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1. GIRIS VE AMAC

Toplum kaynakli enfeksiyonlarin yani sira hastane enfeksiyonlarinda onemli bir
etken olan Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) bakteriyemi, pnomoni ve tiriner
sistem enfeksiyonlarina sebep olmaktadir (1,2). P. aeruginosa’nin pek ¢ok ilag grubuna
kars1 intrensek dirence sahip olmasi ve kazanilmis direng gelistirebilme yetenegi nedeniyle
bu enfeksiyonlarin tedavisi giigtiir ve uygun antimikrobiyal tedaviye ragmen mortalite
oranlart yiiksektir (3-5).

Karbapenemler yliksek antipsédomonal etkinlige sahip olan ve ¢oklu ilaca direngli P.
aeruginosa enfeksiyonlarinda son tercih olarak kullanilan antibiyotiklerdir (6,7,8). Metallo
beta laktamazlar (MBL’ler), monobaktamlar disindaki beta laktam ajanlar1 hidrolize
edebilen ve hareketli genetik materyaller ile tasinarak bakteri tiirleri arasinda hizla
aktarilabilen direngten sorumlu enzimlerdir (2,3,5,9). Genellikle P. aeruginosa’da diger
diren¢ mekanizmalariin da birlikte bulunmasi monobaktamlara da direncin gézlenmesine
neden olmaktadir. MBL’ler klavunat, sulbaktam ve tazobaktam gibi beta laktamaz
inhibitorleri ile de inhibe edilememektedirler (2,3,9). Bu 6zellikler MBL {ireten izolatlarla
gelisen enfeksiyonlarin tedavisini zorlastirmakta ve yan etkilerinin fazla olmasina ragmen
kolistin genellikle tek segenek olmaktadir (9-13).

MBL’ler sadece P. aeruginosa’da degil, Acinetobacter baumannii ve
Enterobacteriaceae ailesinin tiyeleri gibi diger gram negatif bakteriler arasinda da
goriilmektedir (11-13). Tiim diinyada en yaygin olanlar IMP ve VIM tipi MBL’ler olmakla
birlikte dagilimlar1 bolgesel farkliliklar gostermektedir (9,11-13).

Tiirkiye’de ilk MBL P. aeruginosa izolatinda Bahar ve ark. (14) tarafindan 2003
yilinda saptanmis ve blaVIM-5 oldugu bildirilmistir. Ulkemizde sadece IMP ve VIM tipi
MBL’ler saptanmistir. 2007 yil1 dncesinde hastanemizde yapilmig bir ¢alismada 100 P.
aeruginosa izolatindan birinde VIM tipi ve dokuzunda IMP tipi MBL geni tespit edilmis
ve IMP-1 iireten izolatlarin klonal iliskili oldugu bildirilmistir (15).



MBL’lerin yayilimimin hizli olmasi, gesitliliginin her gecen giin artmasi ve tiirler
arast yayillim gosterebilmesine karsin bu enzimlerin tanimlamasinda kullanilabilecek
yontemlerin standardizasyonu heniiz saglanamamistir (9,11,16,17). MBL’lerin molekiiler
biyolojisi ve genetigi ile ilgili onemli bilgiler mevcut olmasina ragmen epidemiyolojik
veriler ve klinik deneyimler yetersizdir (11,18). MBL iiretiminin klinik etkisi, hastane
enfeksiyon kontrol ve antimikrobiyal tedavi politikalar1 iizerine etkisi de net olarak
belirlenememektedir (16).

Ulkemizde MBL iireten P. aeruginosa siklig1 ve MBL tiplerinin dagilimu ile ilgili
veriler oldukga kisithidir. Ayn1 zamanda tilkemizde MBL iireten P. aeruginosa izolatlarinin
klonal iliskisinin altin standart yontem olarak kabul edilen Pulsed Fieled Gel Elektroforezi
(PFGE) ile incelendigi ¢alisma mevcut degildir. Ayrica MBL’lerin molekiiler ve genetik
yapisi ve epidemiyolojik Ozelliklerinin yani sira hastane enfeksiyon kontrolii ve bu
enfeksiyonlar i¢in tedavi stratejilerinin belirlenebilmesi igcin MBL varlig1 agisindan risk
faktorlerinin ve MBL saptanan izolatlarin mortaliteye etkisinin belirlenmesine ihtiyag
vardir.

Bu calismada 2008-2010 yillar1 arasinda hastanemizde cesitli klinik 6rneklerden
izole edilen P. aeruginosa izolatlarinda MBL sikliginin ve tiplerinin belirlenmesi, MBL
saptanan izolatlar arasinda Kklonal iliskinin PFGE ile arastirilmasi, MBL pozitif P.
aeruginosa izole edilen hastalara ait ¢esitli mikrobiyolojik, demografik ve Kklinik
Ozelliklerin belirlenmesi ve bu 06zelliklerin MBL ile ilikisinin istatistiksel olarak

degerlendirilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Pseudomonas aeruginosa
2.1.1. Tarih¢e ve Taksonomi

Sédillot’un 1850°de Fransiz askerlerinin yaralarinda mavi renkli akinti tariflemesiyle
Pseudomonas tarihte ilk kez yer almistir. Ancak bu akintiya sebep olan organizma 1882
yilinda tanimlanabilmis ve Bacillus pyocyaneus olarak isimlendirilmistir. 1990’da Migula,
Yunanca yalanct anlamina gelen ‘pseudes’ ve birim anlaminda kullanilan ‘monas’
terimlerinden olusan Pseudomonas tanimini cins adi olarak; Pseudomonas pyocyanea
tanimini ise tiir adi olarak kullanmistir (6). 1923 yilinda yayinlanmig olan Bergey’in El
Kitabi’nda Pseudomonas’in fenotipik Ozelliklerine gore bir siniflandirma yer almistir.
1960’ 11 yillarin sonlarinda DNA-DNA hibridizasyon tekniklerinin gelismesiyle fenotipik
simiflandirma tamamlanmistir (19-21). Tablo 1’de goriildiigii gibi, 1984’te Palleroni, bu
genusu rRNA homolojilerine gore bes gruba ayirmistir ve Psédomonaslar rRNA homoloji

grup I’de yer almistir (9,22,23).

Tablo 1. Klinik 6nemi olan Pseudomonas’larin siniflandirmasi, (22,23).

rRNA Homoloji Grup Tiir Oksidaz ozelligi
I. Pseudomonas King’s B Agarda Pseudomonas aeruginosa Pozitif
Floresan Pseudomonas flourescens Pozitif
Pseudomonas putida Pozitif
Nonfloresan Pseudomonas alcaligenes Pozitif
Pseudomonas pseudoalcaligenes Pozitif
Pseudomonas stutzeri Pozitif
11. Burkholderia Burkholderia cepacia Pozitif
Burkholderia pseudomallei Pozitif
Burkholderia mallei Pozitif/Negatif
Ralstonia pickettii Pozitif
Burkholderia gladioli Pozitif
I11. Delfia Delfia acidovorans Pozitif
IV. Brevundimonas Brevundimonas diminuta Pozitif
Brevundimonas vesicularis Pozitif

V. Stenotrophomonas Stenotrophomonas maltophilia Negatif




2.1.2. Genel Mikrobiyolojik Ozellikleri

Pseudomonas aeruginosa aerob, sporsuz, 0.5-1.0 um boyutlarinda gram negatif
basildir. Cogunlukla tipik koloni yapisi, besiyerine yayilan pigmentleri ve kendisine has

kokusu ile primer izolasyon besiyerlerinde kolaylikla taninabilmektedir (6,22-24).

o sclENCEphotoLiBR

Resim 1. a) P. aeruginosa’nin renkli elektron tarama mikroskobunda (scanning
electron microscope, SEM) goriiniimii (25), b) P. aeruginosa’min %35
koyun kanh agarda koloni goriiniimii.

37°C’deki agar kiiltiirlerinde g¢ogunlukla diizensiz kenarli diiz koloniler (tip 1)
olustururlar, bazilar1 ise koliform (tip 2) goériiniimdedirler. Kuru (tip 3), mukoid (tip 4),
burusuk (tip 5) ve ciice (tip 6) koloni gibi diger koloni tipleri olduk¢a nadir goriilmektedir.
Mukoid koloni formasyonu o6zellikle kistik fibrozis (KF) hastalarinin solunum yolu
orneklerinden izole edilen suslarda goriilmektedir (6,22). 10-44°C sicaklik araliginda
tireyebilmektedir ancak optimal iireme sicakligi 35°C’dir. 42°C’de iireme 6zelligi ile de
klinik 6nemi olan diger pseudomonaslardan ayrilmaktadir (6).

Pseudomonas aeruginosa’nin, mavi renkli piyosiyanin (fenazin pigment) ve sari
renkli piyoverdin (florasan pigment) pigmenti iiretimi ile agar kiiltiirlerinde mavi-yesil
renk olusturmasi karakteristiktir. Belirli konsantrasyonlarda potasyum ve magnezyum
tuzlart icermesi ile florasan iiretiminin baskilandigi King’s A besiyerindeki kiiltiirlerde
gozlemlenebilen piyosiyanin iiretimi tiire 6zgiidiir. Daha az oranda tuz iceren King’s B
besiyerindeki kiltlirlerin  ultraviyole 1s1k altinda incelenmesiyle godzlemlenebilen
piyoverdin ise suda c¢oziinebilen ve besiyerine diffiize olabilen bir pigmenttir. Suda

¢oziinen piyorubin (kirmizi) ve piyomelanin (kahverengi/siyah) ise daha az siklikta



karsilasilan pigmentlerdir. Ayrica pigmentler bakterinin demir alimi i¢in siderofor olarak
da gorev yapabildiklerinden demirin az oldugu ortamlarda pigment iiretimi artmaktadir
(6,22,23,26).

Tek polar flajellas1 sayesinde hareketlidir. Diger Pseudomonas tiirleri birden fazla
flajellaya sahip oldugundan, bu o6zelligi ile diger tiirlerden ayrilmaktadir. Hareketliligini
saglayabilmek i¢in molekiiler oksijen varligina gereksinim duyar. Oksijenin son elektron
alicist olarak kullanilmasi nedeniyle zorunlu aerob bir metabolizmaya sahiptir. Ancak
nitratt ya da arjinini son elektron alicis1 olarak kullanmak suretiyle anaerob olarak da
tireyebilmektedir (24,26).

Biitiin Pseudomonas tiirleri glukozu ve diger sekerleri oksidatif yolla metabolize
etmektedirler. Biitlin suslar sitokrom oksidaz enzimi liretirler ve bu 6zellik Kovac’s ayiract
kullanilarak yapilan oksidaz testi ile gozlemlenmektedir. Oksidaz aktivitesi gostermeyen
suslar nadir de olsa goriilmektedir. Ayrica nitrati nitrojen gazina indirgeyebilmektedir ve
arjininden amonyak olusturabilmektedir. Demirli ve ii¢ sekerli besiyerinde ise alkalin renk
degisimi olmasi ya da hi¢ renk degisimi olmamasi gézlenmektedir. P. aeruginosa’nin
klinikte sik karsilasilan diger Pseudomonas tiirlerinden ayriminda kullanilan o6zellikler
Tablo 2’de 6zetlenmistir (9,24,27).

Tablo 2. Klinik érneklerde saptanan Pseudomonas tiirlerinin bazi biyokimyasal,

ozellikleri (24).
Test P. aeruginosa P. fluorescens P. putida P. stutzeri
Oksidaz %99 %97 %100 %100
42°C’de iireme %100 0 0 %69
Nitrat rediiksiyonu %98 %19 0 %100
Nitrattan gaz olusumu %93 %3 0 %100
Piyoverdin %65 %96 %93 0
Ure hidrolizi %48 (9°) %21 (31% %31 (44%) %33 (22
Glukozdan asit olusumu® %97 %100 %100 %96 (4)
Simmons sitrat %95 %93 %94 (69 %82 (14%)
Flajel sayis1 1 >1 >1 1

® Parantez igindeki yiizdeler geg reaksiyon veren suslara aittir.
®941 karbonhidrat igeren oksidatif fermantatif bazal ortam.



2.1.3. Virulans Faktorleri

Efflux pump~s

Flagellum

Pili

Other secreted factors
Exotoxin A
Proteases
Type lll secretion system Phenazines
ExoS ExoT
ExoU ExoY

Sekil 1. P. aeruginosa’min viriilans mekanizmasa, (1).

Tim Pseudomonas tiirleri iginde firsat¢i patojen olarak en sik rastlanan tir P.

aeruginosa’dir (27). Ayn1 zamanda, pek ¢ok antimikrobiyal ajana direng gelistirebilmekle

birlikte; Sekil 1°de goriildiigii gibi toksin ve enzim formunda ¢ok sayida viriilans faktorii

salgilayabilmektedir ve faktorlerin foksiyonlar: Tablo 3’de 6zetlenmistir (1,27,28).

Tablo 3. P. aeruginosa’nin virulans faktorleri ve fonksiyonlari, (28).

Virulans Faktorii

Fonksiyonu

Fimbria

Flajella

Tip III salgilama sistemi
ExoS

ExoT

ExoU

ExoY

Quorum sensing molekiilleri

Piyoverdin

Elastaz, proteaz, hemolizinler
ve lokosidin

Pyosiyanin

Ekzotoksin A
Lipopolisakkarid
Aljinat

Konak hiicreye tutunma ve proinlamatuar gen ekspresyonunun
aktivasyonu

Motilite, konak hiicreye baglanma, 1L-8 aktivasyonu

Toksinlerin konak hiicreye enjeksiyonu (ExoS, ExoT, ExoU, ExoY)
Tiimor nekrozis faktor stimiilasyonu

GTPaz aktivasyonu

Sitotoksin

Adenilat siklaz aktivasyonu

Diger pseudomonaslarin gen ekspresyonunun koordinasyonu ve biyofilm
olusumu

Demirin baglanmasi

Dokuya invasyon ve konak hiicrenin lizisi

Lenfosit proliferasyonunun ve silya fonksiyonlarinin inhibisyonu,
oksijen radikallerinin iiretimi

Konak hiicrede protein sentezinin inhibisyonu, organizmanin yayilimi
Endotoksin

Serbest radikal tutucu, fagasitozun, nétrofil kemotaksisinin ve
kompleman aktivasyonunun inhibisyonu

2.1.3.1. Flajella ve Adhezinler

Flajella, hareketlilik saglamanin yani sira doku yiizeyi ile ilk etkilesimde rol oynayan

onemli bir viriilans faktoriidiir (26). Pililer ise konak hiicre membranina ve diger yiizeylere



tutunmada gorev almaktadir. P. aeruginosa’nin solunum yollart epitelinde baglandigi
reseptor asialo-gangliozid MI (aGMI)’dir. aGMI ekpresyonunun ¢ogunlukla epitel hasari
sonrasi ve hiicre yenilenmesi esnasinda ger¢eklesmesi, P. aeruginosa’nin hasarli solunum
yoluna adhere olma sebebini agiklamaktadir (28-31).

Flajellin proteini, respiratuar sistemdeki miisine baglanarak mikroorganizmanin
solunum yolundan temizlenmesini kolaylastirmaktadir. Makrofajlar gibi fagositik hiicreler
igin ligand goérevi istlenmektedir. Bu durumla iligkili olabilmesi muhtemeldir ki, Kistik
fibrozis (KF) hastalarindan izole edilen P. aeruginasa suslar1 flajelladan yoksundur ve
fagositozdan kacarak kronik enfeksiyonlar olusturabilmektedir (6, 29-31).

P. aeruginosa’nin konak dokuya ya da miisinlere tutunmasinda rol oynayan
adhezinler: pili, miisin baglayan dis membran proteini (mucin-binding outer membrane
protein F, OM protein F), yiizey lektinleri ve mukoid ekzopolisakkarid (aljinat) olmak
tizere dort grupta toplanir (6,26).

Pililer, pilA geninin protein polimerleridir. Fakat olusumlarinda ve fonksiyonlarinda
cok sayida gen rol oynamaktadir. Pililerin, bakteri virulansinda rol aldig1 ve sitotoksitede
etkisi oldugu goriilmistiir. Tip 4 pilus olarak bilinen temel pili tiiri, bakterinin solid
yiizeylere tutunmasindan, bakteriyofajlarin baglanmasindan ve girisinden sorumludur (29-
31).

Pseudomonas aeruginosa iki tir yiizey lektini sentezlemektedir: PA-IL olarak
adlandirilan galaktoza ve PA-IIL olarak adlandirilan ise fukoza baglanmaktadir (29-31).

Bakterinin yilizeye yapismasiyla, aljinat biyosentetik geninin transkripsiyonu
indiiklenmektedir. Bakteri hiicresi ve aljinattan olusan konsorsiyum biyofilm
formasyonunun temelini olusturmaktadir ve bakteriyi ¢evresel kosullar ve antibiyotik gibi

faktorlerden korumaktadir (6).

2.1.3.2. Lipopolisakkarid

Pseudomonas aeruginosa, genel olan A-bant ve serotipe 6zgli olan B-bant olmak
tizere iki farkli kimyasal 6zellikte lipopolisakkarid (LPS) iiretmektedir. A-bant LPS tek
diize antijenik yapiya sahipken; B-bant LPS lipid A, kor polisakkarid ve O-6zgiil bolge
zinciri olmak lizere {i¢ birimden olusmaktadir. A-bant ya da B-bant LPS’den birinin
digerine gore fazla ekspresyonu, yiizey antijenik Ozelliklerinde degisiklik saglayarak,

immiin yanittan kagis1 saglamaktadir (6). O-6zgiil bolge zincirleri, komplemanin litik



etkisini dnlemektedir. O antijenine spesifik antikorlar sadece hayvan modellerinde degil

insanda da koruyucu olmuslardir (32).

2.1.3.3. Ekstraseliiler Polisakkaridler

Biitin P. aeruginosa izolatlatlari, hiicrenin etrafinda biiyiik  genellikle
polisakkaridlerden meydana gelen ekstraseliiler slime kiimeleri olusturmaktadir. Mukoid
suglar tarafindan asir1 miktarda tretilen aljinat polisakkaridi, B-1,4 D-mannuronik asit ve
L-glukronik asitten olugsmustur. Bu olusum mukoid koloninin fiziksel goriintiisiinii

vermektedir (6).

2.1.3.4. Ekzotoksinler

Ekzotoksin A (ETA) P. aeruginosa’nin {irettigi ekzoenzimler iginde en toksik
olanidir ve okaryotik hiicrede elongasyon faktor 2’yi (EF-2’yi) inhibe ederek protein
sentezini bozmaktadir. ETA yanik yaralarinda olusan dermatonekroz, okiiler
enfeksiyonlarda korneal hasar ve kronik pulmoner enfeksiyonlarda doku hasarinda rol
oynamaktadir. Ayrica T hiicrelerine mitojenik ve interlokin-1 (IL-1) tizerine indiikleyici
etki gostermektedir (6, 26, 33).

Ekzoenzim S, ekzoenzim T, ekzoenzim U ve ekzoenzim Y olmak iizere baslica dort
proteinden olusan Tip III salgilama sistemi, P. aeruginosa epitel hiicresine baglandiginda
aktive olmaktadir. Bakteriyel toksinler hiicreye bu sistem aracilifiyla enjekte edilmektedir.
Bu sekilde aktive olan immiin sistem araciligiyla hiicre hasar1 ve nekroz meydana
gelmektedir. Tip III salgilama sistemi, daha ¢ok akut ve invaziv enfeksiyonlarla iliskili
bulunmustur. Pndmoni hastalarinda, Tip III salgilama sisteminin ekspresyonu solunum

yetmezligi, sepsis ve mortalite oranlarinda artis ile iliskilendirilmistir (28).

2.1.3.5. Proteazlar

Pseudomonas aeruginosa jelatin, kazein, elastin, kollajen ve fibrin gibi ¢ok sayida
substrata etkili olabilen proteolitik enzimlere sahiptir. Bu enzimler {i¢ grupta

toplanmaktadir; genel protezlar, elastaz ve alkalin proteaz (23).



Elastaz, Las A (serin proteaz) ve Las B (¢inko metalloproteaz) olmak tizere elastini
sinerjistik olarak indirgeyebilen iki enzimden olusmaktadir. Elastazin, akciger parankim
dokusu ve diger elastin igeren dokulardaki hasar ve yaygmm P. aeruginosa
enfeksiyonlarinda olusan hemorajik lezyonlarla (ektima gangrenozum) iliskili oldugu
goriilmistiir. Bu iki enzim kompleman bilesenlerinin indirgenmesi, nétrofil kemotaksisi ve
fonksiyonlarmin inhibisyonuyla akut enfeksiyonlarda doku hasarina neden olmaktadir.
Kronik enfeksiyonlar, enfekte dokuda immiin kompleks birikimi ve bu enzimlere karsi
antikor olusumu ile karakterizedir (6).

Alkalen proteaz da elastaz gibi doku hasar1 ve enfeksiyonun yayilmasina neden
olmaktadir (26).

2.1.3.6. Hemolizinler

Pseudomonas aeruginosa’da 1siya duyarli olan Fosfolipaz C ve 1s1iya dayanikli olan
ramnolipid olmak iizere iki tiir hemolizin identifiye edilmistir (6). Fosfolipaz C, lipid ve
lesitin baglarin1 kirmak suretiyle doku hasarina yol agmaktadir. Ayrica sitoplazmik
membran ve pulmoner surfaktani hasara ugratmaktadir ve opsoninleri inaktive etmektedir.
Hemolizin tiretimi ile solunum ve idrar yolu enfeksiyonlari arasinda iliski gosterilmis
oldugu halde fosfolipaz C’nin rolii kesinlik kazanmamistir (23, 26).

Ramnolipid, ramnoz ve beta-hidroksidekanoid asitten ibaret olup deterjan benzeri
bir etki gostermektedir. Fosfolipaz C ile birlikte fosfolipidler iizerinde olusturdugu ¢oziicii

etki ile akciger ylizey gerilimini inaktive etmektedir (6).

2.1.3.7. Sideroforlar

P. aeruginosa, enfeksiyonun olusumu ve devamliligi sirasinda piyoselin ve

piyoverdin gibi demir selatorlerini kullanarak demir alimini saglamaktadir (6).

2.1.3.8. Piyosiyanin ve Piyoverdin

P. aeruginosa tarafindan iiretilen ve mavi renkte olan piyosiyonin pigmenti hidrojen
peroksit ve siiperoksit lretimini katalizlemektedir. IL-8 saliniminm1 uyararak nétrofil

aktivasyonunu artirmaktadir (26,34). Ayrica piyosiyanin Escherichia coli, Staphylococcus
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aureus ve Mycobacterium smegmatis gibi pek c¢ok tir i¢in bakterisidal aktivite
gostermektedir (27).
Sar1-yesil renkte olan piyoverdin ise demiri baglayan bir siderofordur. Ekzotoksin A

ve diger virulans faktorlerinin salinimini da diizenlemektedir (26).

2.1.3.9. Quorum Sensing

Quorum sensing (QS) sistemi, bireysel bir bakteri tarafindan iiretilen ve diffiize
olarak ¢evredeki mikroorganizmalar tarafindan algilanabilen kiiciik sinyal molekiillerinden
olusmaktadir (34,35). P. aeruginoasa’da bu molekiiller a¢il homoserin laktonlardir.
Bakteri popiilasyonu belirli bir yogunluga ulastiginda bakteri metabolizmasinda olusan bir
takim degisiklikler sonucu bazi genler eksprese edilir. Bu siirecte las sistemi ve rhl sistemi
olmak Ttzere iki farkli sistem tanimlanmustir. Elastaz, alkalen proteaz, hemolizin,
rhamnolipid ve ekzotoksin A gibi P. aeruginoasa’ nin iirettigi pek ¢ok virulans faktoriiniin
QS sistemi ile iligkili oldugu gosterilmistir (35,36). Bu sistem ayni zamanda P.
aeruginosa nin patogenezinde son derece Onemli olan biyofilm olusumunda da rol
oynamaktadir. A¢il homoserin laktonlar P. aeruginosa enfeksiyonu olan KF hastalarinin

akcigerlerinde de saptanmustir (6,34-36).

2.1.3.10. Diger Virulans Faktorleri

Noraminidaz, GM1 gangliozid reseptdrlerinin yapisindan sialik asit rezidiilerini
cikartarak pililerin epitel hiicresi yiizeyindeki bu reseptorlere yapismasini saglamaktadir
(23).

Lokosidin, nétrofil ve lenfosit fonksiyonlarini inhibe etmektedir (23).
Enterotoksin, ise normal gastrointestinal aktiviteyi bozarak diyareye yol agmaktadir
(23).

2.1.4. Epidemiyoloji

Pseudomonas tiirleri, genis bir sicaklik araliginda iireyebilmeleri ve degisik besin
kaynaklarini kullanabilmeleri nedeniyle dogada yaygin olarak bulunmaktadirlar (24). Suda

¢Oziinmiis haldeki besinlerden gaz olusturarak ¢ogalabildigi diisliniilmiistiir ve bu sayede
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lavabolar, sebzeler, nchir sulari ve dezenfektanlar gibi nemli ortamda siklikla
bulunmaktadirlar (6,24,37).

Pseudomonas aeruginosa saglam ve kuru ciltte uzun siire yasayamayacagindan
saglikli kisilerde tasiyicilik gegicidir ya da nadirdir. Dogal ortamlarda yaygin olarak
bulunmasina ve pek cok virulans faktoriine sahip olmasma ragmen toplum kokenli
enfeksiyonlarin insidansi oldukca diisiiktiir (6). Fiziksel sartlara, kimyasal ve antibakteriyal
ajanlara toleranslar1 sayesinde tehlikeli bir firsat¢r patojen haline gelebilmektedir (27).
Hastanede uzun siire yatisin so6z konusu oldugu, ozellikle immiinsiiprese, debilize
hastalarda ya da yanik hastalarinda insidansi artmaktadir. Uzun siire hastanede yatis
Oykiisii olanlarda tiikriikte ve fekal tasiyicilikta dikkat ¢ekici bir artig bildirilmistir. Yanik
hastalarinda ise cilt kolonizasyonu o6zellikle yanigin dokuzuncu giiniinden sonra
artmaktadir. Dezenfektan, antiseptik, intravenéz mayi ve lens soliisyonu gibi hastanede
kullanilan pek ¢ok ekipman ve malzeme P. aeruginosa i¢in rezervuar durumundadir. Kotii
sterilizasyon kosullari, kontamine musluk baslari, lavabolar ve hastane ¢alisanlarinin elleri
ile kontaminasyon P. aeruginosa kaynakli salginlarda suglanan faktérler arasindadir
(6,37,38).

Pseudomonas aeruginosa’nin onemli bir insan patojeni olarak kabul edilmesi
immiinsiipresiflerde, KF hastalarinda ve yanikli hastalarda yol agtigi enfeksiyonlar
nedeniyle ancak 1960’1 yillarda giindeme gelmistir (39). Giiniimiizde ise, bolgelere,
hastane nitesine ve c¢alismaya gore degisiklik gostermekle birlikte, hastane
enfeksiyonlarmin yaklasik %10’undan sorumlu tutulmaktadir (6). KF hastalarinin solunum
yollarinda en sik saptanan patojendir ve yanik hastalarinda ortaya ¢ikan pek cok ciddi

enfeksiyona yine P. aeruginosa neden olmaktadir (6,24).

2.1.5. Enfeksiyonlari
2.1.5.1. Solunum Yolu Enfeksiyonlari

Alt solunum yollarindaki P. aeruginosa enfeksiyonlari treakeobronsit gibi hafif bir
tablodan daha ciddi seyreden nekrotizan pndmoniye kadar farkli klinik durumlarla
karsimiza g¢ikabilmektedir (21).

Pseudomonas aeruginosa’nin etken oldugu toplum kokenli pnémoni, malignensi

veya kronik pulmoner hastalik gibi altta yatan hastalik ya da intravendz ilag kullanim
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Oykiisii olanlar disinda oldukc¢a nadir goriilmektedir. Edinilmis Bagisiklik Eksikligi
Sendromu (Acquired Immune Deficiency Syndrome, AIDS) hastalarinda toplum kokenli alt
solunum yolu enfeksiyonu etkeni olarak rapor edilmistir. Hospitalize hastalarda 6zellikle
trekeostomililerde siklikla alt solunum yollarinda kolonize olmaktadir. KF hastalari, kronik
akciger hastalig1 olanlar ve ndtropenili hastalarda kolonizasyon siklikla goriilmektedir. KF
hastalarinda olusan enfeksiyonlar altta yatan hastaligin alevlenmesi ve invaziv pulmoner
hastalikla iligkilendirilmistir. Bu tiir hastalarin 6rneklerinden izole edilen suglar genellikle

mukoid 6zellikte ve pek ¢ok antibiyotige direnglidir (6,26,40).

2.1.5.2. Deri ve Yumusak Doku Enfeksiyonlar:

Birincil deri enfeksiyonlarima neden olmakla birlikte, P. aeruginosa bakteriyemisi
sirasinda  ektima gangrenozum olarak adlandirilan  karakteristik  cilt  lezyonu
gelisebilmektedir. Ektima gangrenozum lezyonlar1 hemorojik, nekrotik ve iilsere olabilen
vezikiiller seklindedir. Lezyonlarin mikroskopik incelemesinde mikroorganizmanin kendisi
bol miktarda goriiliirken az sayida nétrofil goriilmektedir (26).

Kontamine sularla (sicak su musluklari, yiizme havuzlari, jakuziler gibi) temas
sonrasinda yaygin makiilopapiiler ya da vezikiiloptistiiler ras ile karakterize follikiilit veya
interdijital aralikta dermatit gibi cilt enfeksiyonlar1 goriilebilmektedir (6,26,41). Aknesi
olanlarda ve deepilasyon sonrasinda cilt enfeksiyonlari, ayrica manikiir sonrasinda tirnak
enfeksiyonlari da goriilebilmektedir (26). P. aeruginosa cerrrahi tiirii, bolgesi ve altta yatan
hastaliga bagli olarak cerrrahi alan yaralarinda sik izole edilen etkenlerdendir (6).

Pseudomonas aeruginosa, yanik enfeksiyonlarinda sik etkenlerden biri olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Ciddi yanik hastalarinda yaranin kolonizasyonu genellikle lokalize
damar hasari, doku nekrozu ve sonrasinda bakteriyemi ile sonu¢lanmaktadir P. aeruginosa

ile enfekte yanigi olanlarda hospitalizasyon siiresi uzamistir ve mortalite artmistir (6,26).

2.1.5.3. Kemik ve Eklem Enfeksiyonlari

Kemik ve eklem enfeksiyonlari, penetran yaralanmalar sonucu olabilecegi gibi
diabetik hastalar veya intravenoz ilag kullananlarda hematojen yayilim sonucu olusabilir ve
kronik osteomiyelit ile sonuclanabilmektedir. Septik artrit sik goriilmeyen bir klinik

tablodur ve genellikle predispozan bir klinik durum ya da ilag suistimali Oykiisii s6z
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konusudur. Ayrica temporal kemigin P. aeruginosa enfeksiyonu (mastoidit), ozellikle

cocuklarda otitis media komplikasyonu olarak karsimiza ¢ikmaktadir (6,42).

2.1.5.4. Uriner Sistem Enfeksiyonlar1

Pseudomonas aeruginosa’nin etken oldugu iiriner sistem enfeksiyonlar1 (USE)
cogunlukla hastane kdkenli olup uzun siireli iiriner sistem kateterizasyonu ile iligkilidir. Bu
hastalar ¢ogunlukla ¢oklu antibiyotik tedavisi altinda olan hastalardir. Anatomik bir
anomalisi olan veya spinal kord yaralanmalar1 disinda toplum kékenli USE oldukca nadir

goriilmektedir (6,26,43).

2.1.5.5. Kulak Enfeksiyonlari

Yiizme Oykiisii ile iliskili olan ve yiiziicii kulag: olarak adlandirilan otitis eksternanin
etkeni olarak siklikla izole edilmektedir. Yash ve diabetik hastalarda P. aeruginosa, dis
kulak yolunda erozyona yol agan ve topikal antimikrobiyal tedaviye cevap vermeyen
malign otitis externaya yol agmaktadir. Bu klinik tablo, kemik doku ve kranial sinirlerde
harabiyete sebep olmaktadir ve %20 oraninda mortalite ile seyretmektedir. P. aeruginosa

ayrica kronik otitis medianin etkenleri arasinda sayilmaktadir (41,42).

2.1.5.6. Goz Enfeksiyonlar1

Lens soliisyonlarinin, géze uygulanan ilaclarin ya da kozmetik malzemenin P.
aeruginosa ile kontaminasyonu sonucu konjonktivit, korneal ilserler, keratit, endoftalmit

ya da orbital seliilit gibi enfektif tablolar goriilmektedir (6,44).

2.1.5.7. Bakteriyemi ve Endokardit

P. aeruginosa’ya bagli bakteriyemi notropenik, diabetik, genis yanikli ya da
hemotolojik malignensili hastalarda daha sik gézlenmektedir ve mortalitesi daha yiiksektir.
Genellikle bakteriyemi alt solunum yolu enfeksiyonlari (ASYE), USE ve deri ve yumusak
doku enfeksiyonlaridan kaynaklanmaktadir. Bakteriyemili hastalarin bir kisminda 6zgiil

deri lezyonlar1 (ektima gangrenozum) goriilmektedir. intravendz ilag kullananlarda goriilen
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P. aeruginosa endokarditi, kontamine olmus sahsi esyalar ile bulasmaktadir ve kronik
seyretmektedir (26,44,45).

2.1.5.8. Santral Sinir Sistemi Enfeksiyonlari

Altta yatan kronik hastalig1 olanlar, transplantasyon hastalari, ndrocerrahi gegirmis
hastalar ve yenidoganlar, P. aeruginosa’ya bagl santral sinir sistemi enfeksiyonu agisindan
risk altindadirlar. Kronik otitis eksterna ya da mastoiditli hastalarda intrakranial apseler
gozlenebilmektedir. Beyin omurilik sivist basincinin monitérize edildigi hastalar ve
perkutan eksternal ventrikiiler katateri bulunanlarda nazokomiyal bulas s6z konusu

olabilmektedir (6,45).

2.1.6. Laboratuvar Tamsi
2.1.6.1. Ornek Alinmasi Tasinmasi ve Saklanmasi

Pseudomonas aeruginosa c¢ok cesitli ortamlarda iireyebilmektedir. Bu nedenle
bakteriyolojik agidan kabul goren standart ornek alma, tasima ve saklama teknikleri

kullanilarak laboratuvara gonderilen 6rnekler P. aeruginosa arastirilmasi agisindan uygun
kabul edilmektedir (27).

2.1.7.2. Mikroskopik Inceleme

Gram boyal1 preparatin mikroskobik incelemesinde, tek tek ya da giftler halinde,
gram negatif boyanmis, ince gomaklarin goriilmesi patognomonik olmamakla birlikte P.
aeruginosa olabilecegi konusunda bilgi vermektedir. Klinik tablonun uyumlu olmasi
durumunda bu mikroskopik inceleme bulgulari ampirik tedavi i¢in yol gosterici

olabilmektedir (6).

2.1.7.3. Kiiltiir ve Tanimlama

Pseudomonas aeruginosa, %S5 koyun kani igeren triptik soy veya colombia agar,
cikolatams1 agar ve Mac Conkey agar gibi besiyerlerinde tiretilebilmektedir. Beta hemoliz

yapan, mavi-yesil renkli ve diiz-yaygin kenarli kolonilerin goriilmesi, karakteristik tiziim



15

kokusunun varlig1 gibi morfolojik 6zellikler ve pozitif oksidaz reaksiyonu bu izolatlarin ilk
tanimlamalar1 icin yeterli olabilmektedir (26,44,45). Ug sekerli demirli besiyerinde
fermentatif etki gozlemlenmemesi, 42°C’de iireyebilmesi diger tani koydurucu
Ozelliklerdendir. Bu testlerin yani sira glukoz oksidasyonu, asetamit hidrolizi ve nitratlarin
nitrojen gazina rediiksiyonu testlerine de ihtiya¢ duyulabilmektedir (27,44,45). Oksidaz
aktivitesi gostermeyen izolatlara nadiren rastlanabilmektedir ancak bu izolatlarin diger
karakteristik 6zelliklere sahip olduklar1 unutulmamalidir (27).

Kistik fibrozis hastalarinin mukoid P. aeruginosa izolatlar1 yavas tireme, hareket
kayb1 ve pigment iiretiminin kaybolmasi gibi fenotipik degisiklikler gosterebilmektedirler.
Bu nedenle, KF hastalarinin kiiltiirlerinin bes giine kadar izlenmesi gerekmektedir (27).

Bahsedilen konvansiyonel yontemlere ek olarak ticari olarak gelistirilmis manuel ve
otomatize sistemler de mevcuttur. Manuel sistemler P. aeruginosa ve diger Pseudomonas
tirleri, mukoid izolatlar da dahil olmak iizere dogru tani verebilmektedirler. Manuel
sistemler, KF hastalar1 i¢in otomatize sistemlere gore daha ¢ok tercih edilmektedirler.
Otomatize sistemler KF dis1 hastalarn P. aeruginosa suslarini %90-100 dogrulukla

saptayabilmektedirler (27).

2.1.7.4. Tiplendirme Yontemleri

Fenotipik 6zelliklerin temel alindigi konvansiyonel yontemler lipopolisakkarid (LPS)
serotiplendirme ve faj tiplendirmedir (27). P. aeruginosa, 20 serotip altinda
gruplandirilmaktadir ve KF hastalarinda izole edilenler haricinde suslarin %90°1 O
serotiptir (6).

Epidemiyolojik amagh tiplendirme igin gesitli genotipik tiplendirme yontemleri
mevcut olmakla birlikte cogu klinik tani laboratuvarinda bulunmamasi nedeniyle
kullanimlar1 oldukga kisithdir (27).

Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (Restriction Fragment Length
Polymorphism, RFLP), P. aeruginosa ekzotoksin A geninin tist bdlgesindeki ¢esitliligi
temel alan bir yontemdir. Pilin geninin RFLP incelemesi de KF hastalarin1 enfekte eden
suglarin tiplendirilmesinde kullanilmaktadir. Diger genotipik yontemlere gore daha az
ayristirict glice sahip olmasi, yogun radyoaktif prob kullanilmasi ve emek yogun bir

yontem olmasi dezavantajlaridir (46).
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Degisken alanli jel elektroforezi (Pulsed-Field Gel Electrophoresis, PFGE), P.
aeruginosa i¢in ¢ok iyi ayrim giiciine sahiptir ve molekiiler yontemler iginde altin standart
olan yontemdir. Bu yontemin dezavantajlar ise 6zel ekipmana ihtiya¢ duyulmasi ve ¢ok
sayida izolatin hizli degerlendirilebilmesi i¢in uygun olmayisidir (6,27,46).

Rastgele arttirilmig polimorfik DNA analizinin (Random Amplified Polymorphic
DNA Analysis, RAPD), P. aeruginosa tiplendirmesi i¢in giivenilirligi kanitlanmstir; ancak
siirekli ayn1 ekipmanin kullanilmasi ile tekrarlanabilirligi miimkiin olmaktadir. RAPD
yontemi ile elde edilen veriler genellikle PFGE ile uyumlu olmaktadir (27).

Multilokus sekans tiplemesi (Multilocus sequence typing, MLST), genetik
tiplendirme yontemleri i¢inde en yliksek ayristirma giicline sahip olan ama ¢ok fazla zaman

harcanan ve pahali olan bir yontemdir (27).

2.1.8. Enfeksiyonlarimin Tedavisi

Pek ¢ok antibakteriyel ajana direng gelistirebilmesi nedeniyle, P. aeruginosa
enfeksiyonlarmin tedavisi olduk¢a giictiir. Genis spektrumlu penisilinler (azlosilin,
mezlosilin, tikarsilin, piperasilin), ii¢iincii kusak sefalosporinler (sefaperozon, seftazidim),
karbapenemler (imipenem, meropenem), monobaktamlar (aztreonam), aminoglikozidler
(amikasin, gentamisin), florokinolonlar (siprofloksasin) ve polimiksinler (polimiksin B ve
kolistin) Pseudomonas tiirlerine oldukca etkili antibiyotiklerdir. Tedavide Onerilen
aminoglikozidlerin beta-laktamlar, ti¢iincii kusak sefalosporinler, monobaktamlar ya da
karbapenemlerle kombine edilerek verilmesidir. Monoterapinin de antimikrobiyal ajanin
erken ve uygun dozda verilmesi ile etkin olabilecegi bilinmektedir (6,7).

P. aeruginosa’nin direng oranlarinin son yillardaki artigi, tedavinin antimikrobiyal
duyarlilik sonuglarmma gore hastaya 0Ozel olarak planlanmasini gerektirmektedir.
Gliniimiizde bu tir direngli mikroorganizmalara etkili olabilecek yeni ajanlarin
gelistirilmesine yonelik cabalar heniiz basarili olamamustir. Polimiksinler gibi eski ve iyi
bilinen ilaglarin kullanimi giindeme gelmistir. Gelecekte kullanilmasi muhtemel tedavi
secenekleri arasinda antimikrobiyal ajanin devamli infiizyonu ve immiinoterapi yer

almaktadir (10).
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2.1.9. Antimikrobiyal Direng

Pseudomonas aeruginosa, tiim diinyada nazokomiyal enfeksiyonlarin %10-15’inden
sorumlu tutulmaktadir. Antimikrobiyal ajanlarin bir kismina dogal direngli olmasi ve
bunun yani sira sonradan diren¢ kazanabilmesi nedeniyle, enfeksiyonlarinin tedavisi ciddi
bir klinik problem haline gelmektedir (3). Antipsddomonal ajanlara direng orani, 2001
yilinda %12 olarak rapor edilmistir (6, 47). Avrupa’da yapilmis ¢aligmalarda da benzer
siklikta direngle karsilasilmasina karsin; Gliney Avrupa, Giineydogu Asya, Giiney
Amerika iilkelerinde %50 gibi ¢ok yiiksek oranlarda antipsodomal direnci bildirilmektedir
(6). Ulkemizde yanmik hastalarinda yapilmis bir calismada P. aeruginosa izolatlarmm
%22’sinin seftazidime, %25’inin sefepime, %31’inin piperasilin/tazobaktama, %46’sinin
imipeneme, %19’unun meropeneme, %?36’sinin gentamisine, %?21’inin amikasine
%25’inin siprofloksasine direnc¢li oldugu bildirilmistir. Bu izolatlarin %43 iiniin ise ¢oklu
ilaca direncli oldugu rapor edilmistir (48).

Pseudomonas aeruginosa’nin kullandigi direng mekanizmalar1 su sekilde
gruplandirilabilmektedir:

I.  Hiicre duvar gegirgenliginin azalmasi (intrensek direng saglar),
ii. Kromozomal veya plamid aracili ekstraseliiler enzimlerin iretimi (beta
laktamazlar, sefalosporinazlar, aminoglikozidazlar),

iii.  Antibiyotik baglayan protein bolgelerinde degisiklik,

iv.  Aktif efliikks sistemi ile antibiyotigin hiicreden digsar1 pompalanmasi (6).

2.1.9.1. Aminoglikozidlere Diren¢ Mekanizmalar:

Plazmidlerce kodlanan aminoglikozid mofiye eden enzimler (AME), antibiyotik
molekiiline fosfat, adenil veya asetil gruplarindan birini eklemek suretiyle antibiyotigin
hedef molekiile olan affinitesini azaltmaktadirlar (3,49). AME’ler; aminoglikozid fosforil
transferazlar, aminoglikozid adeniltransferazlar (niikleotidil transferazlar; AAD, ANT) ve
aminoglikozid asetiltransferazlar (AAC) olmak iizere ii¢ gruba ayrilmaktadirlar (50-52). P.
aeruginosa’da goriilen aminoglikozid transferazlar ise sunlardir;

I.  ACC(6")-1l: gentamisin, tobramisin ve netilmisin,
ii.  ACC(3)-I: gentamisin,

iii.  AAC(3)-IlI: gentamisin, tobramisin ve netilmisin,
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Iv. AAC(6’)-1: tobramisin, netilmisin ve amikasin,

v. ANT(2’)-1: gentamisin ve tobramisin direncinden sorumludur (51).

Efliiks sistemi aminoglikozid direncinde P. aeruginosa’nin  kullandigi
mekanizmalardandir. Membran gecgirgenliginde azalmaya bagli aminoglikozid direnci, KF
hastalarindan izole edilen suslarda siklikla goriilmektedir (3,51,52).

Cogunlukla aktarilabilen plazmidler iizerinde yer alan transpozonlar tarafindan
kodlanan 16S rRNA metilazlar gram negatif patojenlerde aminoglikozid direncine sebep
olmaktadir (3,51,52). 2003°de Japonya’da P. aeruginosa susunda tanimlanmis olan RmtA,
ilk tanimlanan 16S rRNA metilazdir (53). Amikasin, tobramisin, isepamisin, kanamisin,
arbekasin ve gentamisin de dahil olmak {izere parenteral kullanilabilen tiim
aminoglikozidlere yiiksek diizey direngten sorumludur (3,53).

Ayrica P. aeruginosa’da enzimatik olmayan ¢esitli mekanizmalarla aminoglikozid
direncine neden olan ve galU, nuoG, mexZ ve rplY olarak adlandirilan doért gen

tanimlanmistir (3,54).

2.1.9.2. Kinolonlara Diren¢ Mekanizmalari

Pseudomonas aeruginosa’nin kinolonlara direng gelistirmesinde, efliiks sisteminin
aktivasyonu ya da florokinolonlarin temel hedefi olan DNA girazin (topoizomeraz II)
modifikasyonu rol almaktadir. DNA giraz enziminin modifikasyonundan, kinolon direnci
belirleyici bolgede (Quinolone-Resistant-Determinative  Region, QRDR) bulunan
gyrA/gyrB genlerinde meydana gelen nokta mutasyonlari sorumludur. Enzimde meydana
gelen modifikasyon sonucunda topoizomeraz Il enziminin kinolon molekiiliine affinitesi
azalmaktadir (3,56-59).

Pseudomonas aeruginosa’da, dort farkli efliiks sistemi tanimlanmistir: MexAB-
OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN ve MexXY-OprM. Her ne kadar her bir efliikks pompa
sistemi farkli antimikrobiyal ajanlart substrat olarak kullansa da florokinolonlar bu dort

sistem i¢in tiniversal substrattir (3,56).

2.1.9.3. Beta Laktam Antibiyotiklere Diren¢ Mekanizmalar:

Penisilinin 1928’de Alexander Fleming tarfindan kesfinin ardindan klinikte

kullanim1 1940’larda miimkiin olmustur. Bu gelismeler beta laktamlarin antimikrobiyal
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etkinligi lizerine dikkatleri toplamis ve bu konuda g¢alismalar artmistir. 1967 yilinda
karbenisilinin kesfedilmesiyle beta laktam analoglarmin P. aeruginosa iizerinde etkili
oldugu fark edilmis ve daha sonraki yillarda antipsddomal etkinligi olan pek c¢ok beta
laktam tiirevi klinik kullanima girmistir (61).

Sokak susu olarak adlandirilan, hi¢ diren¢ kazanmamis bir P. aeruginosa
izolatlarinin, karboksipenisilinlere (karbenisilin, tikarsilin), iireidopenisilinlere (azlosilin,
piperasilin), baz1 iiglincii kusak sefalosporinlere (seftazidim, sefaperazon), tiim dordiincti
kusak sefalosporinlere, monobaktama (aztreonam), karbapenemlere (imipenem,
meropenem) duyarli olmasi1 beklenmektedir. Penisilin G’ye, aminopenisilinlere ve bunlarin
beta laktamaz inhibitérii kombinasyonlarina; birinci ve ikinci kusak sefalosporinlere dogal
direnglidir (3,62).

Intrensek karbenisilin direnci olarak adlandirilan fenotip, meropenem de dahil olmak
lizere (imipenem hari¢) pek ¢ok beta laktamin minimal inhibitér konsantrasyonunda (MiK)
dort ila sekiz kat artis ile karakterizedir. Kromozomal AmpC beta laktamaz iiretimi azami
diizeyde dahi yoktur. Bu fenotip, kinolonlar, trimetoprim, tetrasiklin ve kloromfenikol gibi
beta laktam olmayan antibiyotiklere de diren¢ saglamaktadir. MiK diizeyindeki artis, dis
memran gecirgenliginin azalmasi ile birlikte efliks isteminin aktivasyonu veya
depresyonuna baglidir (62).

Ikinci fenotip ise karbapenemler ve sefemler (sefepim ve sefpirom) disindaki tiim
beta-laktamlar1 etkilemektedir. AmpC beta-laktamaz depresyonu sonucu meydana
gelmektedir (63).

Ucgiincii fenotip; OXA tipi beta laktamazlarm iiretimi sonucu sefalosporinlerden ¢ok
penisilin (6zellikle tikarsilin, azlosilin ve piperasilin) direncine neden olmaktadir. Dar
spekturumlu OXA tipi beta laktamazlar, karboksipenisilinlere ve {ireidopenisilinlere
direngten sorumludur. Fakat genis spektrumlu sefalosporinler, aztreonam ve moksalaktam
bu enzimlerden etkilenmemektedir (62).

Dérdiincii fenotip ise karbapenemlerin MIK’lerinde artis ile karakterize olup,
Karbapenem spesifik bir porin olan OprD diizeyinde artisa baglidir. Bu nedenle diger beta-
laktamlar bu diren¢ mekanizmasindan etkilenmemektedirler (64).

Bunlarin disinda plazmid ya da integron aracili genis spektrumlu beta laktamazlarin

(GSBL) iiretimine baglh direng de goriilmektedir (3).
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2.1.9.3.1. Aktif Efluks Sistemi ve Dis Memran Gegirgenliginde Azalma

Pseudomonas aeruginosa’nin beta laktam direncinde rol alan nonenzimatik
nedenlerden en Onemlisi effluks sistemidir. Ayrica tiim antipsddomonal antibiyotiklere
¢oklu direngten sorumludur. Direng gelisimde {i¢ komponentten olusan ve genetik olarak
farkli dort efliiks sistemi rol almaktadir. Bunlar: MexA-MexB-OprM, MexC-MexD—
OprJ, MexE—MexF-OprN ve MexX—-MexY-OprM’dir (51,52,65-67).

Bu sistemin ilk kompenentini olusturan MexB, MexD, MexF ve MexY proteinleri
sitoplazmik memranda yer almaktadir. Genis bir substat profiline sahip olan bu pompa
enerji bagiml olarak calismaktadir. Ikinci kompenenti; dis membran proteini olan OprM,
OprJ, OprN ve OptM’ den olusmaktadir. Ugiinciisii ise periplazmik aralikta bulunan
MexA, MexC, MexE ve MexX proteinlerinden olusmaktadir ve diger iki sistemi birbirine
baglamaktadir. Bahsedilen efliiks sistemlerinin yapisi ve substrat 6zellikleri Tablo 4’de

verilmistir (3).

Tablo 4. P. aeruginosa’da bulunan efliikks sisteminin yapis1 ve substrat
ozellikleri, (3).

Sitoplazmik Periplazmik Dis
Membran p, Membran Substrat
Baglanti
Pompasi Kanah
imipenem disindaki beta Kinolonlar, makrolidler,
MexB MexA OprM P 4 tetrasiklinler, linkomisin,
laktamlar . O
kloramfenikol, novobiosin
Karbenisilin, sulbenisilin, . .
sefepim, sefpirom ve Kmol_on_lar, ma_lkrolld.le_r,
MexD MexC OprJ ' . tetrasiklinler, linkomisin
meropenem disindaki kloramfenikol, novobiosin
penisilinler '
MexF MexE OprN Karbapenemler Florokinolonlar
Karbenisilin, sulbenisilin, . .
sefepim, sefpirom ve Klnol_on_lar, ma}krolld_le_r,
MexY MexX OprM ' tetrasiklinler, linkomisin

meropenem disindaki

penisilinler kloramfenikol, novobiosin

Pseudomonas aeruginosa’da meydana gelen mutasyonlar nedeniyle efluks isteminin
asir1 ekspresyonu antipsdédomonallere direngte etkili olmaktadir. Artmis OprF ekspresyonu
beta laktam ve kinolon MiK lerinde diisiik oranda etkili olmaktadir. Gegirgenlikle ilgili
mutasyonlar ozellikle karbenemlere direngte dnem kazanmaktadir ki; OprD kaybindan
karbapenemler etkilenirken diger beta laktamlar etkilenmemektedir. Mutasyon neticesinde

ortaya ¢ikan gecirgenlik azalmasindan merapenem, imipeneme gore daha az
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etkilenmektedir. Bu nedenle imipenem direnci ve meropeneme azalmis duyarlilik
goriilmektedir. OprD porin proteinin kaybina bagl gelisen karbapenem direncinin, sadece
kromozomal AmpC tipi betalaktamaz iireten izolatlarda gortilmesi dikkat gekici olup; iki

diren¢ mekanizmasi arasinda iliski olabilecegini diisiindiirmektedir (51,52,66-70).

2.1.9.3.2. Beta Laktamlarin Hedeflerinde Degisiklik

Penisilin baglayan proteinlerde (PBP) degisiklik, P. aeruginosa’da beta laktam
direncine sebep olan nadir mekanizmalardandir. PBP-3s ve PBP-4s ile iliskilendirilmis

beta laktam direngli P. aeruginosa izolatlar1 bildirilmistir (3,62).

2.1.9.3.3. Beta Laktamazlar

Beta laktam direncinin en yaygin nedeni olan beta laktamazlar; kromozomal,
plazmid veya tranpozonlarca kodlanabilen enzimlerdir. Yapisal olarak ya da indiiksiyon
sonucu sentezlenebilmektedirler. Gram negatif bakteriler tarafindan periplazmik bosluga;
gram pozitif bakterilerde ise hiicre digina salinmaktadirlar. Bacillus licheniformis, Bacillus
cereus, Bacteroides vulgatus gibi tiirlerde ise hiicre membranina bagli enzimler
bildirilmistir (71).

Beta laktamazlar olarak bahsedilen penisiloyl-serin transferaz enzimleri, aktif
bolgelerinde genellikle serin bulunan proteaz siiper ailesinde yer almaktadir (3,71). Bu
enzimler, ilk olarak antibakteriyal ajana nonkovalent olarak baglanarak migel kompleksi
olusturmaktadirlar. Enzimin aktif kistmindaki serin rezidiisiinde bulunan serbest hidroksil
ucu ile beta laktam halkasinin baglanmasi sonucu kovalent bir acgil grubu olugmaktadir.
Olusan agil grubunun hidrolizi ile antimikrobiyal ajan inaktive edilmektedir (63).

Ugyiizden fazla beta laktamaz tespit edilmis olup beta laktamazlarin niikleotid ve
aminoasit dizilimlerini temel alan molekiiler smiflandirmasi 1980 yilinda Ambler
tarafindan yapilmistir. Gilinlimiizde ise enzimin substrat ve inhibitor profilleri dikkate
alinarak Bush tarafindan yapilmis fonksiyonel bir siniflama da (bakiniz Tablo 5) mevcuttur
(3,47,61).



Tablo 5. Beta laktamazlarin siniflandirmasi, (47).
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Fonksiyonel Ambler Bush -

Slnlflz)llma Simiflamasi Simiflamasi Ornekler Substratlar
Serin beta Sinif A penisilinaz ~ 2a, 2b, 2c Genis spektrumlu beta Benzilpenisilin
laktamazlar laktamazlar: TEM-1, TEM-  (penisilin),

2, SHV-1 Aminopenisilinler
(amoksisilin,
ampisilin),
Karboksipenisilinler
(karboksipenisilin,
tikarsilin),
Dar spektrumlu
sefaloporinler
(sefazolin, sefuroksim
vb)
2be Genislemis spektrumlu beta ~ Metisilin, oksasilin ve
laktamazlar (GSBL): TEM  kloksasilin ile birlikte
ve SHV genis spektrumlu beta
laktamazlarin
substratlari
Digerleri: BES-1, TEM ve SHV ile aymi
GES/IBC, PER-1, PER-2
SFO-1, TLA-1, VEB-1/2
2br TEM (TEM-30, TEM-31)  TEM ve SHV ile aym
2e CTX GSBL’larin
substratlar1 ve bazi
enzimler i¢in sefepim
2f Karbapenemazlar: KPC-1, Karbapenemler,
KPC-2, KPC-3, GES-1, sefamisinler ve
GES-2 GSBL’lerin
substratlari
Metallo beta Smif B Metallo 3a, 3b, 3¢ Karbapenemazlar: IMP, Smif A
laktamazlar Beta Laktamazlar VIM, SPM-1, SPM-2, karbapenemazlarla
GIM-1, L1, CcrA ayni
Serin beta Sinif C - 1 AmpC tipi: AAC-1, ACT-1, SmifA
laktamazlar sefalosporinazlar CFE-1, CMY, DHA-1, karbapenamazlarla
DHA-2, FOX, LAT, MIR- ayni
1, MOX-1, MOX-2
Serin beta Simif D — 2d OXA’ larin ¢ogu Kloksasilin, metsilin
Laktamazlar Kloksasilin ve oksasilin ile
hidrolize eden birlikte genis
enzimler (OXA) spektrumlu
penisilinler
Diger: 0XA-23, OXA-27, IMP, VIM, SPM-1,
OXA-40, OXA-48 SPM-2 ve GIM-1 ile
ayni
Bilinmeyen 4 AVS-1 Herhangi bir

fonsiyonel ya da
molekiiler sinifa dahil
edilememistir

Smif A, C ve D beta laktamazlarin aktif kisimlarinda serin aminoasidi

bulunmaktadir; Smif B beta laktamazlarin (metallo beta laktamazlar, MBL) aktiviteleri ise

¢inko iyonuna bagimlidir (49).
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2.1.9.3.3.1. AmpC Beta Laktamaz

AmpC beta laktamazlar, Enterobacteriaceae ve P. aeruginosa’da tanimlanmis
sefalosporinazlardir. Penisilinlerin pek ¢ogu, dar spektrumlu sefalosporinler ve beta
laktam-beta laktamaz inhibitorii kombinasyonlarina intrensek direngten sorumlu tutulan
enzimlerdir. E. coli’de bulunan kromozamal AmpC indiiklenebilir degildir. Pek ¢ok
Enterobacteriaceae tiirinde ve P. aeruginosa’da bulunan AmpC igin ise Ozellikle
karbapenemler kuvvetli indiikleyicidir. Piperasilin, seftazidim ve sefepim gibi
antipsodomonaller AmpC hidrolizine duyarli ve AmpC igin zayif indiikleyicidirler.
Antipsédomonal etkinlik gosteren beta laktamlarin uzun stireli kullanimi asirt AmpC
iiretimi olan mutant suslarin seleksiyonuna sebep olarak tedavide basarisizlifa neden
olmaktadir. Son zamanlarda; imipenem, seftazidim ve sefepime orta duyarlilik gosteren
Klinik P. aeruginosa suslarinda genis spektrumlu AmpC varligi bildirilmistir. Plazmidlerce
kodlanan sefalosporinazlarin molekiiler yapisi P. aeruginosa nin sefalosporinazi ile
benzerdir. Ancak Enterobacteriaceae’nin aksine P. aeruginosa’da plazmid koékenli bir

sefalosporinaz heniiz tespit edilmemistir (63,72,73).

2.1.9.3.3.2. Simif A Karbenisilin Hidrolize Eden Beta Laktamazlar

Pseudomonas aeruginosa’da karbenisilin hidrolizinden sorumlu dért Pseudomonas
Ozgiil enzim tipi (Pseudomonas Specific Enzyme, PSE) belirlenmistir: PSE-1 (CARB-2),
PSE-4 (CARB-1), CARB-3 ve CARB-4 (3,72). Bu enzimlerin substrati olan beta laktamlar
karboksipenisilinler, lireidopenisilin ve sefsulodindir. Bu enzimler molekiiler sinif A’da ve
fonksiyonel sinif 2b’de yer almaktadirlar (72,74). Karbenisilinaz iireten suslar; sefepime,
sefpiroma ve aztreonama degisik duyarlilik o6zellikleri gosterirken seftazidime ve

karbapanemlere %100 duyarlilik gostermektedirler (3).

2.1.9.3.3.3. Sinif A Genislemis Spektrumlu Beta Laktamazlar

Genislemis spektrumlu beta laktamazlar (GSBL’ler) penisilin ve dar spektrumlu
sefalosporinlerin yani sira genis spektrumlu sefalosporinleri ve aztreonami da hidrolize

etmektedirler. Ancak sefamisinleri ve karbapenemleri hidrolize edememektedirler ve
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Klavulanik asit gibi beta laktamaz inhibitorlerinden etkilenmektedirler (72-75). P.

aeruoginosa’da tespit edilmis Snif A GSBL tipleri Tablo 6’da 6zetlenmistir (3).

Tablo 6. P. aeruginosa’da tespit edilen Simif A GSBL tipleri, (3).

: Kodlayan Genin ik izolasyon ik izole o s . .
Enzim Lokalizasyonu Yili Edilen Ulke ~ P'8¢r Tzolasyon Bolgeleri

SHV-2a K,P 1995 Fransa Tayland, Polonya

SHV-5 P 1994-1996 Tayland Yunanistan

SHV-12 K 1994-1996 Tayland Yunanistan

TEM-4 P, K 1996 Fransa

TEM-21 K 1997 Fransa

TEM-24 P 1998 Fransa

TEM-42 P 1992 Fransa

TEM-116  Bilinmiyor 2004-2006 Fransa

VEB-1 K. P, i 1998 Fransa Tayland, Hindistan, Cin,
Bulgaristan

VEB-1a K, 1 1999 Kuvveyt Hindistan

VEB-1b K, 1 1999 Kuvveyt

VEB-2 K. 1 1999 Tayland

PER-1 K 1991 Fransa Tirkiye, Italya, Belgika,
Polonya

GES-1 P, i 1999 Fransa Brezilya

GES-2 P, i 2000 Gliney Afrika

GES-5 P, I 2004 Fransa Giiney Afrika

GES-9 P, I 2004 Fransa

ECBEESZS) K, 1 1998 Yunanistan

BEL-1 K, I 2004 Belgika

K: Kromozomal kodlanan, I: integron kékenli, P: Plazmid kékenli

2.1.9.3.3.4. Sinif D Genislemis Spektrumlu Beta Laktamazlar (Oksasilinazlar)

Klasik oksasilinazlar (OXA-1, OXA-2, OXA-10) karbenisilin ve iireidopenisilinlere
direngten sorumludur ve seftazidimi etkilememektedirler (74,76-78). OXA-2 iiretimine
bagli ortaya g¢ikan pipersilin ve tikarsilin direnci OXA-1 ve OXA-10 iiretimine baglh
direngten daha diisiik orandadir (3,72). Seftazidim hidrolize edebilen oksasilinazlar; ayni
zamanda sefotaksim, sefepim, sefpirom, aztreonam ve moksalaktami da hidroliz
edebildiklerinden klinik 6neme sahiptirler. Karbapenem direncine yol agmazlar (74,76-78).
OXA-18 ve OXA-45 disinda oksasilinaz enzimleri klavulanik asit veya tazobaktam gibi
beta laktamaz inhibitorlerinden etkilenmezler (3,72).

Pseudomonas aeruginosa’ da siklikla tespit edilenler sefotaksim, seftazidim ve

aztreonam direnci ile iliskilidir. OXA-10 derivesi olan OXA-11, P.aeruginosa’dan ilk
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izole edilen oksasilinazdir ve 1991°de Tiirkiye’den kan akimi enfeksiyonu etkeni olan bir
susta bildirilmistir (74,76-78). P. aeruginosa’da saptanan oksasilinazlar sunlardir: OXA-14
ila OXA-19, OXA-28, OXA-32, OXA-45, OXA-128, OXA-129, OXA-141, OXA-142,
OXA-147 (3,72).

2.1.9.3.3.5. Karbepenemazlar

Kromozamal olarak kodlanabildigi gibi plazmid ya da integron kokenli de olabilen
karbapenemazlar, imipenem ve/veya meropenemi hidrolize eden beta laktamazlardir
(72,75).

Smif A karbepenemazlar KPC olarak tanimlanmistir ve tiim diinyada en sik
karsilagilan tiptir. Enterobacteriaceae tiirleri arasinda yaygindir. P. aeruginosa
izolatlarinda ise sporadik olarak goriilmektedir (75). Penisilinler, sefalosporinler ve
aztreonam dahil olmak {izere ¢cok sayida beta laktami hidrolize edebilmektedirler. Klavunat
ve tazobaktamla inhibe olmaktadirlar (72-74,79). Bu giine kadar tespit edilmis olan sinif A
karbapenemazlar:

i.  SME (Serratia marcescens enzyme),

ii.  IMI (imipenem-hydrolyzing beta-lactamase),
iii.  NMC-A (not metalloenzyme carbapenemase),
iv.  GES (Guiana extended spectrum),

v.  KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase),
vi.  SHV-38,

vii.  SFC-1°dir (72-74,79).

Bu giine kadar P. aeruginosa’da tanimlanmis sinif A karbapenemazlar; GES-2, GES-
5, KPC-2 ve KPC-5’ dir. GES, aslinda GSBL tipi beta laktamazlar sinifinda tanimlanmigtir
ama bazi varyantlari karbapenemleri de hidrolize edebilmektedir (73,74,79).

Sinif D karbapenemazlar karbapenemleri zayif hidrolize etmektedirler ve OXA-50
disindaki tipleri P. aeruginosa’da nadiren tanimlanmistir. OXA tipi karbapenemazlar
siklikla Acinetobacter baumannii’de (A. baumannii’de) bildirilmistir ve genellikle
kromozomaldir. Ancak Enterobacteriaceae’da plazmid kokenli OXA-23 ve OXA-48
bildirilmistir (79-82).
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Pseudomonas aeruginosa’da enzimatik karbapenem direncinde rol oynayan en
onemli mekanizma Sinif B karbapenemazlardir (metallo beta laktamazlar, MBL) ve

¢ogunlukla kazanilmis direngten sorumludur (73,79-82).

2.2. Metallo Beta Laktamazlar

Metallo beta laktamazlar, 1960’larin ortalarinda yani serin beta laktamazlarin
tespitinden yaklasik 25 yil sonra ilk kez patojenitesi diislik bir bakteri tiirlinde saptanmistir.
1990’1 yillarda bu enzimlerin aktarilabilen genetik materyaller araciliiyla gram negatif
patojenler arasinda tasindigi fark edilmistir. Giiniimiizde MBL iireten karbapenem direngli
bakterilerin tiim diinyada yayginlasmasiyla MBL’lerin klinik 6nemi artmistir (11,83).

Metallo beta laktamazlar gerek yapisal olarak gerekse fonksiyonel olarak diger beta
laktamazlardan farklidir. Klinik suslarda genellikle ikinci veya l¢iincii bir beta laktamaz
enzimi ile birlikte salinmasi, diger beta laktamazlardan bir baska farkidir. Yapisal
farkliliklar1 aktif bolgelerinde ¢inko iyonu bulundurmalarindan kaynaklanmaktadir.
Islevsel farkliliklar1 ise monobaktamlar i¢in zayif hidrolitik kapasiteleri olmasi ve
klavulanik asitle veya tazobaktamla inhibe olmamalarindan kaynaklanmaktadir. Beta
laktamaz inhibitorleri yerine EDTA, dipikolinik asit ya da 1,10-fenantrolin gibi metal
selatorlerle inhibe olmaktadirlar (9,11-13,74,83).

2.2.1. Smmiflandirma

Beta laktamazlarin yapisal smiflandirmasinda siif B’de bulunmaktadirlar. Bu
enzimlerin, Tablo 7°de gortldigli gibi; imipenem ve diger beta laktamlari hidroliz

ozelliklerini temel alan islevsel siniflamasi (3a, 3b ve 3c) yapilmistir (9,11-13,70).
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Tablo 7. Metallo betalaktamazlarin simiflandirilmasi (12,74,79).

Fonksiyonel Yapisal

Altgrup Altsimif Ornekler Etki Spektrumu Protein Baglayan Ligant
— gy Bl IMP-L, Cor A, Genis Histidin-histidin- SRy
P VIM, GIM, SPM-1 spektrumlu histidin I ININ/SIStr
sistin-histidin
i i Sefalosporin o . Asparajin/
B3 HLFEZL GO igrolizidgin Mot NS pigtigin-serin-
yiiksek 6zgiilliik histidin
Karbapenem Asparaiin- Asparajin
Grup 3b B2 Cph A, Sfh-1 hidrolizi i¢in _Aspargin- farjinin-sistin-
. . histidin-histidin o
yiiksek 6zgiillik histidin
Zn: Cinko

Grup 3a enzimleri imipenemi hidroliz ettikleri hizda ya da daha hizli bir sekilde
penisilinleri de hidroliz edebilmektedirler. Genis bir etki spektrumuna sahiptirler ve
imipenem kadar olmasa da yiiksek ozgiilliikte sefalosporin hidrolizi yapmaktadirlar.
Nonfermantatifler ve Enterobacteriaceae’da siklikla saptanan ve tiim diinyada goriilmekte
olan VIM ve IMP tipi enzimler bu grupta yer almaktadir. Plazmidlerce kodlanan bu
enzimler aminoasit dizilimine gore ise molekiiler sinif B1’de yer almaktadirlar. Grup 3b
enzimleri yiiksek Ozgiillikkte karbapenem hidrolizi yapmaktadirlar. Grup 3c ise yiiksek

sefalosporinaz aktivitesine gostermektedirler (12,83).

2.2.2. Genetik Ozellikleri

Cevresel kaynakli baz1 mikroorganizmalar kromozomal olarak MBL tasimaktadir.
Bu bakteriler ¢ogunlukla opurtunistik patojenler ya da Stenotrophomonas maltophilia,
Bacillus anthracis, Bacteriodes spp. disindakiler nadiren ciddi enfeksiyona neden
olmaktadirlar (9,12). Kromozomal olarak MBL kodlayan bakterilere verilebilecek drnekler
sunlardir: Bacillus cereus (BC Il), Bacillus anthracis, Stenotrophomonas maltophilia (L1),
Aeromonas hydrophilia (CphA), Chryseobacterium meningosepticum (BlaB ya da GOB-
1), Chryseobacterium indologenes (IND-1), Legionella gormannii (FEZ-1), Caulobacter
crescentus (Mbl1B), Myroides spp. (TUS-1, MUS-1), Janthinobacterium lividium (THIN-
B) Flavobacterium johnsoniae (JOHN-1) ve Serratia fonticola (SFH-1) (84-94).

Hepsi degilse bile VIM, IMP, GIM tipi MBL enzimlerinin pek ¢ogunu kodlayan
genler klas 1 integronlarin gen kasetlerinde saptanmistir. IMP tipi MBL’yi kodlayan genler
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ayrica klas 3 integronda da bulunmustur (95-98). Genellikle MBL kodlayan genler;
kanamisin, neomisin, amikasin ve streptomisin direncini kodlayan aacA4 geni ile birlikte
tasinmaktadir. Beta laktam ve aminoglikozid direnglerini tasiyan gen kasetleri farkli
integronlar arasinda gecis yapabilmektedirler. Ancak bir organizmadan digerine
aktarilmalari i¢in transpozon ya da plazmidlere ihtiya¢ duymaktadirlar. Cogunlukla MBL
geni tasiyan plazmidler yaklasik 120-180 kb uzunlugundadir (99-102). Ancak tiim MBL
genleri integronlar ya da plazmidlerle iliskili olmak zorunda degildir. SPM-1 enziminin,
integron veya transpozonlar ile iliskisi olmayan ve 180 kb biiyiikliigiinde bir plazmitte

taginan gen tarafindan kodlandig: tespit edilmistir (103).

2.2.3. Metallo Beta Laktamaz Tipleri
2.2.3.1. IMP Tipi Metallo Beta Laktamazlar

IMP-1, ilk kez 1988’de Japonya’da P. aeruginosa GN17203 susunda saptanmistir ve
bu genin konjugatif bir plazmit tarafindan kodlandig1 belirlenmistir (104). Sonraki yillarda
diinyada pek cok iilkeden ve 20’den fazla IMP varyanti rapor edilmistir (Sekil 2). IMP-1,
IMP-4 ve IMP-7 degisik cografi bolgelerde yaygin olarak bulunmasina karsin bazi IMP
tipleri belirli cografi boélgelerde smirli kalmigtir. IMP varyanlari arasinda kinetik
farkliliklar ~ goriilmektedir ancak bu farklilik klinik tabloya Onemli derecede

yansimamaktadir (9,11-13).
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IMP-1
IMP-3
IMP-6
IMP-10
IMP-4
L IMP-26
| IMP-5
| IMP-7

IMP-15

r IMP-9

L IMP-25

r IMP-11

I— IMP-21

| IMP-16
— IMP-22

IMP-12

| IMP-14

IMP-18

IMP-13

IMP-8
F IMP-24

IMP-2
IMP-19
IMP-20

Sekil 2. IMP tipi MBL’lerin filogenetik iliskisi, (26).

Bu giine kadar P. aeruginosa’da saptanan IMP varyantlari sunlardir: IMP-1
(Japonya, Brezilya, Kore), IMP-2 (Japonya), IMP-6 (Japonya), IMP-7 (Kanada, Malezya),
IMP-9 (Cin), IMP-10 (Japonya), IMP-11 (Japonya), IMP-13 (italya), IMP-14 (Tayland),
IMP-15 (Meksika), IMP-16 (Brezilya), IMP-18 (ABD), IMP-20 (Japonya), IMP-21
(Japonya), IMP-22 (Avusturya), IMP-25 (Cin), IMP-26 (Singapur). Bu enzimlerin
genellikle klas 1 integronlarla ya da klas 3 integronlarla kodlandig: tespit edilmistir (26,
29).

2.2.3.2. VIM Tipi Metallo Beta Laktamazlar

VIM tipi enzimler IMP tipi beta laktamazlarla ayni antibiyotik etki spektrumuna
sahiptir ancak yapisal alarak %40’1n altinda amino asit benzerligine sahiptirler (9,12,13).
VIM-1 (Verona imipenemaz) ilk kez italya’da P. aeruginosa susunda tespit edilmistir (95).

Daha sonra bu enzimin klas 1 integronda yer alan gen tarafindan kodlandig1 saptanmistir
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(105). Sonraki yillarda ayn1 sehirden Achromobacter xyloxidans ve Pseudononas putida
gibi ve farkli iilkelerden Klebsiella pneumonia (K. pneumonia) ve E. coli gibi farkli
tiirlerde de bu enzim tespit edilmistir. Giinlimiizde 20 den fazla VIM tipi metallo beta
laktamaz saptanmis olup sadece Avrupa iilkelerinden degil tiim diinyadan rapor

edilmektedir (Sekil 3) (9,11-13).

VIN -7

VI -132

VIM -1 6
| | VIMNM-17

[— VIM-10O

— VIM-15

— VYiIin-2 0

VIM-=

VIM-6

VIM-11

VIM-18

VIM-23

{ VIM-24
VIN -2
VINM-B
{ VIM-9

L wvina-1a
VIR -
{|;V|M-4
VIM-19
VIM-5
4|j— VIM-25
VIN-12

Sekil 3. VIM tipi MBL’lerin filogenetik iliskisi, (26).

Bu giine kadar P. aeruginosa’da tespit edilmis VIM tipi metallo beta laktamazlar
sunlardir: VIM-1 (Italya), VIM-2 (Fransa, Yunanistan, Italya, Japonya, Kore, Potekiz,
Ispanya, Hirvatistan, Polonya, Sili, Venezuella, Arjantin, ABD), VIM-3 (Tayvan), VIM-4
(Fransa, Yunanistan, Isveg, Polonya), VIM-5 (Tiirkiye), VIM-7 (ABD), VIM-8
(Kolombiya), VIM-9 (Ingiltere), VIM-10 (Ingiltere), VIM-11a (Arjantin), VIM-11b
(Italya), VIM-13 (Ispanya), VIM-14 (italya), VIM-15 (Bulgaristan), VIM-16 (Almanya),
VIM-17 (Yunanistan), VIM-18 (Hindistan), VIM-20 (Ispanya). Bu enzimler de siklikla

integronlarla tasinmaktadir (9,11).
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2.2.3.3. SPM-1

Brezilya’nin Sao Paulo sehrinde ilk kez 1997°de izole edilen yeni bir MBL tiirii olan
SPM-1, sekans analizi sonuglarina goére IMP-1 enzimi ile yliksek oranda benzerlik
gostermektedir. SPM-1 bu giine kadar sadece P. aeruginosa tiirlerinden izole edilmis olup
Brezilya’da sinirli kalmistir (106,107).

2.2.3.4. GIM-1

Almanya’da 2002 yilinda farkli hastalardan izole edilmis bes P. aeruginosa
izolatinda yeni bir MBL tiirii saptanmis ve GIM-1 olarak isimlendirilmistir (108). Amino
asit sekans analizine gore IMP-6, IMP-1 ve IMP4 ile yiiksek oranda benzerlik
gostermektedir. GIM-1 enzimini kodlayan gen, 45 kb biiyiikliigiinde kii¢lik bir plazmid
tizerinde yer alan klas 1 integron araciligiyla tasinmaktadir. Siklikla bu gen aminoglikozid
direncinden sorumlu olan aacA4 gibi baska diren¢ genleri ile birlikte tasinmaktadir
(9,12,13).

2.2.3.5. SIM-1

[k kez Seul’de (Kore) karbapenem direngli Acinetobacter spp.’de tespit edilmistir.
IMP tipi MBL"’ lar ile %64-69 oraninda benzerlik gosteren bu enzimi kodlayan gen klas 1
integronda bir gen kasetinde yer almaktadir (12,13,109).

2.2.3.6. AIM-1

Avusturalya’da immiinsiiprese bir erkek hastadan izole edilen P. aeruginosa
izolatinda saptanmistir. Bu enzimi ise 305 amino asitlik bir protein kodlayan 915 bp

uzunlugunda bir gen tarafindan kodlanmaktadir (110).

2.2.3.7.NDM-1

Ik kez 2008 yilinda Isve¢’ten Hindistan’a dénen bir hastadan izole edilmis K.
pneumonia izolatinda tespit edilmistir (111). Bugiin kitalar arast yayilimin yiiksek olmasi

nedeniyle biiyilik endise yaratmaktadir (11).
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2.2.3.8. DIM-1

2009 yilinda Hollandali bir hastadan izole edilen Pseudomonas stutzeri izolatinda
saptanmistir. GIM-1 ile %52°den az IMP-1 ile %45 den az oranda amino asit benzerligi
gostermektedir. Bu enzim, 70 kb biyilikliigiinde ayni zamanda aminoglikozid ve

dezenfektan direncini de igeren klas 1 integron tarafindan kodlanmaktadir (112).

2.2.4. Metallo Beta Laktamazlarin Epidemiyolojisi
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Sekil 4. Cesitli MBL tiplerininin diinya iizerindeki dagilimi, (26).

2.2.4.1. Asya

Pseudomonas aeruginosa ve Serratia marcescens izolatlarinda saptanan IMP-1 ilk
tespit edilen MBL tiirii olup Japonya’dan rapor edilmistir (11,104,113). Sonrasinda
Enterobacteriaceae, P. aeruginosa ve diger nonfermantatiflerde degisik odaklardan MBL
rapor edilmistir. IMP’ye gore prevelanst daha diisiik olan VIM tipi MBL’ler de
tanimlanmustir (11,114-116).

Kore’de ilk saptanan MBL varyanti olan VIM-2’nin, Pseudomonas spp.,

Enterobacteriaceae ve Acinetobacter spp. arasinda hizla yayilabildigi goriilmiistiir. Ulke
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genelinde Acinetobacter ve P. aeruginosa tiirlerinde IMP tipi enzimler saptanabilmektedir
(9,11,117).

Cin’den IMP-1, P aeruginosa ve Enterobacter cloacae tiirlerinde rapor edilmisken;
IMP-8 ve IMP-9 ise Acinetobacter spp ve P. aeruginosa tiirlerinde bildirilmistir. Cin’de P.
aeruginosa’da bildirilen VIM tipi MBL sadece VIM-2dir (11,118,119).

Tayvan’da yapilmis ilk taramalarda Pseudomonas tiirlerinde IMP-1, VIM-2, VIM-3
saptanmistir  (11,120). Hatta VIM-2 ve VIM-3 diger nonfermantatiflerde de
saptanabilmistir (11,121). VIM-11 tiim nonfermantatiflerde ve Enterobacteriaceae’da
tespit edilmistir. (11,122).

Malezya’da ise A. baumannii ve P. aeruginosa izolatlarinda sirasiyla IMP-4 ve IMP-
7 saptanmustir (11,104,123). Ayrica VIM-2 ve VIM-11" de bildirilmistir (11,124).

Singapur’da ise Pseudomonas tiirlerinde IMP-1, IMP-6, IMP-7, VIM-2, VIM-6 ve
IMP-26; A. baumannii’de VIM-4 bildirilmistir (11,104,121,125).

Hindistan, Pakistan, Bangledes gibi degisik iilkelerden NDM-1 bildirilmektedir.
VIM-2, VIM-5, VIM-6, VIM-11 ve VIM-18 ise Pseudomonas spp izolatlarinda oldukga
sik goriilmektedir. Orta dogu iilkelerinden Sudi Arabistan ve iran’dan VIM geni tasiyan P.
aeruginosa rapor edilmistir (11,126-128).

2.2.4.2. Avrupa

[lk MBL tespit edilen Avrupa iilkesi italya’da degisik bolgelerden IMP-2, IMP-12,
IMP-13 VIM-1 ve VIM-14 rapor edilmistir ve IMP-13 en yaygin goriilen MBL’dir
(11,126,130-132).

VIM tipi enzimlerin baskin olarak bulundugu Yunanistan’da ise Enterobacteriaceae,
P. aeruginosa ve diger nonfermantatiflerde VIM-1, VIM-2 ve VIM-4 hizla yayilmaktadir.
Ayrica VIM-12, VIM-17, VIM-19 rapor edilmektedir (4,11,104,133-39).

VIM-5  Tirkiye’den bildirilen ilk MBL’dir ve P. aeruginosa ve
Enterobacteriaceae’da saptanmustir. Yine Tiirkiye’ de ilk kez VIM-1 K. pneumoniae ve
VIM-2 ise P. aeruginosa’da tespit edilmistir. IMP-1 ise E. cloacae ve P. aeruginosa’da
saptanmustir (11,14,15,140-142).
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Fransa’da ilk kez P. aeruginosa’da VIM-2 tespit edilmistir ve P. aeruginosa
izolatlarinda yapilmis ulusal bir ¢calismada VIM-2 ve IMP-18 tipi MBL’ler saptanmistir
(11,142,143).

Ispanya’da VIM tipi enzimlerin hizla yayilmasma ragmen MBL prevalansi hala
diisiiktiir (11,145). Isve¢ ve Norveg P. aeruginosa izolatlarinda MBL siklig1 hizla artan
tilkeler arasindadir. En sik goriilen MBL tipleri VIM-2 ve VIM-4 olsa dahi IMP-14 de
rapor edilmistir (11,146,147).

Pseudomonas aeruginosa izolatlarinda Almanya’da VIM-1, VIM-2, VIM-16;
Avusturya’da ise IMP-13, IMP-22 gibi degisik MBL tipleri goriilmektedir (11,148-151).
Polonya’da ise VIM-2, VIM-4 ve IMP-7; Rusya’da VIM-2 tipi enzimler bildirilmistir
(11,104,152,153).

2.2.4.3. Diger Bolgeler

Brezilya’da gerek Enterobacteriaceae’da gerekse nonfermantatif gram negatif
basillerde en yaygin olan SPM-1°dir. Ancak P. aeruginosa’da IMP-16 ve VIM-2 tipi
MBL’ler saptanmistir (11,154,155). Giiney Amerika kitasinda yiiksek oranda karbapenem
direnci goriilmesine ragmen ilging bir sekilde MBL nadiren rapor edilmektedir. ABD’de
MBL olduk¢a nadir gériilmektedir (11). Kanada’da ise P. aeruginosa izolatlarinda VIM-2
ve IMP-7 tespit edilmistir (11,156-158).

2.2.5. Metallo Beta Laktamazlarin Klinik Onemi

Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp. ve Enterobacteriaceae ailesinin tiyesi
olan tiirlerde MBL {iretiminin klinik olarak 6dnem arz etmesinin en 6nemli nedeni bu
genlerin aktarilabilir genetik materyaller ile taginmasidir (95-98,102,104). Genis etki
spektrumuna sahip olan bu enzimler, genellikle pek ¢ok antibiyotik sinifina yiiksek oranda
direngli tiirlerde saptanmaktadir. Bu tiirlerde beta laktam direnci; sefalosporinaz enzimi
tretimi, efluks pompa sistemi ve pek ¢ok hidrofilik molekiile karst membran
gecirgenliginde azalma ile ilgilidir. Bu kadar diren¢ mekanizmasini birlikte bulundurabilen
bu mikroorganizmalar kolaylikla ¢oklu ilag¢ direnci gelistirebilmektedirler. Genis bir direng
profiline sahip olmalarina ek olarak bu enzimleri kodlayan genler, plazmidler araciligiyla

aminoglikozid direng genleri gibi baska direng genleri ile birlikte tasinmaktadirlar (9,104).
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2.2.6. Metallo Beta Laktamazlarin Laboratuvar Tanisi

Bir mikroorganizmanin karbapenemaz {irettigini diisiindiiren ilk bulgu artmis
karbapenem MIK’idir. VIM, IMP, GIM, SIM ve SPM tipi MBL iireten P. aeruginosa
izolatlarinda imipenem MIK leri genellikle 8 pg/mL’den 128 pg/mL’nin iizeri gibi farkli
deger araliklarinda olabilmektedir. Ancak bu enzimlere ait genler E. coli izolatlarinda
bulundugunda bu MiK degerleri 0.5 pg/mL gibi ¢ok daha diisiik degerlerde olabilmektedir.
Bu durumdan da anlasildigi gibi P. aeruginosa’da karbapenem direncine efluks sistemi ya
da membran gegirgenliginin azalmasi gibi baska mekanizmalar da katkida bulunmaktadir
(79). P. aeruginosa ve Acinetobacter tiirleri ile karsilastirildiginda Enterobacteriaceae
tirlerinde MIK degerleri genellikle diisiik oldugundan, karbapenemaz iiretiminin
degerlendirmesi i¢in yeterli degildir. Konvansiyonel antimikrobiyal duyarlilik testlerinde
ve otomotize sistemlerde karbapenemaz iiretiminin tespitinde problemler yasanmaktadir
(16). Her ne kadar artmis karbapenem MiK’i karbapenemaz iiretimine isaret ediyor olsa da
suslar her zaman klinik olarak direngli olmayabilir (79).

Enterobacteriaceae tiirlerinde karbapenemaz tanimlanmasi i¢in uygun fenotipik test
mevcuttur (159). Ancak heniiz MBL iiretiminin arastirilmasinda kullanilabilinecek ytiksek
sensitivite ve spesifitede bir test mevcut degildir (17). MBL iiretiminin hizli tespiti i¢in
disk diffiizyonu temel alan bazi fenotipik test yontemleri ileri siiriilmiistiir (160). Bu
fenotipik testler MBL enzimlerinin etkinliginin EDTA ve tiol-bazli bilesikler gibi metal
selatorleri ile inhibe edilmesi prensibine dayali yontemlerdir (161). Ayn1 zamanda MBL
genlerinin varliginm1 dogrulamak amaciyla PZR, DNA hibridizasyon ve benzeri molekiiler

yontemlere de ihtiyag¢ vardir (16).

2.2.6.1. Modifiye Hodge Testi

Neisseria gonorrhoeae ve diger bakterilerde beta laktamaz iiretiminin tayini i¢in
Hodge tarafindan gelistirilmis olan bu test Lee ve ark. (162) tarafindan modifiye edilerek
Pseudomonas spp. ve Acinetobacter spp. i¢cin MBL tayininde kullanilabilir hale
getirilmistir. Ancak bu testin MBL {iretiminin saptanmasinda duyarlilik ve 6zgiilliigi
diisiiktiir ve nonfermantatif gram negatif basillerde karbapenemaz {iretiminin

saptanmasindaki yararina iliskin veri oldukc¢a azdir (159).
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2.2.6.2. inhibitorlerle Yapilan Mikrobiyoljik Testler
2.2.6.2.1. Cift Disk Sinerji Testi

CuCl,, FeCl,, EDTA ve merkaptoasetikasit, merkaptoetanol gibi tiol bilesikleri MBL
aktivitesini bozan ajanlardir. Bu inhibitorlerle MBL aktivitesinin engellenmesi ile MBL
tiretimi arastirtlabilmektedir. Bu amagla imipenem, seftazidim ya da sefepim diskleri ve
MBL inhibitorii olarak EDTA ya da 2-merkaptoproiyonik asitin (MPA) kullanildigr ¢ift
disk sinerji testleri kullanilmaktadir (12,79,163). Imipenem-EDTA ¢ift disk sinerji testinin
duyarliligi Pseudomonas spp. i¢in %100 ve Acinetobacter spp. i¢in %95.7°dir (79,164).
Uygulanmasi kolay olan bu yontemde kullanilan disk ve diskler arasi mesafe heniiz

standardize edilememistir ve degerlendirmesi her zaman kolay olmamaktadir (9).

2.2.6.2.2. Kombine Disk Testi

Disk diffiizyon metoduna uygun sekilde calisilan bu test, imipenemin ya da
seftazidimin olusturdugu inhibisyon zonu ile bunlarin EDTA ile kombinasyonunun
olusturdugu inhibisyon zonunun kiyaslanmasi esasina dayanmaktadir (164). Imipeneme
duyarl P. aeruginosa izolatlarinda MBL arastirilmasinda sefepim/klavulanik asit diskinin
MPA ile kombine edilerek kullanilabilecegi de bildirilmistir (165) Kombine disk testinin
gerek calisilmast gerekse degerlendirilmesi olduk¢a kolaydir. Ancak MBL {ireten

imipenem duyarli izolatlar i¢in heniiz standardize edilmemistir (9).

2.2.6.2.3. E Test

Imipenem ya da seftazidim MIK’inin bu antibiyotiklerin EDTA ya da MPA gibi
selatdrler ile kombinasyonlarmin MiK’leri ile kiyaslanmasi esasmna dayali olan bu testte
ticari olarak iiretilmis olan E test stipleri kullanilmaktadir. Imipenem direngli suslarda
MBL iiretiminin tespitinde IMP/IMP+EDTA E test (IP/IPI E test) seritlerinin; CAZ/MPA
E test seritlerinden daha etkili bulundugu ¢alismalar mevcuttur. Imipenem duyarl suslarda
ise imipenem ya da imipenem-EDTA MIK’i mevcut testteki degerlerden yiiksek
oldugunda kiyaslanma yapilamayacagindan E test yontemi kullanigh degildir (165-167).
Yapilmas: ve degerlendirmesi kolay bir testtir ancak imipenem sensitif olup MBL {ireten

izolatlarda yararl bir yontem degildir ve sinirdaki vakalar kacirilabilmektedir (9).
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2.2.6.2.4. Mikrodilusyon Testi

Mikrodiliisyon y&ntemi ile belirlenen imipenem MIK’i degerinin imipenemin EDTA
ve 1.10-fenantiolin ile kombinasyonunda elde edilen MIK degeri ile kiyaslanmas1 esasina
dayali bir ydntemdir. Imipeneme direncli P. aeruginosa izolatlar1 icin onerilen bu
yontemin duyarhiliginin  ve 06zgilliigiiniin yiiksek oldugu rapor edilmistir (160).
Degerlendirilmesinin kolay olusu bir avantajdir fakat konu ile ilgili uzmanlik isteyen ve

emek yogun bir test olmasi dezavantajlaridir (9).

2.2.6.3 Karbapenem Hidrolizinin Arastirilmasi

Bakteriyel hiicre ekstratlarinin karbapenem hidrolizine yol acip agmamasi ve
hidrolizin EDTA’dan etkilenip etkilenmemesi iizerinde temellendirilmis bir testtir.
Molekiiler testler disinda tek altin standart yontem, karbapenem hidrolizinin
arastirilmasidir.  Ancak 06zel ekipman, konuyla ilgili uzmanlik ve yogun emek

gerektirmektedir. Ayrica yorumlanmasi basit degildir (9,79).

2.2.6.4. Molekiiler Testler

MBL tayininde 6zgiilliigii en yiiksek olan yontemler molekiiler testlerdir. Polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR), MBL varligin1 aragtirmada ve tipini belirlemede uygulamasi
kolay ve en hizli yontemdir. Yiiksek oOzgiilliikte DNA primerlerine ihtiya¢ olmasi,
varyantlar1 biribirinden ayirt edemiyor olmasi ve yeni varyantlarin saptanamamasi
dezavantajlaridir (9,115).

Baz1 laboratuvarlar ¢ok sayida klinik izolatta MBL geninin arastilmasinda koloni
blot hibridizasyon teknigini kullanmaktadir. Ayn1 zamanda Southern blot teknigi ile MBL
geninin kromozomda m1 plazmidde mi bulundugunu arastirmak miimkiin olmaktadir (9).

Bunun yam sira izoelektrik fokuslama, poliakrilamid jel elektroforezi, niikleotid
sekans analizi de MBL tanisinda kullanilan molekiiler teknikler arasinda yer almaktadir.
Klonlama ve sekans analizi molekiiler altin standart yontemlerdir. Emek yogun bir yontem

oldugu gibi verilerin degerlendirmesi de 6zel uzmanlik gerektirmektedir (9,11,168).
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2.2.7. Metallo Beta Laktamaz Ureten P. aeruginosa Enfeksiyonlarinin Tedavisi

Siklikla MBL {ireten suslar; beta laktamlar, aminoglikozidler ve Kkinolonlara
direnglidirler. Bunun yan1 sira genellikle polimiksine duyarlidirlar. Bu  tiir
mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisi i¢in belirlenmis uygun bir
protokol heniliz mevcut degildir. Karbapenem iiretiminin tespit edilmesinin en 6nemli
sonucu karbapenem kullaniminin kontrendike olmasidir. Metallo enzimlerinin invitro
inhibisyonu miimkiin olsa bile bu inhibitdrlerin hasta tedavisinde kullanilmasi miimkiin
degildir. Aminoglikozidlerin tedavi tercihleri arasinda tutulabilmesi; bu ajanlar igin
MIK lerin belirlenmesiyle ve bu molekiillerin monoterapi seklinde kullanilmasiyla
saglanabilmektedir. Korezistans sdz konusu olabildiginden beta laktamazlar disindaki
antibiyotiklerin kullanimi da kisitlanmaktadir. Tek terapotik secenek olarak ise ¢oklu ilaca
direngli gram negatif basil enfeksiyonlarinda etkinligi ispatlanmis olan polimiksinler
kalmaktadir. Ilgingdir ki, ¢oklu ilaca direncli P. aeruginosa enfeksiyonu tedavisinde
rifampisinden de bahsedilebilmektedir (9). Yeni antipsédomonal ajanlarin gelistirilememis
olmas1 hekimleri kolistin gibi eski ve ciddi yan etkileri olan ajanlarin kullanimina itmistir.
Ayrica ¢oklu ilaca direngli P. aeruginosa ve Acinetobacter spp. enfeksiyonlarinda
tikarsilin ve rifampisin veya tikarsilin ve tobramisin gibi kombinasyon tedavileri de s6z

konusu olmaktadir (12).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec
3.1.1. Calisma Grubu

Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Hasta Hizmetleri Laboratuvari’na 2008-2010 yillarinda gonderilmis 356
hastanin ¢esitli klinik 6rneklerinde imipenem ve/veya meropeneme orta duyarli/direncli P.
aeruginosa izolatlar1 saptandi. 356 hastanin her birinden ilk izole edilen olmak kosuluyla
334 izolat ¢alismaya alindi ve 22 izolat ise tekrar canlandirilamadigindan ¢alismadan
cikarildi. Calisma izolatlarinin izole edildigi metaryal, kiiltiiriin istem tarihi, hastanin yatig

tarihi ve yattigi servis Tablo 8’de verildi.

Tablo 8. Calismaya alinan izolatlarin 6zellikleri

I}ég:jal: Materyal Istem Tarihi  Yatis Tarihi Servis
PAl Idrar 04.01.2010 18.10.2009 Pediatri Enfeksiyon Servisi
PA2 Yara siiriintii 10.01.2010 26.12.2009  Norosirurji YBS
PA3 Trakeal aspirat 11.01.2010 06.01.2010 Anestezi YBS
PA4 Torasentez sivisi 12.01.2010 13.10.2009 Pediatri Hematoloji Servisi
PA5 Trakeal aspirat 14.01.2010 26.10.2009  Noroloji YBS
PAG Balgam 17.01.2010 15.01.2010 Gogiis Hastaliklar1 Servisi
PA7 BAL 18.01.2010 15.01.2010 Gogiis Hastaliklar1 Servisi
PA8 Kan 18.01.2010 25.12.2009  Yanik Unitesi
PA9 Trakeal aspirat 18.01.2010 18.01.2010 Anestezi YBS
PA10 Kan 18.01.2010 31.12.2009  Anestezi YBS
PAl1l Idrar 21.01.2010 - Pediatrik Cerrahi Poliklinigi
PA12 Kan 26.01.2010 31.12.2009 Ortopedi Servisi
PA13 Trakeal aspirat 02.02.2010 15.01.2010  Noroloji YBS
PA14 Trakeal aspirat 05.02.2010 16.10.2009 Pediatri Siit Cocugu Servisi
PA15 Trakeal aspirat 06.02.2010 05.02.2010 Yenidogan YBS
PA16 Idrar 12.02.2010 12.02.2010 Kalp Damar Cerrahi Servisi

PA17 Trakeal aspirat 13.02.2010 20.01.2010 Pediatri Enfeksiyon Servisi
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PA18 Trakeal aspirat 15.02.2010 22.01.2010 Pediatri Enfeksiyon Servisi
PA19 Trakeal aspirat 19.02.2010 19.02.2010 Pediatri Siit Cocugu Servisi
PA20 Idrar 01.03.2010 - Enfeksiyon Hastaliklar1 Poliklinigi
PA21 Idrar 03.03.2010 - Enfeksiyon Hastaliklar1 Poliklinigi
PA22 Balgam 19.03.2010 18.03.2010 Dahiliye YBS

PA23 Trakeal aspirat 23.03.2010 28.08.2009 Yenidogan YBS

PA24 Piiy 23.03.2010 10.03.2010 Genel Cerrahi Servisi

PA25 Konjunktiva siiriintiic. ~~ 23.03.2010 15.03.2010 Pediatri YBS

PA26 Kan 27.03.2010 08.01.2010 Yenidogan YBS

PA27 Yanik siiriintii 29.03.2010 23.03.2010 Yanik Unitesi

PA28 Trakeal aspirat 02.04.2010 20.03.2010 Anestezi YBS

PA29 Trakeal aspirat 07.04.2010 09.03.2010 Yenidogan YBS

PA30 Idrar 09.04.2010 - Enfeksiyon Hastaliklar1 Poliklinigi
PA31 Trakeal aspirat 09.04.2010 30.03.2010 Pediatri YBS

PA32 Trakeal aspirat 12.04.2010 04.04.2010 Anestezi YBS

PA33 Trakeal aspirat 12.04.2010 08.03.2010 Pediatri YBS

PA34 Idrar 14.04.2010 14.04.2010 Dahiliye Gastroenteroloji Servisi
PA35 Trakeal aspirat 16.04.2010 26.03.2010 Pediatri YBS

PA36 Kulak stiriintii 20.04.2010 - Kulak Burun Bogaz Poliklinigi
PA37 Balgam 28.04.2010 08.03.2010 Dahiliye Servisi

PA38 Trakeal aspirat 28.04.2010 25.04.2010 Anestezi YBS

PA39 Kan 29.04.2010 07.04.2010 Pediatrik Cerrahi Servisi

PA40 Trakeal aspirat 30.04.2010 10.03.2010 Yenidogan YBS

PA41 Vajinal siriintii 30.04.2010 22.04.2010 Pediatri Hematoloji Servisi
PA42 Idrar 02.05.2010 24.03.2010  Yanik Unitesi

PA43 Yanik siiriintii 03.05.2010 19.04.2010 Yanik Unitesi

PA44 Trakeal aspirat 12.05.2010 10.05.2010 Anestezi YBS

PA45 Trakeal aspirat 31.05.2010 25.05.2010 Dahiliye Onkoloji Servisi

PA46 Kan 02.06.2010 23.05.2010 Dahiliye YBS

PA47 Apse 05.06.2010 18.05.2010 Dahiliye Gastroenteroloji Servisi
PA48 Trakeal aspirat 06.06.2010 24.05.2010  Norosirurji YBS

PA49 Apse 06.06.2010 28.05.2010 Yanik Unitesi

PA50 Trakeal aspirat 06.06.2010 18.05.2010 Anestezi YBS

PA51 Yara siirtinti 12.06.2010 02.06.2010 Anestezi YBS

PA52 Idrar 15.06.2010 14.05.2010  Noroloji YBS

PA53 Trakeal aspirat 16.06.2010 15.06.2010 Pediatri Siit Cocugu Servisi
PA54 Trakeal aspirat 18.06.2010 10.06.2010  Noroloji Servisi

PAS55 Yanik siiriintii 21.06.2010 22.05.2010 Yanik Unitesi

PA56 Yanik siiriintii 21.06.2010 22.05.2010 Yanik Unitesi

PA57 Idrar 27.06.2010 26.06.2010 Genel Cerrahi Servisi

PA58 Trakeal aspirat 28.06.2010 17.06.2010 Noroloji YBS

PA5S9 Trakeal aspirat 01.07.2010 04.06.2010 Anestezi YBS

PAG0 Trakeal aspirat 03.07.2010 16.06.2010  Yenidogan YBS

PAG1 Trakeal aspirat 08.07.2010 18.06.2010 Noroloji YBS

PAG2 Kulak siiriinti 14.07.2010 09.07.2010 Kulak Burun Bogaz Servisi




Tablo &’in devami
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PAG3
PAG4
PAG5
PAG6
PAG7
PAGS
PAG9
PA70
PA71
PAT2
PAT73
PA74
PAT75
PA76
PAT7
PAT78
PAT79
PAS80
PA81
PA82
PA83
PA84
PA85
PA86
PA87
PA88
PA89
PA90
PA91
PA92
PA93
PA94
PA95
PA96
PA97
PA98
PA99
PA100
PA101
PA102
PA103
PA104
PA105
PA106
PA107
