAACAACTAAAAGCACTG
OXA-24-F (40) TTCCCCTAACATGAATTTGT 246 bp
OXA-24-R GTACTAATCAAAGTTGTGAA
OXA-51-F (41) TAATGCTTTGATCGGCCTTG 353 bp
OXA-51-R TGGATT GCACTTCATCTTGG
OXA-58-F (43) GCTGAGCATAGTATGAGTCG 691 bp
OXA-58-R AAGCAAATGCCACCACTTGC
KPC-F (42) TCGCTAAACTCGAACAGG 785 bp
KPC-R TTACTGCCCGTTGACGCCCAATCC
VIM-F (42) GTTTGGTCGCATATCGCAAC 382 bp
VIM-R AATGCGCAGCACCAGGATAG
IMP-F (42) GAGTGGCTTAATTCTCRATC 120 bp
IMP-R AATGCGCAGCACCAGGATAG

4.6.3. PCR ile hedef gen bolgelerinin ¢cogaltilmasi

PCR amplifikasyon mastermiks protokolt; 32 pl Distile su, 5 pl 10X

MgCl;’stiiz PCR buffer, 2 pul MgCl, (25 mM), 4 pul ANTP (2 mM), 2 pl Primer R-F

(20 pmol), 0,2 pl Taqg DNA Polimeraz (5U/ul) ve 5 ul DNAolmak tizere toplamda

final konsantrasyonu 50 ul olacak sekille hazirlanmistir.

1. blapx4-23 gen bolgesinin amplifikasyonu:
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Klinik 6rneklerden izole edilen P. aeruginosa ve A. baumannii suglarindan
elde edilen ekstraksiyon turtinleri, Valenzuela ve ark. (40) tarafindan tanimlanan,
501 be'lik triin olugturan, OXA-23-F GATGTGTCATAGTATTCGTCG, OXA-
23-R TCACAACAACTAAAAGCACTG primerleri amplifikasyon iglemi i¢in
kullanilmistir. Toplam karistm 50 pl olacak sekilde; 5 ul 10X MgCl,’siiz PCR
buffer, 2 pul MgClz (25 mM), 4ul ANTP (2 mM), 2 pl Primer F-R (20 pmol), 0,2
ul Taqg DNA Polimeraz (5U/ul), 5 ul DNA, 32 ul distile su PCR tiiplerine
dagitilip, termal cycler cihazina konulmustur (2720 Thermal cycler Applied
Biosystems). Cihaz 94°C’de 2 dakika ilk denatiirasyonun ardindan, 94°C’de 1
dakika denatiirasyon, primer i¢in baglanma 1sis1 56°C’de 1 dakika ve 72°C’de 1
dakika uzama ile toplam 36 siklus ve final uzama olarak 72°C’de 15 dakika
olacak sekilde ayarlanarak amplifikasyon yapilmistir. Amplifikasyon sonrasi
blapy, 23 gen bolgesi belirlemek amaci ile %2’lik agaroz jel hazirlanarak jel
elektroforezi uygulanmisgtir.

2. blapx4-24 gen bolgesinin amplifikasyonu:

Klinik 6rneklerden izole edilen P. aeruginosa ve A. baumannii suglarindan
elde edilen ekstraksiyon turtinleri, Valenzuela ve ark. (40) tarafindan tanimlanan,
246 bg'lik trtn olugturan OXA-24-F TTCCCCTAACATGAATTTGT, OXA-24-
R GTACTAATCAAAGTTGTGAA primerleri amplifikasyon islemi i¢in
kullanilmistir. Toplam karisgtm 50 pl olacak sekilde; 5 ul 10X MgCl,’siiz PCR
buffer, 2 ul MgCl, (25 mM), 4 ul ANTP (2 mM), 2 pl Primer F-R (20 pmol), 0,2
ul Taqg DNA Polimeraz (5U/ul), 5 ul DNA, 32 ul distile su PCR tiiplerine
dagitilip, termal cycler cihazina (2720 Thermal cycler Applied Biosystems)

konulmugtur. Cihaz 94°C’de 2 dakika ilk denatiirasyonun ardindan, 94°C’de 1
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dakika denatiirasyon, primer i¢in baglanma 1sis1 52°C 1 dakika ve 72°C’de 1
dakika uzama ile toplam 36 siklus ve final uzama olarak 72°C’de 15 dakika
olacak sekilde ayarlanarak amplifikasyon yapilmistir. Amplifikasyon sonrasi
blapys 24 gen bolgesinin varliginin belirlenmesi amact ile %2’lik agaroz jel
elektroforezi uygulanmistir.

3. blaopx4-51 gen bolgesinin amplifikasyonu:

Klinik 6rneklerden izole edilen P. aeruginosa ve A. baumannii suglarindan
elde edilen ekstraksiyon trinleri, Turton ve arkadaglari (41) tarafindan
tanimlanan, 353 be¢'lik Urtin olusturan OXA-51-F
TAATGCTTTGATCGGCCTTG, OXA-51-R TGGATT GCACTTCATCTTGG
primerleri amplifikasyon iglemi igin kullanilmistir. Toplam karigim 50 pl olacak
sekilde; 5 pl 10X MgCl,’siiz PCR buffer, 2 pl MgCl, (25 mM), 4 ul dNTP (2
mM), 2 pl Primer F-R (20 pmol), 0,2 pl Taqg DNA Polimeraz (5U/ul), 5 pul DNA,
32 pl distile su PCR tuplerine dagitilip, termal cycler cihazina (2720 Thermal
cycler Applied Biosystems) konulmustur. Cihaz 94°C’de 2 dakika ilk
denatiirasyonun ardindan, 94°C’de 1 dakika denattrasyon, primer i¢in baglanma
1s1s1 56°C 1 dakika ve 72°C’de 1 dakika uzama ile toplam 36 siklus ve final
uzama olarak 72°C’de 15 dakika olacak sekilde ayarlanarak amplifikasyon
yaptlmistir. Amplifikasyon sonrast blaoy. s; gen bolgesinin varliginin belirlenmesi
amact ile %2’lik agaroz jel elektroforezi uygulanmigtir.

4. blapx.4-ss gen bolgesinin amplifikasyonu:

Klinik 6rneklerden izole edilen P. aeruginosa ve A. baumannii suglarindan

elde edilen ekstraksiyon urinleri, Andrea ve arkadaglar (43) tarafindan

tanimlanan, 691 be¢'lik irtin olusturan OXA-58-F
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GCTGAGCATAGTATGAGTCG, OXA-58-R AAGCAAATGCCACCACTTGC
primerleri amplifikasyon iglemi igin kullanilmigtir. Toplam karigtm 50 pl olacak
sekilde; 5 pl 10X MgCl,’siiz PCR buffer, 2 pl MgCl, (25 mM), 4 ul dNTP (2
mM), 2 pl Primer F-R (20 pmol), 0,2 pl Taqg DNA Polimeraz (5U/ul), 5 ul DNA,
32 pl distile su PCR tuplerine dagitilip, termal cycler cihazina (2720 Thermal
cycler Applied Biosystems) konulmustur. Cihaz 94°C’de 2 dakika ilk
denatiirasyonun ardindan, 94°C’de 1 dakika denattrasyon, primer i¢in baglanma
1s1s1 58°C 1 dakika ve 72°C’de 1 dakika uzama ile toplam 36 siklus ve final
uzama olarak 72°C’de 15 dakika olacak sekilde ayarlanarak amplifikasyon
yaptlmistir. Amplifikasyon sonrast blaoy. ss gen bolgesinin varliginin belirlenmesi
amact ile %2’lik agaroz jel elektroforezi uygulanmigtir.

5. blagpc gen bolgesinin amplifikasyonu:

Klinik 6rneklerden izole edilen P. aeruginosa ve A. baumannii suglarindan
elde edilen ekstraksiyon urtinleri, Monteiro ve ark. (42) tarafindan tanimlanan,
785 b¢'lik arin olusturan KPC-F TCGCTAAACTCGAACAGG, KPC-R
TTACTGCCCGTTGACGCCCAATCC primerleri amplifikasyon islemi igin
kullanilmistir. Toplam karistm 50 pl olacak sekilde; 5 ul 10X MgCl,’siiz PCR
buffer, 2 ul MgCl, (25 mM ), 4 ul ANTP (2 mM), 2 pl Primer F-R (20 pmol), 0,2
ul Taqg DNA Polimeraz (5U/ul), 5 ul DNA, 32 ul distile su PCR tiiplerine
dagitilip, termal cycler cihazina (2720 Thermal cycler Applied Biosystems)
konulmugtur. Cihaz 94°C’de 2 dakika ilk denatiirasyonun ardindan, 94°C’de 1
dakika denatiirasyon, primer i¢in baglanma 1sis1 56°C 1 dakika ve 72°C’de 1
dakika uzama ile toplam 36 siklus ve final uzama olarak 72°C’de 15 dakika

olacak sekilde ayarlanarak amplifikasyon yapilmistir. Amplifikasyon sonrasi
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blaxpc gen bolgesinin varliginin belirlenmesi amact ile %2’lik agaroz jel
elektroforezi uygulanmistir.
6. blapyp gen bolgesinin amplifikasyonu:

Klinik 6rneklerden izole edilen P. aeruginosa ve A. baumannii suglarindan
elde edilen ekstraksiyon urtinleri, Monteiro ve ark. (42) tarafindan tanimlanan,
120 be¢'lik urin olusturan, IMP-F GAGTGGCTTAATTCTCRATC ve IMP-R
AACTAYCCAATAYRTAAC primerleri amplifikasyon islemi i¢in kullanilmistir.
Toplam karigim 50 pl olacak sekilde; 5 pl 10X MgCly’stiz PCR buffer, 2 ul
MgCl; (25 mM), 4 ul ANTP (2 mM), 2 pl Primer F-R (20 pmol), 0,2 ul Taq DNA
Polimeraz (SU/ul), 5 ul DNA, 32 pl distile su PCR tiplerine dagitilip, termal
cycler cihazina (2720 Thermal cycler Applied Biosystems) konulmustur. Cihaz
94°C’de 2 dakika ilk denatiirasyonun ardindan, 94°C’de 1 dakika denatiirasyon,
primer i¢in baglanma 1sis1 56°C 1 dakika ve 72°C’ de 1 dakika uzama ile toplam
36 siklus ve final uzama olarak 72°C’de 15 dakika olacak sekilde ayarlanarak
amplifikasyon yapilmigtir. Amplifikasyon sonrast blapp gen bolgesinin varliginin
belirlenmesi amaci ile agaroz %2’lik jel elektroforezi uygulanmistir.

7. blayy gen bolgesinin amplifikasyonu:

Klinik 6rneklerden izole edilen P. aeruginosa ve A. baumannii suglarindan
elde edilen ekstraksiyon urtinleri, Monteiro ve ark. (42) tarafindan tanimlanan,
382 be¢'lik drin olusturan VIM-F GTTTGGTCGCATATCGCAAC, VIM-R
AATGCGCAGCACCAGGATAG  primerleri  amplifikasyon islemi i¢in
kullantlmigtir. Toplam karigim 50 upl olacak sekilde; 5 pl 10X MgCl,’siiz PCR
buffer, 2 ul MgCl, (25 mM ), 4 ul ANTP (2 mM), 2 ul Primer F-R (20 pmol), 0,2

ul Tag-Polimeraz (SU/ul), 5 ul DNA, 32 ul distile su PCR tiiplerine dagitilip,

64



termal cycler cihazina (2720 Thermal cycler Applied Biosystems) konulmustur.
Cihaz 94°C’de 2 dakika ilk denatiirasyonun ardindan, 94°C’de 1 dakika
denatiirasyon, primer i¢in baglanma 1sis1 58°C 1 dakika ve 72°C’de 1 dakika
uzama ile toplam 36 siklus ve final uzama olarak 72°C’de 15 dakika olacak
sekilde ayarlanarak amplifikasyon yapilmistir. Amplifikasyon sonrast blayp, gen
bolgesinin varligimin belirlenmesi amact ile %2’lik agaroz jel elektroforezi
uygulanmugtir.

4.6.4. Amplifikasyon iiriinlerinin incelenmesi
Elektroforez tamponu (5X TBE-Jel ve tanklar icin tampon):

27 g Tris baz (Sigma), 13,75 g Borik asit (Himedia) ve 10 ml EDTA
(0.5M pH: 8.0) iizeri deiyonize su ile 1 It'ye tamamlanmustir (37).
Etidyum bromiir (EB):

10 mg/ml olarak hazirlanmistir. Distile suda manyetik karistirici ile uzun
sure ¢ozilerek, +4°C’de 1siktan uzakta saklanmigtir (Sigma).
Yiikleme tamponu (Loading buffer):

6X DNA Loading Dye tretici firmadan (GeneON) alinmistir.
DNA marker:

50 bp ve 100 bp DNA markerleri uretici firmadan hazir bir sekilde
alinmigtir. (GeneON, Fermantes)
Agaroz jelin hazirlanmasi:

%2 oraninda agaroz jel hazirlamak igin 2 g agaroz (Sigma) tartilarak
ustiine 90 ml 1X TBE tamponu eklenerek 1siticida jel eriyene kadar bekletilmis,
daha sonra 40-50°C’ye sogutulup, igine 2-3 ul etidyum bromiir ilave edilmistir.

Jel, kenarlar1 kapatilan jel kaseti lizerine taraklar yerlestirildikten sonar, sizintt
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olmamasina dikkat edilerek dokulmustir. Jel donduktan sonra taraklar ¢ikarilmis,
tank icine tampon ilave edilerek ve 6rnekler jele yiklenmistir.
Amplifikasyon sonucunun goézlenmesi:

%2 lik agaroz jel tanka yerlestirildikten sonar, tizerine 1X elektroforez
tampon konulmustur. Jelde agilmis, kuyucuklara, 10 pl amplifikasyon uwrini
yaklagik 2 ul yikleme tamponu ile karistirildiktan sonra yerlestirilmistir. Tankin
kapagi kapatilarak elektrotlar gii¢ kaynagina baglanarak elektroforez cihazinda
(Thermo SCIENTIFIC) 150 voltta 45 dakika elektrik akimina tabi tutularak
molekiler boyutlarina gére DNA bantlarinin ayrigmast saglanmigtir. Elektoforez
islemi sonucunda jel bir transilluminatér (Benchtop 3UVtv Transilluminator)
tizerine alinarak UV (ultra viyole) 15181 (~254 nm) altinda fotografi ¢ekildikten
sonra amplifiye edilen DNA’nin molekal agirligi, molekil agirlik standard: ile
karsilagtirilarak yaklagik olarak belirlenmistir.

4.7. Sekanslama

Mevcut ¢alismada, agaroz jel goriintilleme sonuglarina goére, PCR pozitif
bulunan omeklerin dogrulanmast amaciyla, belirli sayida pozitif ornekle,
sekanslama gerceklestirilmistir. Bu amagla 20 klinik 6rnege (5 6érnek OXA-23, 8
ornek OXA-51 ve 7 ornek OXA-58) ait PCR drtinlerinin her birinin F ve R
primerlert ile ¢ift yon sekanslanmasi, otomatik sekans cihazi (REF-GEN, Ankara)
kullanilarak yapilmigtir. Her 6rnegin F ve R primerleri ile elde edilen sekans
dizilimlerinin ~ “Chromas Lite 2.01” programi kullanilarak birlestirilmeleri
sonucunda  elde edilen dizilimler, o6nce BLAST  programi ile
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) gen bankasinda bulunan dizilimlerle kiyaslanmigtir

(alignment). Daha sonraki adimda ise bu dizilimlerin gen bankasinda mevcut
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bakteri dizilimler ile filogenetik iligkisinin (filogenetik aga¢) tespiti, “Bitisik-
Baglanti (Neighbor-joining) Metodu” temelli hazir program (PHYLIP computer
program) kullanilarak yapilmigtir. Filogenetik programda maksimum dizilim
farklilig1 0.75’e gore hesaplanmistir.

4.8. Istatistik analiz

Uzerinde durulan kategorik degiskenler icin tanimlayicr istatistikler say1 ve
ylzde olarak ifade edilmigtir. Gruplar ile Kategorik degiskenler arasindaki iligkiyi
belirlemede ise Ki-kare testi yapilmistir. Hesaplamalarda istatistik anlamlilik
dizeyi %5 (p < 0,05) olarak alinmis ve hesaplamalar igin SPSS istatistik paket

programi kullanilmigtir.
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5. BULGULAR

Mart 2011-Mart 2012 tarihleri arasinda Firat Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Merkez Laboratuvarina, ¢esitli kliniklerden gelen orneklerden izole
edilen, imipenem ve/veya meropenem direngli yaklasik 50 P. aeruginosa, 50 A.
baumannii susu bu ¢alismaya alinmistir. Caligmaya alinan 50 A. baumannii ve 50
P. aeruginosa suglarinin her ikiside, en fazla yogun bakim initesinden gelen
orneklerden izole edilmistir. Istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,02).

Orneklerin izole edildikleri tnitelere gore dagilimi Tablo 5’te gosterilmistir.

Tablo 5. Klinik izolatlarin hastane tnitelerine gore dagilimi

A.baumannii n (%) P.aeruginosa n (%) TOPLAM n =100

Anestezi 0 (%0) 2 (%4) 2 (%2)
Dahiliye 2 (%4) 0 (%0) 2 (%2)
Gastroenteroloji 1(%2) 1(%2) 2 (%2)
Gogus Hastaliklan 1(%2) 7(%14) 8 (%8)
Kardiyoloji 2 (%4) 0 (%0) 2 (%2)
Noroloji 1(%2) 0 (%0) 1(%1)
Norogiriii 2 (%4) 0 (%0) 2 (%2)
Ortopedi 4 (%8) 3 (%6) 7 (%7)
Pediatri 6 (%12) 3 (%6) 9 (%9)
Uroloji 0 (%0) 1(%2) 1(%1)
Yenidogan yogun bakim 8 (%16) 1(%2) 9 (%9)
Yogun Bakim 23 (%46) 32 (%64) 55 (%55)
TOPLAM n (%) 50 (%100) 50 (%100) 100 (%100)

A. baumannii suslar1 en fazla trakeal aspirasyonu ve yara kilttrlerinden
izole edilmis P. aeruginosa suslari ise en fazla solunum sekresyonu kiltirlerinden

izole edilmistir. Istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001) A. baumannii
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ve P. aeruginosa suslarinin klinik materyallere gore dagilimi tablo 6’da

gosterilmistir.

Tablo 6. A. baumannii ve P. aeruginosa suglarinin gelen klinik materyallere gore
dagilimi

Gonderilen Klinik A.baumannii P.aeruginosa
materyaller n (%) n (%)
Ampiyem 1 (%2) 0 (%0)
Balgam 2 (%4) 0 (%0)
BOS 5(%10) 0 (%0)
Idrar 6 (%12) 3 (%6)
Kan 8 (%106) 7 (%14)
Katater 0 (%0) 1 (%2)
Plevral maii 1 (%2) 0 (%0)
Solunum sekresyonu 6 (%12) 29 (%58)
Trakeal aspirasyonu 11 (%22) 2 (%4)
Yara 10 (%20) 8 (%106)

Calismadaki A. baumannii ve P. aeruginosa suslarinda CLSI kriterlerine
gore Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile yapilan antibiyotik duyarlilik
testlerinin sonucunda, A. baumannii igin aztreonam, ceftazidime, ciprofloxacin,
gentamicin, imipenem, piperacilin tazobactam %100 oraninda direngli tespit
edilmigtir. Amikacin (%4) ve levofloxacin (%2) disinda hi¢ bir antimikrobiyal
ajan duyarli bulunmamistir. P. aeruginosa igin ise imipenem (%96) ve aztreonam
(%90) en fazla dirence sahipken, piperacilin tazobactam (%56), amikacin (%22)
ve ceftazidime (%22) en fazla duyarliliga sahip antimikrobiyal ajanlar olarak

tespit edilmiglerdir. Sonug olarak ¢alismaya alinan A. baumannii ve P. aeruginosa
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suslarinin imipenem direnci istatistiksel olarak anlamli bulunmazken (p>0,360),
meropenem direnci istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001). A.
baumannii suglarimin antibiyotik duyarlilik oranlari tablo 7°de, P. aeruginosa

suslarinin antibiyotik duyarlilik oranlari tablo 8’de gosterilmigtir.

Tablo 7. A. baumannii suglarinin antibiyotik duyarlilik oranlar

Antibiyotikler Direncli (%) Az direncli (%) Duyarh (%)
Amikacin 48 (%96) 0 (%0) 2 (%4)
Aztreonam 50 (%100) 0 (%0) 0 (%0)
Cefapime 43 (%86) 7 (%14) 0 (%0)
Ceftazidime 50 (%100) 0 (%0) 0 (%0)
Ciprofloxacin 50 (%100) 0 (%0) 0 (% 0)
Gentamicin 50 (%100) 0 (%0) 0 (%0)
Imipenem 50 (%100) 0 (%0) 0 (%0)
Levofloxacin 49 (%98) 0 (%0) 1 (%2)
Meropenem 45 (%90) 5% 0) 0 (%0)
Piperacilin 50 (%100) 0 (%0) 0 (%0)
tazobactam
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Tablo 8. P. aeruginosa susglarinin antibiyotik duyarlilik oranlar

Antibiyotikler Direncli (%) Az direncli (%) Duyarh (%)
Amikacin 21 (%42) 18 (%36) 11 (%22)
Aztreonam 45 (%90) 3 (%6) 2 (%4)
Cefapime 44 (%88) 3 (%06) 3 (%06)
Ceftazidime 39 (%78) 0 (%0) 11 (%22)
Ciprofloxacin 33 (%66) 8 (%16) 9 (%18)
Gentamicin 44 %388) 0 (%0) 6 (%12)
Imipenem 48 (%96) 1 (%2) 1 (%2)
Levofloxacin 40 (%80) 4 (%8) 6 (%12)
Meropenem 27 (%54) 21 (%42) 2 (%4)
Piperacilin 22 (%44) 0 (%0) 28 (%56)
Tazobactam

Klinik ¢rneklerden izole edilen A. baumannii ve P. aeruginosa suglarinda
MBL enziminin varligimt arastirmak i¢in uygulanan fenotipik tesbit
yontemlerinden kombine disk sinerji testi, ¢ift disk sinerji testi, modifiye Hodge
testlerinin en az bir tanesi tim suslarda pozitif bulunmustur. 4. baumannii
suslarinda modifiye Hodge (%92) ve kombine disk sinerji testi (%90) daha fazla
pozitif bulunurken, P. aeruginosa suslarinda ¢ift disk sinerji testi (%80) ve
kombine disk sinerji testi (%92) daha fazla pozitif bulunmustur. Yapilan istatistik
analiz sonucunda A. baumannii ve P. aeruginosa i¢gin MHT (p<0,001) ve CDT
(p<0,002) anlamli bulunurken, KDT istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur

(p> 0,727). Sonuglar1 tablo 9 ve resim 1, 2, 3 ve 4’de gosterilmistir.
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Tablo 9. A. baumannii ve P. aeruginosa suslarinda fenotipik test sonuclari
MHT: Modifiye Hodge testi, KDT: Kombine disk sinerji testi, CDT: Cift disk
sinerji testi

MHT MHT KDT KDT CDT CDT

Pozitif Negatif Pozitif Negatif Pozitif Negatif
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

A.baumannii 46 0 45 0 25 25
@92) 1) g0y 10 (g50)  (u50)
P.aeruginosa 27 23 46 40 10

4 (%8)

(%54)  (%46)  (%92) (%80)  (%20)

Resim 1. Negatif kombine disk sinerji testi ve negatif cift disk testi.
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Resim 2. Pozitif ¢ift disk sinerji testi ve pozitif kombine disk testi

Resim 3. Negatif modifiye hodge testi
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Resim 4. Pozitif modifiye hodge testi

A. baumannii ve P. aeruginosa suslarinda blaOXA5L blaO®S blaO¥A23
blaO®&24 blakPC blajMP ve blaM direng genlerinin olup olmadigini arastirmak
icin yaptigimiz PCR sonuglarina goére; A. baumannii izolatlarinin %98’inde
blaOALL geni, %14’Unde blaO® geni, %14’Unde blaoXAZ geni ve %8’inde
blakRC geni pozitif bulunurken, P. aeruginosa izolatlarinin direng geni
bulunamamistir. A. baumannii izolatlarinda, OXA 58, OXA 23 ve KPC pozitif
suslarin timinde ayni zamanda OXA-51’de pozitiftir ve bu izolatlarinin timdinde
OXA-24, VIM ve IMP enzimleri i¢in kodlayan genler negatif bulunmustur. A.
baumannii suslarinda tespit edilen, OXA-51 (p<0,001), OXA-58 (p<0,006), KPC
(p<0,041) istatistiksel olarak anlamli bulunurken, OXA-23 (p>0,766) istatistiksel

olarak anlamli bulunmamistir. A. baumannii ve P. aeruginosa i¢cin PCR sonuclari
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Tablo 10°da, KPC, OXA-23, 51 ve 58 i¢in agaroz jel gorintiileri resim 5, 6, 7,

8’de gosterilmistir.

Tablo 10. A. baumannii ve P. aeruginosa izolatlarinda PCR sonuglari

A.baumannii P.aeruginosa

Pozitif Negatif Pozitif Negatif

n (%) n (%) n (%) n (%)
OXA-51 49 (%98)  1(%2) 0 (%0) 50 (%100)
OXA-58 7 (%14) 43 (%86) 0 (%0) 50 (%100)
OXA-23 7 (%14) 43 (%86) 0 (%0) 50 (%100)
OXA-24 0 (%0) 50 (%100) 0 (%0) 50 (%100)
KPC 4 (%8) 46 (%92) 0 (%0) 50 (%100)
VIM 0 (%0) 50 (%100) 0 (%0) 50 (%100)
IMP 0 (%0) 50 (%100) 0 (% 0) 50 (%100)
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Resim 5. KPC genlerinde jel goriintisu ( 785 bp):

M1: 100 bp DNA markeri (Geneon), M2: 50 bp DNA markeri (geneon), hat 1: negatif kontrol (steril dH20),
hat 2, 3, 4, 5: pozitifdrnekler

Resim 6. OXA-23 genlerinde jel gorintisu (501 bp):

M1: 100 bp DNA markeri (Fermantes), M2: 50 bp DNA markeri (Fermantes), hat 1: negatif kontrol (steril
dH20), hat 2, 3, 4: pozitif 6rnekler
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Resim 7. OXA-51genlerinde jel goruntisi ( 353 bp):

M1: 100 bp DNA markeri (Geneon), M2: 50 bp DNA markeri (geneon), hat 4: negatif kontrol (steril dH20),
hat 1, 2, 3, 5: pozitif drnekler

Resim 8. OXA-58 genlerinde jel gorintisi (691 bp):

M1: 100 bp DNA markeri (Fermantes), M2: 50 bp DNA markeri (Fermantes), hat 4: negatif kontrol (steril
dH20), hat 1, 2, 3: pozitif 6rnekler
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Agaroz jelde amplifikasyon buytkligine gore, PCR siipheli olarak
belirlenen ve tesadifi olarak segilen 20 PCR trtiniine ait blaoys gen bolgelerinin
BLAST programinda diger gen dizilimleri ile alignmentti sonucu tiim 6rneklerin
A. baumannii oldugu tespit edilmigtir. Elde edilen dizilimlerin gen bankasindaki
dizilimler ile BLAST programinda belirlenen benzerligi OXA-23 primerleri ile
caligilan 5 6rnekte %97-99, OXA-51 primerleri ile ¢alisilan 8 6rnekte %95-98 ve
OXA-58 primerleri ile ¢aligilan 7 6rnekte ise %99-100 olarak tespit edilmistir. Bu
sonuglara gore her i OXA bolgesininde yiiksek oranda korundugu ancak, en
korunmug bolgenin OXA-58’e ait bolge oldugu kaydedilmistir. Burada tg farkls
OXA bolgesine ait dizilimlerin gen bankasindaki dizilimler ile kiyaslanmasi ve bu
ti¢ ornekle (Sekil 2, 3 ve 4) daha sonra gergeklestirilen filogenetik agag gortntiisii

(Sekil 5, 6 ve 7) verilmistir.
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9 nolu drnek GATCGGATTGGAGAACCAGAAAACGGATATTAATGAAATATTTAAATGGAAGGGCGAGAA 60
111111111111171111111 1 1 1 1 1 11111111111211111111111111211

gb |KP264125 gatcggattggagaaccagaaaacggatattaatgaaatatttaaatggaagggcgagaa 403

9 nolu 6rnek AAGGTCATTTACCGCTTGGGAAAAAGACATGACACTAGGAGAAGCCATGAAGCTTTCTGC 120
1111111171112171111711111 1 n n n 1211111211112111111111111111111

gb |KP264125 aaggtcatttaccgcttgggaaaaagacatgacactaggagaagccatgaagctttctgc 463

9 nolu 6rnek AGTCCCAGTCTATCAGGAACTTGCGCGACGTATCGGTCTTGATCTCATGCAAAAAGAAGT 180
1111111171112171111711111 1 n 1211111211112111111111111111111

gb| KP264125 agtcccagtctatcaggaacttgcgcgacgtatcggtcttgatctcatgcaaaaagaagt 523

9 nolu drnek AAAACGTATTGGTTTCGGTAATGCTGAAATTGGACAGCAGGTTGArAATTTCTGGTTGGT 240
111111111111271111111 11 1 1 1 112111117111211111111111111211
gb|KP264125  AAAACGTATTGGITTCGGTAATGCTGAAATTGGACAGCAGGTTGATAATTTCT'GGTTGGT 583

9 nolu 6rnek AGGACCATTAAAGGTTACGCCTATTC-AGAGGTAGAGTTTGTTTCCCAATTAGCACATAC 299
Frrrrrnrnl Frrrrrrrrrnl
gb| KP264125  AGGACCATTAAAGGTTACGCCTATTCAAGAGGTAGAGTTTGTTTCCCAATTAGCACATAC 643

9 nolu ornek ACAGCTTCCATTTAGTGAAAAAGTGCAG-CTA-TGI-AAAAATATGCTTCTTTTAG-AGA 355
mnimnmmimimimm naan mom 1111111111111111111 1l

gb|KP264125 acagcttccatttagtgaaaaagtgcaggctaatgtaaaaaatatgcttcttttagaaga 703

9 nolu 6rnek GAGTAATGGCTAC-AAATTTTTGGAAAGACTGGTTGGGCCATGGAAATAAAACCACAAGT 414
111171171111 MMM nnnnn 11 11111 11111111111111

gb| KP264125 gagtaatggctacaaaatttttggaaagactggttgggcaatggatataaaaccacaagt 763

9 nolu 6rnek GGGCTGGTTGACCGGCTGGGTTGAGCAGCCAGATGGAAAAATTGTCGCTGTTGCATTAAA 474
11111111111111111111IN N N 1 191 1919111219111111111111111110

gb| KP264125 gggctggttgaccggctgggttgagcagccagatggaaaaattgtcgctgttgcattaaa B23

9 nolu drnek TATGGAAATGCGGTCAGAAAT 495
11111111111111111111

gb |KP264125 iatggaaatgcggtcagaaat 844

Sekil 2. OXA-23 primerleri ile PCR pozitif supheli klinik érnege (9 nolu 6rnek)
ait dizilimin gen bankasinda mevcut A. baumannii genomu ile BLAST dizi
siralama sonuclari (493/501, %98 identik).
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1 nolu 6rnek TAATG-TTTGATCGGCCTTGAGCACCCCATAAAGGGAACC-CCACAGGAAAGTATTAAAG 58
M mmn i artr nonm 1 oim o1 mnm

gb| KJ5S4924 taatgctttgatcggccttgagcacc— at-aaggcaaccaccaca- g-aagtatttaag 309

1 nolu 6rnek TGGGGATGGT-AAAAAAGGTTATTCCCAGAATGGGAAAAGGACATGACCCTAGGCGATGC 117
il 11m 1 mimnmaanianiniamsanmm amn i a

gb| KJ5S4924 tggg- atggtaaaaaaaggttattcccagaatgggaaaaggacatgaccctaggcgatgc 368

1 nolu 6rnek CATGAAAGCTTCCGCTATTCCAGTTTATCAAGATTTAGCTCGTCGTATTGGACTTGAGCT 177
MM 1 M alia n 11111111111 111 11111111111 1

gb|KJ554924 catgaaagcttccgctattccagtttatcaagatttagctcgtcgtattggacttgaget 428

1 nolu 6rnek CATGTCTAAGGAAGTGAAGCGTGTTGGTTATGGCAATGCAGATATCGGTACCCAAGTCGA 237
MM M M alia n 11111111111 1111 11111111111 1

gb 1KJ584924 CATGTCTAAGGAAGTGAAGCGTGTTGGTTATGGCAATGCAGATATCGGTACCCAAGTCGA 488

1 nolu 6rnek TAATI GGCTGGTGGGTCCTTTAAAAATTACTCCTCAGCAAGAGGCACAGTTTGCTTA 297
feeerrrrreerre e reeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e

gb 1KJ554924 TAATTTTTGGCTGGTGGGTCCTTTAAAAATTACTCCTCAGCAAGAGGCACAGTTTGCTTA 548

1 nolu 6rnek CAAGCTAGCTAATAAAACGCTTCCATTTAGCCAAAAAGTCCAAGATGAAAGTGCAATCCA 357
feeerrrrreeeeerereeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e Peeee e

gb | KJ5S4924 caagctagctaataaaacgcttccatttagccaaaaagtccaagatgaa- gtgcaatcca 607

Sekil 3. OXA-51 primerien ile PCR pozitif stipheli klinik 6rnege (14 nolu 6rnek)
ait dizilimin gen bankasinda mevcut A. baumannii genomu ile BLAST dizi
siralama sonuclari (348/360, %97 identik).
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14 nolu o6rnek

gb |[KF740446

14 nolu odrnek

gb |[KF740446

14 nolu o6rnek

gbIKF740446

14 nolu drnek

ghbIKF740446

14 nolu o6rnek

ghbIKF740446

14 nolu o6rnek

gbIKF740446

14 nolu odrnek

gbIKF740446

14 nolu o6rnek

gbIKF740446

14 nolu odrnek

ghbIKF740446

14 nolu drnek

gb|KF740446

AAGTATTGGGGCTT3TGCTGAGCATAGTATGAGTCGAGCAAAAACAAGTACAATTCCACA

NN DD 1213000130 1110 1130 112330 100 o 1l

AAGTATTGGGGCTTGTGCTGAGCATAGTATGAGTCGAGCAAAAACAAGTACAATTCCACA

AGGTGAATAACTC-ATCATCGATCAGAATGTTCAAGCGCTTTTTAATGAAATCTCAGCTG

111000 im0 1 1n 111111 a e n

AG-TGAATAACTCAATCATCGATCAGAATGTTCAAGCGCTTTTTAATGAAATCTCAGCTG

ATGCTGTGTTTGTCACATATGATGGTCAAAATATTAAAAAATATGGCACGCATTTAGACC

NN A0 113000130 1110 1130 112230 100 o 1l

ATGCTGTGTTTGTCACATATGATGGTCAAAATATTAAAAAATATGGCACGCATTTAGACC

GAGCAAAAACAGCTTATATTCCTGCATCTACATTTAAAATTGCCAATGCACTAATTGGTT

0 T 1 A B A A R T T

GAGCAAAAACAGCTTATATTCCTGCATCTACATTTAAAATTGCCAATGCACTAATTGGTT

TAGAAAATCATAAAGCAACATCTACAGAAATATTTAAGTGGGATGGAAAGCC A C G ttttt

muimmaniianiin 113110 11211 1331 113331 330 i 1
TAGAAAATCATAAAGCAACATCTACAGAAATATTTAAGTGGGATGGAAAGCCACGTTTTT

ttAAAGCATGGGACAAAGATTTTACTTTGGGCGAAGCCATGCAAGCATCTACAGTGCCTG

90 D A A A A

TTAAAGCATGGGACAAAGATTTTACTTTGGGCGAAGCCATGCAAGCATCTACAGTGCCTG

TATATCAAGAATTGGCACGTCGTATTGGTCCAAGCTTAATGCAAAGTGAATTGCAACGTA

12110 0 11022000 L2011222011211 11101122220 122212300 1l

TATATCAAGAATTGGCACGTCGTATTGGTCCAAGCTTAATGCAAAGTGAATTGCAACGTA

TTGGTTATGGCAATATGCAAATAGGCACGGAAGTTGATCAATTTTGGTTGAAAGGGCCTT

1IN0 113000130 1110 1130 112230 12000 0 1

TTGGTTATGGCAATATGCAAATAGGCACGGAAGTTGATCAATTTTGGTTGAAAGGGCCTT

TGACAATTACACCTATACAAGAAGTAAAGTTTGTGTATGATTTAGCCCAAGGGCAATTGC

1IN0 113000130 1110 1130 111330 100 o 1l

TGACAATTACACCTATACAAGAAGTAAAGTTTGTGTATGATTTAGCCCAAGGGCAATTGC

CTTTTAAACCTGAAGTTCAGCAACAAGTGAAAGAGATGTTGTATGTAGAGCGCAGAGGGG

90 0 M Y

CTTTTAAACCTGAAGTTCAGCAACAAGTGAAAGAGATGTTGTATGTAGAGCGCAGAGGGG

Sekil 4. OXA-58 primerleri ile PCR pozitif supheli klinik érnege (14 nolu 6rnek)
ait dizilimin gen bankasinda mevcut A. baumannii genomu ile BLAST dizi
siralama sonuclari (600/602, %99 identik).
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Aeinetobacter baumaimii AB0057(gb|CP001182.1)
Aeinetobacter baurtiaimii(gb|FJ959346.1)
I baurtiaimii(gblF1975152.1)

Aginetobacter hauimnnii(gb|GQ861438.1)
Aginetobacter baumannii(gh|HM483988.1)
Aginetobacter baumaimii(g|HM772970.1)
Aginetobacter baumannii(gh|HM772977.1)
Aginetobacter bauinaimii(gbl110() 18644.1)
Acinetobacter baumarinii(gblJF803487.1)
Aeinetobacter baumaimii(gblJF731028.1)
Aeingtobacter baumamidi(gh|IN207493.1)
Acinetobacter radioresiitens(gbjQ326202.1)
Aeingtobacter hauimnnii(gbjJQ360578.1)
Aeinetobacter baumanniHgbKF740449.1)
Aginetobacter bauimnnii(gb|KF740453.1)
Aginetobacter baumaniiii(gb|KF740457.1)
Aginetobacter baumannii(gb|KF740460.)
Aeinetobacter baumannii(gb[KM433671.1)
Acinetobacter baumaniti(g|KP074966.1)
Aginetobacter baumnaniii(gb|CP008706.1)
Aeinetobacter baurtianiii(gb|K P203815.1)
" Aeinetobacter baunuinii(gb|KP2641 24.1)
Aeinetobacter baurtuniiiigb|K PT8()4<)8.1)
1 Aginetobacter bauinaimii(ghlJX481979.1)

. . . . .. LAeinetobacter baumaimiilgb|KM977710.1)
Sekil 5. OXA-23 primerleri ile ¢ogaltilan 9 nolu kllnlk‘bi{ngﬁe altaen

dizilimininin filogenetik aga¢ sonucu (Gen bankasindak R Ty iW"&%"@@?&%&i
dizilimleri Sequens ID olarak verilmistir).
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gb|CP008706.1(g-proteobacteria)
gb|CF010781.1(g-proteobacteria)
emb|FR667694.2(g-proteobacteria)
gb|KR)57028.1(g-proteobacteria)
> gb|KP890935.1(g-proteobacteria)
gh|CP000521. 1(g-proteobacte ria)
gb|1X305925.1(g-proteobacteria)
> gb|KR)57032.1 (g-proteobacteria)
gb|DQ392963.1(g-protecbacteria)
gb|KF)86256.1
gh|CP007535.2(g-proteobacteria)
j dbjlAPt) 13357.1 (g-proteobacteria)
t?20JX305930.1(g-proteobacteria)
gb|HM 113558.1 (g-proteobacteria)
gb|DQ309277.1(g-proteobacteria)
>gb|KJ584924.1(g-proteobacteria)
fgb|l 1Q425495.1(g-proteobacteria)
gb|HMI 13563.1 (g-proteobacteria)
[gb|HM 113561.1 (g-proteobacteria)
gb|HMI 13562.1(g-proteobacteria)
gb|HQ734813.1(g-proteobacteria)
gb|CP009257.1(g-proteobacteria)
1gb|CP<X)9534.1(g-proteobacteria)
: gb[JX305933.1(g-proteobacteria)
dbj|AB634250.1(g-proteobacteria)
" ub(CP(i03856.1 (g-proteobacteria)
1tib(CP003500.1(g-proteobacteria)
0.004 g 1 nolu 6rnek
eb|JQ342S37.1(g-proteobacteria)

Sekil 6. OXA-51 primerleri ile ¢cogaltilan 1 nolu Klinik 6rnege ait gen
dizilimininin filogenetik aga¢ sonucu (Gen bankasindaki bakterileringen bélgesi
dizilimleri Sequens ID olarak verilmistir).
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AAcmetot»eter baurmannii(gb|EF 102240.1)
9 Aeinetobaeter baumaimii(gb|DQ987830.1)
ivIAeinetobaeter baumannii(refING_036424.1)
J Aeinetobaeter nosoconuali.s(gh|GLD64932.1)
-Aeinetobaeter nosocomiali$(gh|GLD64933.1)
Aeinetobaeter baumannii(ref{NG_041542.1)
' Aeinetobaeter baumaimii(gb|KF746438.1)
Aeinetobaeter baumaimii(gb|KF740446.1)
"' Aeinetobaeter nosocomialis(refiNG_041540.1)
y .Aeinetobaeter pittii(gh|GU064937.1)
' Aeinetobaeter baumannii(gb|HQ21%687.1)
;1: Aeinetobaeter baumannii(gb|HQ005471.1)
JAeinetobaeter bautnaimii(gh|KMO087865.1)
TAeinetobaeter bauinannii(gb|HMO068378.1)
Aeinetobaeter baumaimii(gb|KF746447.1)
J 14 nolu 6rnek
Y Aeinetobaeter bautnanniilgb|KF740448.1)
” Aeinetobaeter baumaimii(gh|KF740440.1)
Aeinetobaeter baumanniHe rrib| 11G937622.1)
10,0005 Aeinetobaeter baumannii(gh|KF770964.1)

JAeinetobaeter sp. M 131(gh|JX101647.1)

Sekil 7. OXA-58 primerleri ile ¢ogaltilan 14 nolu klinik drnege ait gen
dizilimininin filogenetik aga¢ sonucu (Gen bankasindaki bakterileringen bolgesi
dizilimleri Sequens ID olarak verilmistir).
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6. TARTISMA

Bakterilerde goriulen direng, enfeksiyonlarin tedavisinde, son yillarda
karsilagilan en 6nemli sorundur. Direngli bakteriler toplumda enfeksiyon kontrol
onlemlerinde birgok sorun olusturmalarina ragmen, hastanelerde ve yatan
hastalarda daha fazla olumsuz etkiler olusturmaktadirlar (12). Bunun nedeni
hastanelerdeki kontrolstiz antibiyotik kullanimindaki artig ve ortamdaki bakteriyal
kontaminasyondur (12, 31, 32, 45). Direngli bakterilerin sebep oldugu
enfeksiyonlarda, ozellikle yogun bakim hastalarinin tedavileri i¢in daha pahali
antibiyotiklerin kullanilmasi sebebiyle, maliyet artigi, hastanin hastanede yatis
stresinin uzamasi, morbidite ve mortalitede artist gibi bircok sorunla
karsilagilmaktadir (32). Sonug¢ olarak direngli bakteri turlerinin ve bu dirence
sebep olan mekanizmalarin sayilarindaki artis ve direng tiplerinin farkli turler
arasindaki aktarimi tedavi segeneklerini glin gegtikce azaltmaktadir (29).

A. baumannii ve P. aeruginosa, ¢oklu direng kazanma ozellikleri, dig
ortama kars1 dayanikli olmalart ve salginlara sebep olmalart nedeniyle, direngli
bakteriler i¢inde en sik izole edilen nonfermantatif Gram negatif bakterilerdir (1,
2, 12, 26, 46). Hastane enfeksiyonlarina sebep olan bu bakterilerdeki direng
mekanizmasinin bilinmesi, bu enfeksiyonlar i¢in uygun antibiyotik tedavisi ve bu
enfeksiyonlarin kontrol altina alinmasi agisindan olduk¢a 6nemlidir (7, 12, 24).

A.  baumannii  ve P. aeruginosa’nin sebep oldugu hastane
enfeksiyonlarinda, tedavi igin kullanilan en etkili antibiyotikler, beta laktam grubu
antibiyotikler i¢inde en genis spektruma sahip olan karbapenemlerdir (6, 9, 10,
29). Tungoglu ve arkadasglart (52) yaptiklarn c¢alismada, P. aeruginosa

izolatlarinin, 2005- 2006, 2007- 2008 yillart arasinda antibiyotik duyarliliklarini
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incelemis ve en etkili antibiyotigin karbapenemler oldugunu bulmuslardir.
Klinikte kullanilan karbapenemler, imipenem, meropenem, ertapenem ve
doripenemdir (26, 28). Bunlardan en yaygin olarak kullanilanlar1 imipenem ve
meropenemdir. Bu karbapenemlerin antibiyotik duyarliik sonuglart ve MIK
degerleri; hem hastanin hayati, hem de tedavinin basarist agisindan ¢ok 6nemlidir
(29, 44, 47). Bu sebeple bu duyarlilik sonuglan i¢in tlkemizde kabul edilen
standartlar CLSI standartlaridir. Ancak bu standartlar tek basina yeterli olamadig:
i¢in yapilacak olan ek testler her a¢idan daha dogru bir yaklasim olacaktir (48,
49). Imipenem ve meropenemin duyarliliklart birbirine paralel kabul edilmekte ve
CLSI kriterlerine gore antibiyotik duyarlilik testlerinde birinin digeri yerine
kullanilabilecegi 6nerilmektedir (44, 55).

Ogiing ve arkadaslan (46), 2010 yilinda yaptiklar ¢alismada; BD Phoenix
tam otomatize identifikasyon sistemiyle A. baumannii ve P. aeruginosa susglarinda
imipenem- meropenem duyarliliklarini, disk difiizyon yontemiyle karsilagtirmig
ve %98.1 oraninda uyumlu bulmustur. Ayni gekilde yapilan bir bagka ¢alismada
Donay ve arkadaslart (51), P. aeruginosa suglarinda, imipenem direncini disk
difiizyon ve BD Phoenix tam otomatize identifikasyon sistemiyle kargilagtirmig ve
% 100 uyumlu bulmustur.

Calismamizda kullandigimiz, imipenem ve/veya meropenem direngli
yaklasik 50 P. aeruginosa, 50 A. baumannii susu bu ¢alismaya alinmigtir. Kirby-
Bauer disk difiizyon yontemi ile yapilan duyarlilik testleri igin ticari olarak elde
edilen imipenem (10pg) (Oxoid) diskleri kullanilmigtir. Bu duyarlilik test
sonuglart ayni zamanda BD Phoenix tam otomatize identifikasyon sisteminin

sonuglart ile kargilagtinlmistir. Caligsmaya alinan 6rneklerin timii disk diffiizyon
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yonteminde, imipeneme direngli bulunmustur. BD Phoenix Tam Otomatize
Identifikasyon sistemi sonuclarinda da imipenem, her iki tiirde en yiiksek dirence
sahip oldugu i¢in, iki yéntemin sonuglart uyumlu bulunmustur. Bu sonuglar daha
once yapilan benzer ¢aligmalarla uyumludur.

Karbapenemler; genig spektruma sahip olmalari, bakteri dig memranindan
hizla gegebilmeleri gibi o6zelliklerinden dolayr ¢oklu direng gosteren, Gram
negatif bakteri enfeksiyonlarinda en fazla tercih edilen antibiyotiklerdir. Ancak
giinimuizde bu antibiyotiklere kargt gelisen direng tedavide 6nemli bir sorundur.
Diren¢ mekanizmalari, ilacin hiicrede yeterli konsantrasyona ulagmamast ve
karbapenemleri hidrolize eden karbapenemaz enzimlerinin varliginda gelisir (9,
11, 30). Karbapenemazlar; intrinsik, kromozomal karbapenemazlar ve kazanilmig

2

karbapenemazlar olmak tuzere iki gruptan olusurlar (10, 11, 29, 30).
Karbapenemazlarin bakteri direncindeki o6nemli rollerinden dolayi, rutin
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda tespit edilmeleri i¢in ¢esitli fenotip testlerinin
uygulanmasi epidemiyolojik agidan énemlidir (25, 29). MHT bunlardan biridir,
CLSI klavuzuna gore %95-100 duyarlidir ve KPC tipi karbapenemaz aktivitesini
tespit etmede kullanilir. MHT tek basina, KPC tipi karbapenemaz diger
karbapenemazlardan ayiramadigi i¢in, MBL enzimleri, OXA enzimlerinin
tespitinde de kullanilabilir ancak bu testin 6zgulligiinin diustk olmasina neden
olur. (25, 30, 53, 54). Fenotipik testlerden digerleri CDT ve KDT’ dir. Ozellikle B
sinift MBL enzimlerinin tespit edilmesinde kullanilan bu testler bir¢ok ¢aligmada
onerilmigtir.

Demirdag ve arkadaslart (56) yaptiklart bir ¢aligmada, enfeksiyon etkeni

ve ¢ogul direngli 43 Pseudomonas spp. susunda MBL tretimini MHT ve CDT
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yontemi ile karsilagtirmigtir. MHT %37, CDT %79 olarak bulunmusg, CDT nin
MHT’e gore daha duyarli oldugu sonucuna vanlmistir. Koseoglu Eser ve
arkadaglar1 (57) vyaptiklart calismada, 124 adet A. baumannii susunda,
mikrodilisyon yontemiyle antibiyotik duyarliliklarina bakmis, imipenem direncini
%065.3 bulmuslardir. Suslarda MBL tayini i¢in yaptiklart KDT pozitifligini %51.6
bulmuglardir. KDT pozitif bulunan 64 izolatta blanp.; ve blayn,.> genleri PCR ile
arastirlmig ve negatif bulunmustur. Sart (44) uzmanhik tez c¢alismasinda,
karbapenem direngli, 25 Pseudomonas spp., 57 pseudomonas dist ve
nonfermantatif gram negatif bakteri susunda, MHT ve KDT ile MBL varligint
arastirmistir. Calismasinda Pseudomonas spp. suglarinda, MHT %12, KDT ise
%52, 45 nonfermantatif gram negatif bakteri izolatinda ise MHT %89, KDT %96
bulmug, EDTA- KDT nin MHT e gore daha duyarli oldugu sonucuna varmstir.
Sesli-Cetin ve arkadaslar (58), disk difiizyon yontemiyle imipenem direngli, 61
A. baumannii, 52 P. aeruginosa susunda, MBL varligin1 aragtirmak i¢in MHT,
KDT ve CDT yapmislardir. Sonuglar; A. baumannii igin, MHT %74, KDT %75,
CDT %84, P. aeruginosa i¢in, MHT %58, KDT %062, CDT %73 olarak
bulunmustur. Tirk Dagi ve arkadaglart (59), karbapenem direngli 202 A.
baumannii susunda, MBL varligini KDT yontemiyle arastirmiglar ve %69
oraninda pozitif bulmuglardir. Pozitif bulunan bu suslarda, blan,p ve blayn, genleri
PCR yontemi ile bakilmig ve tespit edilememistir.

Calismamizda, CLSI kriterlerine gore Kirby-Bauer disk difiizyon
yontemiyle antibiyotik duyarlilik testleri yapilan ve imipenem direngli bulunan,
50 A. baumannii, 50 P. aeruginosa susunun timine MHT, KDT ve CDT

uygulanmustir. 4. baumannii suglarinda; MHT %92, KDT %90 ve CDT %50, P.
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aeruginosa suslarinda; MHT %54, KDT %92 ve CDT %80 bulunmustur. Bu
sonuglara gore; A. baumannii igin karbapenemazlarin tespitinde, MHT ve KDT
duyarlt bulunurken, P. aeruginosa igin KDT ve CDT duyarli bulunmustur. Bu
sonuglar daha once yapilan benzer ¢alismalarla uyumludur.

Fenotipik testlerde, CLSI tarafindan Onerilen standart bir yontemin
olmamasi, karbapenemlerdeki diisik MIK degerleri, EDTA duyarliliginin
standardize edilmemis olmasi testleri yorumlamada gii¢liklere neden olmaktadir.
(44, 60,61, 62). Ayrica bu testlerin ticari olarak hazir elde edilememesi ve
sonuglarin bir giin sonra alinmas nedeniyle rutinde kullamlmamaktadir. Ozellikle
yogun bakim unitelerindeki ciddi enfeksiyonlarda, karbapenemazlarin hizli ve
dogru tespit edilmesi hastanin yasami igin ¢ok énemlidir. Fenotipik testlere gore
daha duyarli olduklar i¢in, karbapenemazlarin tespitinde, bu testlerin yaninda
molekiler testlerde yapilmalidir (25, 29).

Gokmen ve arkadaglari (63), yanik tnitesinde A. baumannii salginini
arastirmak tizere, Uniteden aldiklar ve izole ettikleri 11 ¢evresel A. baumannii
susunda fenotipik olarak tami koyduktan sonra, tip spesifik multiplex PCR
yontemi ile blaoys.s;, blaoys ss, blaoxs 2z ve blaoys 24 geni bakmiglardir. Tim
izolatlarda pozitif bulduklart blapys.s; genine ilaveten 3 susta ayni zamanda
blaoy, 24 geni bulmuglardir. Bu izolatlardaki klonal iligkinin tespiti i¢in yaptiklar
PFGE sonucuna gorede suglarin tiimiiniin bir ana kiime i¢inde, yakin iligkili 2 alt
kiimede toplandiklarini tespit etmislerdir. Keskin ve arkadaglari (64), yaptiklar
caligmada, 201 A. baumannii susunda PCR yontemiyle blaoyy s;, blaoxa ss, blaoxa-
23 ve blaoxs o4, bla blayn,, bla blap,p direng genlerine bakmislar; blaoy. s,

pozitifligi %100, blapys 23 %91.5, blaoys ss %63.5, blaoxa.»4 %1 bulunurken diger
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direng genlerini tespit edememislerdir. Suslarin molekiiler tiplendirmelerini PFGE
yontemiyle yapip, izolatlart 4 farkli genotip altinda siralamiglardir, izolatlarin
birbirine benzerliklerinin %70’in altinda bulundugunu ve baskin bir izolatin
olmadigint bulmuslardir. Tek basina blaoys.s; pozitif 12 susun fenotipik olarak
imipenem direncinin olmadigini tespit etmis, imipenem direngli izolatlarda blapy.-
s/’in yaninda mutlaka bagka bir veya birka¢ oksasilinaz diren¢ geninin pozitif
oldugu belirtmislerdir. Woodford ve arkadaslar1 ( 65) yaptiklart caligmada, A.
baumannii suslarinda blapx..s; geninin karbapenem direnct ile iligkili olmadigini,
bu gene yerlesmig ISAbal segmentinin karbapenem direnci ile iligkili oldugunu,
ancak OXA-23, 24 ve 58’in karbapenem direnciyle iligskili oldugunu
belirtmislerdir. Mendes ve arkadaglari ( 66), 10 tilkeden, 41 hastane kokenli, 230
A. baumannii sugunun, %70.4’inde imipenem veya meropenem direnci, %70 sinif
D karbapenemaz ve %0.8 MBL tespit etmislerdir. blapys.; geni 6 tlkede
yayginken, blapyi.ss ve blaoys 23’ Un daha az yaygin oldugunu bulmuslardir. Giir
ve arkadaslar1 (67) benzer bir calismada, Istanbul ve Ankara sehirlerindeki
hastane kokenli A. baumannii susglarinda, PCR yontemiyle baktiklart blaoy, ss gen
pozitif suglarin PFGE yontemiyle yaptiklart molekiler tiplendirmesinde; iki
sehirdeki pozitif suslarin klonal dagiliminin birbirinden farkli, aymi sehirdeki
suslarin ise benzer oldugunu tespit etmislerdir. Bulduklan blapx.»; gen pozitif
suslarin ise klonal iligkili oldugunu bulmuglardir.

Karbapenem hidrolizine neden olan beta laktamazlardan OXA enzimlert,
OXA-51, 58, 23, 24 olmak tzere 4 ana gruptan olusur. OXA-51 dogal, digerleri
kazanilmis beta laktamazlardir. OXA-51 ve 24 kromozomal, OXA-23 ve 58

plazmid kokenlidir (68). A. baumannii’de karbapenem direnci en sik beta

90



laktamazlarla gelismektedir. Giderek artan sayidaki diren¢ oranlarina ilaveten
direngli bakterilerin tedavisinde son secgenek olarak kullanilan kolistin ve
polimiksin B i¢inde direng bildirimlerinde artig vardir (70). OXA-51 A. baumannii
suslarinda intrinsik olarak olarak bulunur ve bu gen tzerine yerlesmis olan
ISAbal, karbapenem direnciyle ilgilidir (70). Yaptigimiz PCR sonuglarina gore;
A. baumannii suglarinda, OXA-51 %98, OXA-58 %14, OXA-23 %14 pozitif
bulunurken, OXA-24 enzimleri i¢in kodlayan gen tespit edilememistir. P.
aeruginosa sugunda ise bu gen bolgelerinin hi¢ biri bulunamamistir. Sonuglar
daha onceki yurt i¢i ve yurt dist caligmalarla uyumludur. Glnimiizde
genotiplendirmede, halen altin standart olarak kabul edilen yontem sekans
analizidir. Calismamizda bu amagla, PCR yontemiyle, blaoyss;, blaoxsss ve
blapy, ;3 genleri pozitif bulunan A. baumannii suglarindan, gelisiglizel segilen 20
ornege sekans analizi yapilmistir. Sekans analizi sonucuna gore, bu gen
bolgelerinin BLAST programinda diger gen dizilimleri ile alignmentt1 sonucu tiim
orneklerin A. baumannii oldugu tespit edilmistir. Elde edilen dizilimlerin gen
bankasindaki dizilimler ile BLAST programinda belirlenen benzerligi OXA-23
primerleri ile caligilan 5 ornekte %97-99, OXA-51 primerleri ile caligilan 8
ornekte %95-98 ve OXA-58 primerleri ile ¢aligilan 7 6rnekteise %99-100 olarak
tepit edilmistir. Bu sonuglara gore her iig OXA bolgesininde yiiksek oranda
korundugu ancak, en korunmus bolgenin OXA-58’e¢ ait bolge oldugu
kaydedilmistir.

Robledo ve arkadaglari (76) i¢cinde A. baumannii ve P. aeruginosa susunun
bulunan 10.507 Gram negatif susta PCR yontemiyle blagpc geni bakmislar;, P.

aeruginosa suglarinin 99 tanesinde, A. baumannii suslarinin 41 tanesinde blaxpc
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geni bulmuslar, bu durumun blaxpc geninin klinik olarak 6nemli nazokomiyal
yayilimlara neden olacagini belirtmiglerdir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda,
Robledo ve arkadaslarn Puerto Rico’da (77), Poirel ve arkadaslan Ingiltere’de (78)
P. aeruginosa susglarinda ve Akpala ve arkadaglar1 Trinidad ve Tobago’da (79) A.
baumannii guslarinda blagpc geni tespit etmiglerdir. Villages ve arkadaslarinnin
(80) yaptiklart ¢alismada, Kolombiya’da direngli ti¢ P. aeruginosa susunda tespit
ettikleri KPC enzimi, blaxpc geninin Enferobacteriaceae ailesi disinda
gorilmesini rapor eden ilk calismadir. Sacha ve arkadaslar (82), blaxprc genlerinin
hizli yayilimlarini, hareketli olmalarina ve plazmid veya transpozonlar tizerinde
bulunmalarina yormuslardir. Bu plazmidler ayni zamanda aminoglikozid direnci
gostergesi ve diger antibiyotik genleriyle iligkili oldugunu séylemislerdir.

Calismamizda yaptigimiz PCR sonuglarina gore 50 A. baumannii susunda,
4 blagpc geni pozitif bulunmustur, 50 P. aeruginosa susunda ise hi¢ pozitif
bulunamamigtir. Bu oranlar yapilan benzer c¢aligmalarla uyumludur. Pozitif
bulunan genlerin PCR rlnunleri yetersiz oldugu i¢in sekans analizleri
yaptlamamusgtir.

Er ve arkadaslari (84), yatan hastalardan izole ettikleri 195 P. aeruginosa
susunda, real-time PCR yontemiyle direng genlerine bakmislar; dort izolatta VIM,
2 izolatta IMP bulmuglar, blaxpc genine rastlamamugslardir. blayn, ve blapsp
genlerinin tespit edildigi suslarda imipenemin direngli oldugunu ve fenotipik
olarak MBL trettigini saptamiglardir. Ayrica dizi analizi sonuglarina gore blayp,
geni saptanan izolatlarin hepsinin VIM-2, IMP izolatlarinin hepsininde IMP-1
oldugunu tanimlamiglardir. Wolter ve arkadaglart (85), yaptiklan g¢alismada; 6

aylik siire zarfinda 513 P. aeruginosa susu, 13 PFGE grubuna ayirmislar ve bu
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gruplardaki 37 susu karbapenem direngli bulmusglardir. 4 PFGE grubundan alinan
37 susun 7 tanesi blaxpc, 7 PFGE grubundan alinan 37 susun 25 tanesinde ise
blap;p;s bulmuglardir. Bu sonuglarina gore bulduklart  blagpe pozitif P.
aeruginosa susularinin, ¢esitli Puerto Rico hastanelerinde yayilimlarina, blapp ;s
ve blagpc'nin genetik olarak bagimsiz suglarla yayilimlarina isaret ettigini
belirtmislerdir. Cekin ve arkadaglari (86), bir hatane salgininda, 4 aylik siire
boyunca topladiklart karbapenem direngli 26 P. aeruginosa susunda yaptiklar
PFGE sonucunda, suslarin 4 kiime i¢inde dagilim gosterdigini ve suslarin 4 ayri
klondan kaynaklandigini sdylemislerdir. Ulusoy Al ve arkadaslar1 (87), yaptiklari
caligmada, imipenem direngli 79 A. baumannii susunda PZR yontemiyle blapp
arastirmig ancak bu diren¢ genine rastlamamiglardir. Daha sonra, suslart PFGE
yontemiyle tiplendirmisler, suslarin 10 farkli gruba ayrildigini, 6zellikle iki grupta
yogunlagma oldugunu, fenotipik testleri pozitif olan suslarda gruplagmanin daha
fazla oldugunu soylemislerdir.

Metallo beta laktamazlar i¢inde bulunan IMP ve VIM esas olarak P.
aeruginosa’da  tespit  edilir, fakat bu grup beta laktamazlarn
Enterobacteriaceae’lardada gosteren dinya genelinde raporlar bulunmaktadir
(10). Metallo beta laktamazlar kromozomal veya plazmid kokenlidir, 6zellikle
plazmid kokenli olanlar integronlar iginde gen kasetleri seklinde bulunurlar. Bu
MBL genler plazmid veya transpozonlar araciligiyla mikroorganizmalar arasinda
hareket ettikleri i¢in diinya ¢apinda hizli bir sekilde yayilim gostermektedir (88).
Poirel ve arkadaglart (89), yaptiklart ¢aligmada, multipleks PCR yontemiyle 11
ayrt direng geni bakmislardir. blayp,., direng genini P. aeruginosa suslarinda,

blap,p-; direng genini ise K. Pneumoniae suslarinda tespit etmiglerdir.
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Calismamizda PCR sonuglarina gore, P. aeruginosa suglarinda ve A.
baumannii susunda, blapp ve blayp, genleri bulunamamaistir.

Sonug olarak, ¢alismamiz bu bolgede ¢ok yapilan bir ¢aligma olmadigi
icin epidemiyolojik 6neme sahiptir. Karbapenem direncine sahip beta laktamaz
genlerini tagiyan kokenlerin saptanmasi ve beta laktamazlarin tiplendirilmesinin;
ozellikle tedavide kullanilacak antibiyotiklerin seg¢iminde, tedavinin takibinde,
enfeksiyon hastaliklarinin 6nlenmesinde ve enfeksiyon kontrol programlarinin

gelistirilmesinde yol gosterici olacagi disinilmektedir.
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