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GIRIS VE AMAC

Beta—laktam (B-laktam) antibiyotikler, gerek hastane iginde gerekse hastane
disinda en sik kullanilan antibiyotik tiirevlerinin basinda gelmektedir. Yaygin olarak
kullanilan pB-laktam antibiyotiklere karsi direncin giderek artmasi kaginilmazdir.
Bakteriler, farkli mekanizmalarla B-laktam antibiyotiklere direng gelistirmektedir (1, 2).
B-laktam antibiyotiklere karst olusan direngte en sik gozlenen mekanizma, Beta-
laktamaz (B-laktamaz) enzimleri ile bu antibiyotiklerin inaktive edilmesidir (2, 3, 4).

B-laktamaz sentezi bakterilerde plazmid, tramspozon yada kromozom
kontroliindedir (5). B-laktamaz plazmidleri, bakterilerin antibiyotiklere kars1 direncinin

tiim diinyada hizla yayilmasma yol agmustir. P-laktamazlara duyarli antibiyotikler,



B-laktamaz sentezleyen mikroorganizmalarin olusturdugu infeksiyonlarda kullanilmaz
hale gelmigtir (6). B-laktamazlarin tiplendirilmesi, bu enzimler yoluyla olusan direncin
daha iyi anlagilmas ve bunlara kars1 6nlem alinmasi agisindan gereklidir (7, 8).
Pseudomonas aeruginosa, en 6nemli hastane infeksiyonu etkenlerinden birisidir
(9-11). Klinik 6rneklerden izole edilen Pseudomonas’larda hangi enzimlerin daha sik
bulundugunun bilinmesi, tedavide kullanilacak B-laktam antibiyotiklerin segiminde yol
gosterici olacaktir. Etkin olabilecek B-laktamlarin uygun kullanimi, direngli bakterilerin
seleksiyonunu Onleyerek P-laktamaz sentezleyen bakterilerin toplumda yayilmasim
engelleyecektir. Bu nedeﬁle, bu calismada Erciyes Universitesi Gevher Nesibe
Hastanesi’nde yeni kusak B-laktam antibiyotiklere direngli Pseudomonas suglarinda p-
laktamaz varliginin aragtirilmasi ve belirlenen B-laktamaz_larm “isoelectric focusing”

(IEF) yontemi ile tiplendirilmesi amaglandi.



GENEL BILGILER

Penisilinin  bulunmasiyla infeksiyon hastaliklarinin tedavisinde kullanilan
yiizlerce antimikrobiyal antibiyotik gelistirilmistir. Antibiyotikler; bakterilerde hiicre
duvari sentezini Onleyerek, protein sentezini Onleyerek, sitoplazmik zarin yap: ve
fonksiyonunu bozarak, niikleik asit sentezini oOnleyerek ve kimyasal yapilarindaki
benzerlik yoluyla bakteri metabolizmasim1 bozarak etki gostermektedir. [-laktam
antibiyotikler bakteride hiicre duvar sentezini 6nleyen antibiyotiklerdir (3, 12). Bugiine
kadar gelistirilmis olan f-laktam antibiyotiklerin simflandiriimasi Tablo I'de

Ozetlenmektedir (13, 14, 15).



Tablo I: B-laktam antibivotiklerin siniflandirim

PENISILINLER

o Dogal Penisilinler: Penisilin G, Prokain Penisilin G, Kristalize Penisilin G,
Benzatin Penisilin G ve Penisilin V(fenoksimetil penisilin).

o Penisilinaza Dayamkli Penisilinler: Metisilin, Nafsilin ve Izoksazolil
Penisilinler (Kloksasilin, Dikloksasilin, Flukloksasilin, Oksasilin)

e Aminopenisilinler: Ampisilin, Amoksisilin, Bakampsilin, Siklosilin, Episilin,

Hetasilin ve Pivampisilin.

e Antipsddomonal Penisilinler: Karbenisilin, Indanil Karbenisilin (karindasilin)

ve Tikarsilin.

e Genis Spektrumlu Antipsédomonal Penisilinler (iireidopenisilinler):
Azlosilin, Mezlosilin ve Piperalisin.

e Amidinopenisilinler: Amdinosilin ve pivamdinosilin.

e B-laktamaz Inhibitorli Kombine Penisilinler: Ampisilin + Sulbaktam,

Amoksisilin + Klavulanat, Tikarsilin + Klavulanat ve
Piperasilin + Tazobaktam

SEFALOSPORINLER

e Birinci Kugak Sefalosporinler: Sefadroksil, Sefazolin, Sefaleksin, Sefaloridin,
Sefalotin, Sefapirin, Sefradin,

o Ikinci Kusak Sefalosporinler: Sefaklor, Sefamandol, Sefanisit, Sefarenit,
Sefuroksim, Lorakarbef, Sefmetazol, Sefotetan, Sefoksitin

e Ugiincii Kusak Sefalosporinler: Sefiksim, Sefoperazon, Sefotaksim,
Sefpodoksim, Seftazidim, Seftizoksim, Seftriakson

KARBAPENEMLER

e Imipenem, Meropenem, Panipenem ve Biapenem.
MONOBAKTAMLAR

o Aztroenam.




Bakterilerde sitoplazma zarimin etrafini gevreleyen, bakteriye gekil veren sert bir
bakteri duvari bulunmaktadir. Bakteri hiicre duvarinin sertligini veren murein,
peptidoglikan yapidadir. Bu yap: bir molekiil N-asetil glukozamin bir molekiil N-asetil
muramik asit ve muramik aside bagh bir peptid zincirinden olugmaktadir. Gram pozitif
bakteri hiicre duvarinda yiiksek oranda teikoik asit ve bazilarinda ek olarak polisakkarid
molekiilleri de bulunmaktadir. Murein tabakanin altinda periplazmik aralik ve
periplazma altinda bakteri sitoplazma zari vardir. Gram negatif bakterilerde hiicre
duvar1 daha kansik olup fazla miktarda lipid ve protein icermektedir. En dista
lipoprotein ve globiiler protein igeren lipopolisakkarid tabakalarimin altinda murein
tabakas1 bulunur (16, 17 ). Murein yapinin altindaki beriplazmik aralikta lipoprotein
bantlar yer almakta ve belirli enzimler islev yapmaktadir. Bu lipoprotein bantlari, altinda
bulunan sitoplazmik zarla baglantilidir.

B-laktam antibiyotikler, bakterilerde hiicre duvarinin sentezini engellemektedir.
Bu antibiyotiklerin hedefi, hiicre duvari sentezinin transpeptidasyon evresini katalize
eden “penisilin baglayan proteinler” (PBP)’dir. PBP bakteri membrani iizerinde yer
almaktadir. Antibiyotik molekiilleri Gram negatif bakterilerde hiicre duvan
porinlerinden girdikten sonra birgok engelleri asarak lipopolisakkarid, murein
tabakalarini ve periplazmik aralig1; Gram pozitif bakterilerde ise peptidoglikan tabakay:
gecerek PBP’lere ulagmaktadir (3). B-laktam antibiyotikler PBP’lere baglaninca
PBP’nin kendi substratina baglanmasini1 engellemektedir. B6ylece bakteri duvar sentezi
inhibe olmakta ve osmotik basing dengesinin bozulmasiyla bakteriler erimektedir. Hiicre
duvar sentezi inhibe olan bazi bakteriler yasamini devam ettirebilmekte ve bunlara L-

form bakteriler denilmektedir (16).



Bakterilerde B-laktam antibiyotiklere kars: olusan direng;
PBP’lerde olusan degisiklikler,
B-laktamaz enzimleri tarafindan antibiyotigin inaktive edilmesi ve,
dis membran proteinlerinde olusan degisiklikler sonucu antibiyotigin bakteri igine
giriginin nlenmesi ile gelismektedir.

Gram negatif bakterilerde direng her li¢ mekanizma ile olugurken, Gram pozitif
bakterilerde sadece enzim ve PBP’lerdeki degisimlere bagh direng gelismektedir
(2. 3. 18). Pseudomonas aeruginosa, bu mekanizmalardan birkagin1 aym anda
kullanarak, B-laktam antibiyotiklere karsi direng - kazanmaktadir. Pseudomonas
aeruginosa’da permeabilitenin azalmasi ve [-laktam antibiyotiklerin PBP’lere
ulasgamamas1 mekanizmasiyla olusan direngte, dig membran proteini olan F-porinleri rol
oynamaktadir (19, 20). l

B-LAKTAMAZILAR

Bir bakteri enzimi olan B-laktamazlar ile inaktivasyon, B-laktam antibiyotiklere
karg1 olusan direngte en sik gozlenen mekanizmadir (2, 3). Bu enzimler, pB-laktam
antibiyotiklerde bulunan amid bagim hidrolize ederek antibakteriyel 6zelligi olmayan
asidik tiirevier olugturmaktadir (Sekil 1). Gram negatif bakterilerde B-laktamazlar, dig
membran ile sitoplazmik membran arasindaki periplazmik boslukta bulunmaktadir (3, 4,
18. 21. 22). Gram pozitif bakterilerin B-laktamazlan ise genellikle ekzoenzimlerdir ve

ortama salinirlar (3, 21).
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Sekil 1 : B-laktamazlarin penisilin iizerindeki hidrolitik etki bdlgesi (21).
B -LAKTAMAZI ARIN SINIFLANDIRIL. MASI

1940 yilinda penisilinazin bulunmasiyla p-laktamazlarmn ilk smiflandirilmasmin .
yapildig1 bildirilmektedir (23). 1960’hh yillara kadar daha ¢ok Stafilokok larn
B-laktamazlan iizerinde ¢aligilmig, bu yillardan sonra ise semisentetik penisilin ve
ampisilin, sefalosporinlerden de sefaloridin ve sefalotinin gelistirilmesi ile birlikte Gram
negatif  bakterilerin [B-laktamazlari dikkat ¢ekmege baglamigtir. Bu, s6z konusu
B-laktam antibiyotiklere Srafilokok’larin  duyarhh olmasma karsin, Gram negatif
bakterilerin direng gelistirmesi ve bu direncin plazmid kontroliinde sentezlenen
pB-laktamazlar nedeniyle kisa siirede yayilmasmnin sonucu olmustur (4). B-laktamaz
enzimleri eskiden, penisilinaz ve sefalosporinaz olarak ayrilmig ve $zgiil antiserumlar
ile de tiplendirilmigtir. Gram negatif bakterilerdeki B-laktamazlar 1973 yilinda tekrar
smiflandiriimistir. Bu smiflamada (-laktamazlarin substrat ve inhibisyon profilleri,
antiserumlarla reaksiyonlar1 temel alinmig ve B-laktamazlar bes ayr1 grupta toplanmigtir.
B-laktamazlarin poliakrilamid jelde “isoelectric focusing” ile tammlanmasindan sonra,
1976 yiiinda B-laktamazlar tekrar gruplandinlmistir (24). B-laktamaziann molekiiler
yapist ile ilgili smiflandirma 1980'li yillarda yapilmis ve smif A, simf B, siif C, sinif D

olarak belirlenmistir (7). Daha sonra sefuroksimi hidroliz eden - B-laktamazlar da



gruplandirmaya eklenmigtir. Bush tarafindan 1989 yilinda, B-laktamazlarin kromozomal
veya plazmid gegisli olusu, substrat ve inhibisyon profilleri, molekiiler agirhklar ve

molekiiler siniflari, izoelektrik noktalarmna gore simflandirilmistir (25 ). En son yapilan

smiflama ise Bush-Jacoby-Medeiros siniflamasidir (7).

P-Laktamazlarin Stniflandirilmasinda Kullanilan Kriterler

Bugiine degin, daha ¢ok biyokimyasal ve genetik temele dayanan substrat profili,
inhibisyon profili, fiziksel b&zellikleri gibi ¢esitli parametreler B-laktamazlarin
tiplendirilmesi i¢in kullanilmugtir. Bunlar iginde substrat profilleri en énemli kriterlerden
biridir. Bundan bagka inhibisyon profilleri ve fiziksel 6zellikleri de smiflama igin
kullanilmaktadir. Tiplendirilmesi i¢in tammlanacak enzimin tek bir B-laktamaz
aktivitesine  sahip olmasi gerekmektedir. Antibiyotiklere direngli bakterilerin
birgogunda kromozomal enzimlerin yaninda birden fazla B-laktamaz igermesi,
B-laktamaz tiplendirmesini giiglestirmektedir (25).

Substrat Profili

Substrat profili, p-laktamazlarin smniflandirilmas: ve tamimlanmas: igin
kullanilan birinci parametredir ve enzimin gegitli B-laktam antibiyotikleri hidroliz etme
aktivitesini go6stermektedir. PB-laktamaz aktivitesi spektrofotometrik, asidimetrik ve
iyodometrik yontemlerle belirlenmektedir (26).

Maksir;lum hidroliz hiz1 (Vmax); substrat profillerinin kiyaslanmasinda tercih
edilen ﬁarametredir (26). Kiyaslamali substrat profilleri i¢in P-laktam antibiyotikler
referans olarak almmaktadir. Penisilinlerden benzilpenisilin, ampisilin, karbenisilin ve
kloksasilin, gesitli penisilinazlar ve genis spektrumlu (3-laktamazlar arasinda ayrim

yapilabilmesi i¢in se¢ilmektedir.



Sefalosporinler i¢in sefaloridin referans olarak segilmekte, kiyaslama i¢in buna
sefalotin eklenmektedir. Bir¢ok B-laktamaz tarafindan belirli oranda hidroliz edilebilen
sefaloridinin tiim profillerde bulunmasi Onerilmektedir. Yeni “extended spectrum”
B-laktamazlarin g¢ikist nedeniyle, bu substratlara sefotaksim ve seftazidim de
eklenmektedir. Aztroenam monobaktamlari, imipenem de karbapenemleri temsil

ettiklerinden, yeni bulunan enzimleri belirlemek i¢in dahil edilmektedir (25).
Inhibisyon Profili

B-laktamazlar1 ayirdetmek igin substrat profilleri kadar inhibitdr etkileri de énem
tasimaktadir. Bu amagla klavulanik asit, aztroenam ve sulbaktam kullamlmaktadir.
Sefalosporinazlar klavulanik asite kiyasla aztroenamla daha gii¢lii inhibe olurken, genis
spektrumlu fB-laktamazlarin ve penisilinazlarin genellikle klavulanik asite gore
aztroenama afiniteleri zayiftir. Kloksasilin de sefalosporinazlar i¢in iyi bir inhibitér
oldugundan B-laktamazlarin simflandiriimasinda kullamimaktadir. Inhibit6r aktiviteleri
genellikle Iso (belirli test kosullarinda enzimatik aktiviteyi % 50 oraninda azaltmak igin
gereken inhibitor konsantrasyonu) degeri ile verilmektedir. Aztroenam ve kloksasilin
gibi zayif inhibitorler igin inhibisyon verilerinin Iso yerine Ki (inhibisyon sabiti) olarak
verilmesi daha uygun olarak goriilmektedir. Sulbaktam ve klavulanik asit gibi
B-laktamaz inhibitorleri i¢in ise Iso degeri kullanilarak, inhibit6r aktivitelerinin daha
kullamgh kiyaslamalari yapilmaktadir. p-Kloromerkiiribenzoat (p-CMB) ile inhibisyon,
katalitik olarak Snemli bir sistein yan grubu oldugunu, etilen diamin tetra asetik asit
(EDTA) ile inhibisyon ise enzimin metal iyonuna gereksinmesi oldugunu

gostermektedir (25). p-CMB ve EDTA igin inhibisyon verileri eski kaynaklarda tek bir
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inhibitér konsantrasyonuna dayanarak (+) veya (-) seklinde verilmistir. Son yapilan

siniflamada inhibitorler arasina tazobaktam da dahil edilmigtir (7).

Fiziksel Ozellikler

Molekiiler agirhi@i: Molekiiler agirliklarin belirlenmesinde 6nceleri jel
exclusion (eleme) kromatografisi ve sodyum dodesil sulfat-jel elektroforezi
kullanilmaktaydi. Son yillarda, enzimler saflagtinlarak aminoasit dizileri belirlenmeye
baglanmis ve bu yontem molekiiler agirliklarin belirlenmesinde tercih edilen yéntem
olmugtur (25).

Izoelektrik nokta: Enzimlerin izoelektrik noktalari, “isoelectric focusing"
yontemi ile belli pH'da poliakrilamid jellerde olusturduklari bantlara gore
bulunmaktadir. IEF ilk kez 1975 yilinda Mathew ve arkadaslar1 tarafindan
B-laktamazlarin siniflandirimi igin kullamilmigtir (24). IEF tekniginde B-laktamazlarin
saflagtirilmas: gerekmemekte ve tek bir bakterinin sentezledigi, kromozom yada
plazmid kontroliindeki birka¢ enzimin ayirdedilebilmesi miimkiin olmaktadir (21, 24,
27). lIzoelektrik noktalarin dlgiimiinde bir laboratuvardan diger laboratuvara
degisiklikler olabileceginden, izoelektrik noktas: bilinen B-laktamazlari standart enzim
olarak kullanarak karsilagtirmali degerlerin tanimlanmasi ile en uygun izoelektrik
noktalar1 elde edilir. Benzer enzimlerin izoelektrik noktalarini belirlemek igin 6rnekler
jel lizerinde yan yana yiiriitilmelidir. iki proteinin aym izoelektrik noktaya sahip olup
olmadigini belirlemede kullanilacak diger teknik ise, ikisini karistirdiktan sonra tek veya
iki bant verip vermedigini degerlendirmektir (25).

Molekiiler yapi: Molekiiler yapiya gore B-laktamazlar simf A, siuf B, simf C

ve sinif D olarak ayrilmaktadir (5, 7).
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Sinif A B-laktamazlar, aktif tarafinda serin igeren, tercihen penisilinleri hidroliz
eden enzimlerdir.

Simf B p-laktamazlar, B-laktamaz aktivitesi igin ¢inko iyonuna gereksinim
duyan metalloenzimlerdir.

Sif C B-laktamazlar, aktif taraflarinda serin igeren sefalosporinazlardir.

Siif D B-laktamazlar ise oksasilini hidrolize eden ve aktif tarafinda serin ic;éren
B-laktamazlardir.

Yeni aminoasit dizileri veya aktif bélge dizileri belirlendik¢e, bu simiflar rutin
olarak kullanilacaktir. Ancak, bugiin f-laktamazlarin g¢ogu molekiiler diizeyde
simflandirilamamugtir  (25). Substrat profiline dayanan fenotipik simiflandirmada
karsilagilan en 6nemli sorun, bir nokta mutasyonu ile enzimin substrat ve inhibitﬁr
Ozgiilliigiiniin degismesine bagh olarak i¢inde bulundugu enzim grubunun degismesidir.
Buna kargin molekiiler yapiya gore simflandirmamn sabit oldugu ve mutasyonlardan
etkilenmedigi bildirilmektedir (28).

Bush-Jacoby-Medeiros Sinflandirmasi

B-laktamazlarin en yeni siniflandirma semasi, 1995 yilinda yapilan Bush-Jacoby-
Medeiros siniflandirmasidir (Tablo II). 1989 yilinda yapilan Bush siniflamasinda oldugu
gibi bu siniflamada da P-laktamazlar 4 gruba aynlmistir (25, 29, 30). Grup 1°de
klavulanik asit ile inhibe olmayan sefalosporinazlar, grup 2’de [-laktamaz
inhibitérlerine duyarli olan molekiiler simf A veya D iginde yer alan enzimler, grup
3’de EDTA ve pCMB digindaki p-laktamaz inhibitérlerine duyarli olmayan
metallobetalaktamazlar, grup 4’de ise klavulanik asit ile inhibe olmayan penisilinazlar

bulunmaktadir. Bush-Jacoby-Medeiros siniflamasinda Bush siniflamasindan farkli olan
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2be, 2br, 2f gruplanidir. TEM ve SHYV tiirii B-laktamazlar devamli bir artig gosterdigi
i¢in, bu enzim tiirevleri grup 2b’de toplanmigtir. Genis spektrumlu B-laktamazlar 2b
grubu yerine, genis spektrumlu aktiviteye sahip oldugunu ve 2b grubundan koken
aldifim géstermek igin 2be grubuha yerlestirilmistir. 2b grubundaki B-laktamazlardan
B-laktamaz inhibitdrlerini afinitesi azalmis olanlar, 2br olarak gruplandirilmigtir.
Semaya eklenen iiglincii grup 2f B-laktamazlar, aktif bolgelerinde “serin igeren ve
klavulanik asitle inhibe olan, karbapenemi hidroliz eden enzimlerdir. Son simflandirma
tablosunda bir 6nceki siniflamaya ek olarak bazi substratlar kullamlmistir. Omegin,
oksasilin, sefoksitin ve nitrosefin igin subs-tratAproﬁlleri, tazobaktam ile inhibisyon
profili, grup 2’deki enzimler igin metisilin hidrolizi eklenniistir (7). Gruplandirilan
B-laktamazlarin ¢esitli B-laktam antibiyotiklere karsi aktiviteleri Tablo III’de

Szetlenmektedir.
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Grup 1

Grup 1 B-laktamazlar, sefaloridin ve sefalotini penisilinlere gore daha hizh
hidroliz eden enzimlerdir (Tablo III). Bunlar sulbaktam veya klavulanik asitle ¢ok az
inhibe olurken, aztroenam veya kloksasilinle kuvvetle inhibe olurlar. Molekiiler
agirliklan genelde 30.000 daltondan fazladir ve izoelektrik noktalarn gogunlukla 7°nin
tizerindedir. Molekiiler seviyede calisilanlarin hepsi simf C’ye aittir. Bunlarin birgogu

kromozomal enzimlerdir, fakat i¢lerinde plasmid gegisli olanlarda vardir (7, 29).

Kromozomal tip 1 B-laktamazlar: Escherichia coli (E. coli), Klebsiella,

Bacterioides gibi baz1 bakterilerde -laktamazlar indiiklenmemektedir (21, 28).

Indiiklenebilir enzim sentezi; Enterobacter’in gesitli tiirleri, Proteus rettgeri,
Chromobacterium violaceum, Citrobacter freundii, Morganella morganii, Serratia
marcescens, Pseudomonas aeruginosa gibi bakterilerde gézlenmektedir (21, 28, 31).

Indiiksiyon, bir indiikleyici varliginda B-laktamaz sentezinin gegici olarak
baglatilmasidir. Sentezlenen B-laktamaz miktar1 indiikleyicinin konsantrasyonu ve
indiiksiyon siiresine baglidir. Enzim normalde bir repressér mekanizma ile diigiik
diizeyde sentezlenirken bir B-laktamaz indiikleyicisi varliginda bu represyon kalkmakta
ve enzim sentezinde biiyik bir artis olmaktadir. Ortamdan indiikleyici
uzaklastinldifinda enzim sentezi normale dénmektedir (32).

Karbapenemler (imipenem) ve o-metoksi sefalosporinler (sefoksitin,

sefmetazol) giiglti indiikleyicilerdir. Giiglii indiikleyiciler aym zamanda, hem in vitro

hem de in vivo labil zayif indiikleyicilerin (sefotaksim, tikarsilin) aktivitesini antagonize
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edebilir (33, 34). pB-laktamaz inhibitorlerinden klavulanik asidin de diisiik
konsantr;lsyonlarda indiiksiyona yol agtig1 belirlenmigtir (32).

" Son yillarda Gram negatif bakterilerdeki kromozomal B-laktamazlarin
indiiksiyon mekanizmas:1 ayrintilh olarak agiklanmistir (Sekil 2). Bu bakterilerin
diizenleyici gen birimlerinin (Amp C, Amp D, Amp R, Amp E, Amp G) kontroliinde
sentezlenen Amp C, Amp D, Amp R’nin yaninda Amp E ve Amp G proteinlerinin
onemi belirlenmigtir. . Amp C geni B-laktamaz kodlayan yapisal bir gendir. Indiikleyici
B-laktam antibiyotigin sitoplazmik membranin tizerindeki penisilin baglayan proteinlere
baglanmasiyla peptidoglikan sentezi bozulur. Ortaya ¢ikan peptidoglikan yikim
iirtinlerinin periplazmik boslukta yogunlugu artmakta ve sitoplazmik membran tizerinde
bulunan Amp G adlr proteini etkilemektedir. Duyarli hale gelen Amp G, Amp R gen
kontroliinde sentezlenen baskilayici (Repressér R) proteinini etkileyerek baskilayic
formdan aktivatér (A proteini) protein sekline doniistiirmektedir. Uyarilan Amp R
proteini Amp C ekspresyonunu sitiimiile etmekte ve B-laktamaz sentezinin artigim
saglamaktadir. Inditksiyonun olmadig1 bazal kosullarda Amp D proteini Amp E proteini
ile birleserek Amp R’yi baskilayici formda tutmaktadir. Ortamda indiikleyici varken
Amp G ve Amp D arasindaki denge Amp G lehine bozulmakta ve B-laktamaz
indiiksiyonu baglamaktadir. Bir mutasyonla Arhp D proteini ortadan kalkacak olursa,
Amp G’nin etkisinin devamhilik kazanmas: sonucu Amp C’nin ekspresyonunu
stireklendirerek yiiksek miktarda (-laktamaz sentezlenmekte ve "derepressed" mutantlar

siklikla ortaya ¢ikmaktadir (35).
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Sekil 2: Gram negatif bakterilerde indiiklenebilir AmpC genlerin ekspresyonunun
kontrolii igin varsayilan model (35)

Stabil olarak "derepressed" mutantlar, indiiklenebilen B-laktamaz sentezleyen
bakterilerde 10* - 107 siklikla ortaya ¢ikmaktadir (1, 36). B-laktamaz sentezleri
indiiksiyondan bagimsiz oldugu igin stabil olarak “derepressed” organizmalar, labil
zayif indiikleyicilere (liglinci kusak sefalosporinler ve ireidopenisilinler),
inditklenebilen B-laktamaz igeren organizmalardan daha direnglidir. Ozellikle labil zayif
indiikleyiciler, stabil olarak "derepressed" suslarin seleksiyonuna neden olmakta ve bu
suglar tiim populasyona hakim olmaktadir (32, 37, 38). Yapilan galismalarda yeni kusak
sefalosporinlere karsi gelisen direngte daha gok stabil olarak “derepressed” suslarin rol
oynadipn belirtilmektedir (39). Indiiklenebilen B-laktamaz igeren organizmalarin
olusturdugu hastane infeksiyonlarinin sayisinda son yillarda biiyiik artis gérillmektedir.

Bu antibiyotiklerin kullanimi1 sinirlanmadikga bu  sorunun giderek artacag:

belirtilmektedir (22, 38).



18

Plazmid kaynakh Tip I f-laktamaz: E. coli’den izole edilen BIL-1,
Klebsiella pneumoniae’den izole edilen FOX-1, LAT-1, MIR-1, MOX-1 enzimleri ve
Proteus mirabilis’ten izole edilen Cep-1 enzimleri bu gruptandir (7). Bunlar plazmid
araciligiyla sentezlenmekle birlikte kromozomal B-laktamazlara ait (B-laktamaz
inhibitorlerinden etkilenmeme ve sefoksitin ve diger sefamisin tiirevlerini hidrolize
ugratma gibi) ozelliklerini tagimaktadirlar (40-43). Farkli olarak klavulanat ve
kloksasilin, MOX-1 aktivitesini inhibe etmektedir (44). Genetik ¢aligmalar bu
enzimlerin kromozomal Amp C geninden koken aldigim gostermektedir (40, 42, 43,
44). Bunlar plazmid f{izerinde yer aldiklarinda indiiklenebilme &zelliklerini
yitirmektedirler (44, »45).

Grup 2

Substrat profillerindeki farkliliklar nedeni ile grup 2 birkag alt gruba ayrilmistir.
Cogu molekiiler sif olarak A’da yer almaktadir (7).

Grup 2a: Penisilinleri hidroliz etme hiz1 sefalosporinlere gore daha fazladir
(Tablo II). Klavulanik asitle inhibe olurlarken, kloksasilin bu enzimler igin etkili bir
inhibitér degildir (33). Bu gruptaki enzimlerin ¢ogu molekiler simf A’nin orijinal
iiyelerini temsil etmektedir. Staphylococcus aureus (S. aureus), Citrobacter
amalonaticus, Eikenella corrodens ve Fusobacterium nucleatum 'un enzimleri, Bacillus
cereus’un kromozomal PB-laktamazlari, ve Pseudomonas aeruginosa’mn plazmid

kontroliindeki NPS-1 enzimi bu grupta yer almaktadir. NPS-1 enziminin izoelektrik

noktasi 6.5°tir (7, 29).
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Grup 2b: Grup 2b, penisilinleri ve sefalosporinleri yaklasik olarak esit hzda
pargalayan enzimlerdir (7). Bu gruptaki enzimler genis spektrumlu sefalosporinleri,
aztroenam ve imipenemi zayif hidroliz ederler (Tablo III). Aztroenam ve kloksasiline
gére klavulanik asitle daha iyi inhibe olurlar. Molekiiler siniflar1 A’dir. Genis alana
yayiulmig olan plazmid kontroliindeki TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 enzimleri bu gruptadir
(29). TEM pB-laktamazlari, plazmid kontroliindeki p-laktamazlarin ¢ogunu
olusturmaktadir (46). TEM-1 ile TEM-2'nin arasindaki tek fark 1 aminoasittir (47).
TEM-1 enzimi, penisilin ve birinci kugsak sefalosporinleri hidroliz edebilirken,
sefotaksim, seftazidim, aztroenam gibi genis spektrumlu p-laktam antibiyotikleri
parcalayamamaktadir. TEM-1 enziminin izoelektrik noktasi 5.4 iken TEM-2’ninki
5.6°dir. TEM-2 Pseudomonas aeruginosa’dan izole edilen sefotaksim, seftazidim
imipenem direnci az olan B-laktamazdir (7, 48).

Amoksisilin ve diger B-laktamaza duyarli B-laktam antibiyotiklerin minimum
inhibisyon konsantrasyon (MIC)larinin E. coli’nin sentezledigi TEM-1 miktarindan
etkilendigi gosterilmistir. pB-laktamaz arttikga MIC artmaktadir (49). TEM-1 ve
TEM-2’den sonra bu gruptaki en yaygin enzim SHV-1’dir (46). SHV-1 izoelektrik
noktasi 7.6 olan, sefotaksim, seftazidim, imipenem hidrolizi az olan bir B-laktamazdir.
Aynica OHIO-1, Haemophilus influenzae (H.influenzae)’da saptanan ROB-1,
E. coli’den izole edilen TLE-1 enzimleri de bu gruptadir (7).

Grup 2be: Seftazidim, sefotaksim veya aztroenam gibi genis spektrumlu
antibiyotikleri hidroliz hizlari, benzilpenisilinin hidroliz hizinin %10’undan fazla ise
enzim Bush-Jacoby-Medeiros siniflamasinda grup 2be’ye alinmustir (7). Bu enzimler,

sefamisinleri veya metoksimino sefalosporinleri karbapenemleri veya penemleri
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etkilememektedirler (Tablo III) (50). Bu tip genis spektrumlu enzimler, klavulanik asit,
sulbaktam, tazobaktam, gibi B-laktamaz inhibitorlerine duyarlidir (47). Molekiiler
smuflar1 A olan bu gruptaki f-laktamazlar klinik olarak problem olmaya baglamistir.

Grup 2be'nin SHV veya TEM p-laktamazlardan bir veya daha fazla aminoasit
degisikligi ile olustugu gosterilmigtir (48, 51). TEM ile iligkili olanlarin izoelektrik
noktalar: 5.1 ve 6.5 arasinda iken SHV ailesinde olanlarin izoelektrik noktalar1 7.0 ile
8.2 arasindadir (47). TEM-1 tam etkili bir enzimdir ve TEM-1’den aminoasit
degisiklikleri ile olugan diger TEM tiirevi enzimler o kadar etkili degildir (52).

Klebsiella pneumoniae’den izole edilen CTX-1 (TEM-3) enziminin izoelektrik
noktas1 6.3’tlir ve sefotaksime karsi yiiksek hidrolitik aktivitesi vardir (53). E.coli’den
izole edilen TEM-4 enziminin izoelektrik noktast 5.9’dur. TEM-4’{in izole edildigi
suslar, seftazidim ve sefotaksime orta diizeyde direnglidir (46). TEM-6, izoelektrik
noktast 5.9 olan bir enzimdir. TEM-6"nin izole edildigi susun sefotaksime duyarl
oldugu bildirilmektedir (48). TEM-8 izoelektrik noktast 6.0 olan, sefotaksim ve
seftazidimi hidroliz eden, imipenemi az hidroliz eden ve B-laktamaz inhibit6rlerinden
etkilenen bir enzimdir (7).

SHV-2, enzimi izoelektrik noktas1 7.6 olan sefotaksirh hidroliz edebilen fakat
imipenemi pargalamayan bir enzimdir (7). SHV-3, Klebsiella pneumoniae’den izole
edilen izoelektrik noktast 7.0 olan bir enzimdir. Bu enzimin bulundugu suslar
sefotaksim ve seftazidime direnglidir (48).

Kromozomal K1 B-laktamazlar aztroenami hidroliz ettiklerinden dolay1 bu

gruba dahil edilmislerdir (29).
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Grup 2be'de yer alan enzimlerden biri de PER-1 enzimidir. Bu enzim, ilk kez
Tirk orijinli hasta izolatlarinda belirlenmistir (54-56). PER-1 enzimi, Pseudomonas
aeruginosa’dan izole edilen klavulanik asit, imipenem ve sefamisin ile inhibisyona
duyarli, genis spektrumlu sefalosporinleri hidroliz eden enzimdir. Izoelektrik noktasi
5.4°diir. PER-1 enziminde goriilen genis spektrumlu sefalosporinlerin yiiksek Vmax
degerleri TEM veya SHV kokenli olanlarda bulunmamaktadir. Hibridizasyon
calismalarina gore, bu p-laktamazin daha Onceden bilinen genis spektrumlu
B-laktamazlardan tiiremedigi gosterilmistir (54). PER-1 geni kromozomal gibi olmasina
ragmen Guanin-Sitozin (GC) toplam yiizdesinin Pseudomonas aeruginosa igin uygun
olmayis1, PER-1 enziminin plazmid kékenli oldugunu gdstermektedir (57). Yapilan son
calismalardan birinde PER-1 enzimlerinin direng determinantlarinin transfer edilebildigi
gosterilmisgtir (55).

Grup 2br: Grup 2br B-laktamazlari B-laktamaz inhibitdrlerine az afinitesi olan
enzimlerdir (Tablo III). Bu gruptaki enzimlerin izoelektrik noktalari 5.0 ile 5.4
arasinda degismektedir. Grup 2br’deki B-laktamazlar plazmid gegislidir. TEM-30’dan
TEM-36’ya kadar olan TEM enzimleri, TRC-1 enzimi bu gruptadir. Molekiiler siniflar
A’dir (7). Grup 2br enzimlerinin p-laktamaz inhibitorlerine affinitesinin TEM-1’e gore
daha az oldugu bildirilmektedir (58).

Grup 2c: Karbenisilin hidroliz izi benzilpenisilinin hidroliz hizinin

% 60’1ndan fazlaysa ve kloksasilin veya oksasilin hidroliz hizi benzilpenisilin hizinin
% 50°sinden azsa, enzim grup 2c’de yer almistir (7). Bu gruptaki enzimler
sefalosporinleri penisiline gére daha yavag hidroliz ederler. Grup 2c’de bulunan

enzimler sefotaksim ve imipenemi hidroliz etmemektedirler (Tablo III). Grup 2c
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enzimler siklikla klavulanik asitle iyi inhibe olurken, kloksasilin veya aztroenama
afiniteleri zayiftir. Izoelektrik noktalar, nétral degerlere diismege egilimlidir (30). Bu
gruptaki enzimlerin molekiiler simfi A’dir.

Bu gruba ait olan ilk enzimler Pseudomonas’ta bulundugundan “Pseudomonas
spesifik enzim” (PSE) adi1 verilmigtir. PSE-1, PSE-2 ve PSE-4  p-laktamazlarinin
Enterobacteriaceae’lerde de bulundugu gosterilmistir (46). Bu gruptaki enzimler i¢inde
Pseudomonas aeruginosa’da en sik gorileni PSE-1°dir. PSE-1, Pseudomonas
aeruginosa’dan izole edilen, izoelektrik noktasi 5.7 olan bir enzimdir (31). PSE-1
enziminin sefotaksim, seftazidim ve imipenem antibiyotiklerinin substrat hidroliz hizlar
diistiktiir. PSE-3 Pseudomonas aeruginosa’dan izole edilen izoelektrik noktas: 6.9 olan
bir enzimdir. PSE-4 enzimi, izoelektrik noktas1 5.3 olan, imipenem hidrolizi az olan
B-laktamazdir (30). CARB-3 enziminin izoelektrik noktas1 5.75°tir (7). Karbenisilini
hidroliz eden sefalosporinlere karsi aktivitesi az.olan CARB-4 enziminin izoelektrik
noktasi 4.3 tlir (59).

Bu grupta PSE-1, PSE-3, CARB-3, CARB-4 enzimlerinin yaninda SAR-1,
AER-1, BRO-1, BRO-2 enzimleri de bulunmaktadir. AER-1, Aeromonas
hydrophila‘dan izole edilen kromozomal gecisli bir B-laktamazdir (7). BRO-1 enzimi
Moraxella catarrhalis’ten izole edilmistir (7). Bu enzimin Moraxella suslah arasinda
transfer edilebildigi gosterilmistir (31). BRO-2 sentezleyen Moraxella catarrhalis ve
Moraxella nonliquefaciens suslarindan, membrana bagli bir B-laktamaz daha elde
edilmigstir. “Isoelectric focusing”te ¢oklu bant gosteren BRO-1 ve BRO-2’den farkh
membrana bagli bu. enzimin,izoelektrik noktasi 6.2'dir. Membrana bagli B-laktamazin

BRO-1 ve BRO-2’nin prekiirsérii oldugu ileri stirtilmektedir (60).
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Grup 2d: Kloksasilin veya oksasilin’in hidroliz lizi1 benzilpenisilin hizinin

% 50’sinden fazlaysa enzim grup 2d’ye alinmistir. Bu grupta karbenisilin hidroliz eden
enzimler de bulunmaktadir (Tablo III). Bu enzimler klavulanik asitle diger grup 2
[B-laktamazlar kadar iyi inhibe olmamaktadir (7). OXA ve PSE-2 B-laktamazlar 100 mM
NaCl ile inhibe olurlar (30). Molekiiler siniflar1 D’dir. Bu grupta OXA-1, 2, 3,4, 5,6, 7,
9, 10, 11, 12, Type A, LRC-1, M-OXA enzimleri bulunmaktadir. Bu grupta.
Pseudomonas’in  M-OXA enzimi, Aeromonas sobria’inin OXA-12 enzimler
kromozomal kaynakliyken, digerleri plazmid gegislidir (7). Bu gruptaki enzimler
icinde, Enterobacteriaceae ve Pseudomonas aeruginosa’da en ¢ok bulunan enzimler
OXA-1 ve OXA-2dir. Her iki bakteri grubunda PSE-2 ve OXA-3 enzimlerinin gériilme
siklig1, OXA-1 ve OXA-2’den sonra gelmektedir (31).

Izoelektrik noktast 7.4 olan OXA-1 enziminin sefotaksime karsi aktivitesi
zayiftir. Pseudomonas suslarinda bulunan OXA-3 enziminin sefotaksim hidrolizi az
olup izoelektrik noktas: 7.1°dir (46). OXA-4 ise E.coli’den izole edilen ve izoelektrik
noktas1 7.5 olan bir enzimdir. Pseudomonas aeruginosa’dan izole edilen OXA-5 ve
OXA-6 enzimlerinin izoelektrik noktalar1 7.6’dir. OXA-5 ve OXA-6 enzimlerinin
sefotaksim hidrolizi fazla iken imipenem hidrolizi azdir (7).

Pseudomonas aeruginosa’dan elde edilen PSE-2 (OXA-10), karbenisilin
hidrolizinden dolay1r PSE-1, PSE-3, PSE-4 B-laktamazlarina benzerken, oksasilin ve
kloksasiline kars: etkisiyle OXA grubuna benzemektedir. PSE-2 OXA grubu gibi kloriir
iyonuyla inhibe olurken, kloksasilinle inhibe olmamaktadir. PSE-2’nin izoelektrik

noktasi 6.1°dir (61).
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Pseudomonas aeruginosa’dan elde edilen OXA-11 enzimi, {ilkemizde izole
edilen bir sugta tanimlanmigtir. OXA-11 enziminin PSE-2’den sadece 2 aminoasit farki
vardr. TEM ve SHV kokenlerinden potent oksasilinaz olusuyla ayrilmaktadir.
OXA-11’in izoelektrik noktas: 6.4’tiir (62).

Pseudomonas aeruginosa’dan elde edilen LCR-1 enzimi oksasilini hizli hidroliz
ederken, kloksasilin ve metisilini yavas hidroliz etmektedir (63).

Son birkag yil ig¢inde yeni sefalosporinlerin kullamiliminin artis1 ile olusan

seleksiyon sonucu bu tip enzimlerin sentezlendigi 6ne siiriilmektedir (46).

Grup 2e: 2e grubunda bulunan B-laktamazlar da sefalosporinaz olmalarina

kargin, grup 1’dekilerden farkli olarak klavulanik asit ile inhibe. olmaktadirlar
(Tablo III). Bacteroides enzimlerinin ¢ogu bu gruptadir. Bacteroides fragilis’in CepA
enzimi, Bacteroides uniformis ve Bacteroides vulgatus’un kromozomal CblA ve CfxA
enzimleri bu grupta yer almaktadir. E. coli’den izole edilen FEC-1 ile
Stenotrophomonas maltophilia’nin L2 ve Yersinia enterecolitica’dan izole edilen Blal
enzimleri bu grupta yer alan difer enzimlerdir. Profeus vulgaris’in sentezledigi
indiiklenebilen sefalosporinaz enzimi de bu gruptadir (7).

Grup 2f: Karbapenemleri hidroliz eden, klavulanik asitle inhibisyonu az olan

enzimlerdir (Tablo III). EDTA ile inhibe olmazlar. Bu grupta E. cloacae’nin
indiiklenebilen IMI-1 enzimi, E. cloacae’nin kromozomal NMC-A enzimi ve Serratia
marcescens’ i kromozomal Sme-1 enzimi yer almaktadir (7). NMC-A’nin izoelektrik
noktasi 6.9 iken Sme-1’inki 9.7°dir. Ayrica IMI-1 enziminin izoelektrik noktas1 NMC-A

enzimiyle aymdir (64). Her ii¢ enzimin simfi A olup aktif tarafinda serin bulunan
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B-laktamazdir (7). Sinif A p-laktamazlar arasinda, Sme-1 enzimi ile en fazla amino asid
uyumunun NMC-A enzimi ile oldugu gdsterilmigtir (65).

Grup 3

Metallobetalaktamazlar, B-laktam halkasini hidroliz etmek igin aktif tarafta
¢inko iyonunu kullanirlar. EDTA gibi maddelerle inaktive edilirler. Enzimlerin hig biri
klavulanik asitle inhibe olmamakta ve higbiri aktif serin kalintist igermemektedir.
Molekiiler simf B’de yer alirlar (30). Tiim ¢inko p-laktamazlar, karbapenemlere kars:
aktiftirler. Karbapenemleri pargalamalarindan ayn olarak ¢ogunlugu penisilinazlardir ve
monobaktamlar1 hidroliz edemezler (Tablo III) (66). Bu gruptaki enzimlerin izoelektrik
noktalari ¢ogunlukla 7.0''n {izerindedir. Bu gruptaki en Onemli enzimler,
Stenotrophomonas maltophilia’nin L1 enzimi, Aeromonas hydrophila’nin kromozomal
enzimleri ve Bacteroides fragilis’in CcrA enzimidir. L1 enzimi izoelektrik noktasi 6.9
olan, imipeneme direngli B-laktamaz inhibitorlerinden etkilenmeyen enzimdir. Bu
grupta Pseudomonas aeruginosa’dan izole edilen plazmid gecisli B-laktamaz
bulunmaktadir (7). Bu enzim; imipenemi, oksiminosefalosporinleri, 7 metoksi

sefalosporinleri ve penisilinleri hidroliz ederek genis bir substrat profili géstermektedir.

Izoelektrik noktas1 9.0°dir (67).
Grup 4
Bu grupta klavulanik asit ile inhibe olmayan penisilinazlar yer almaktadir.

Bunlarin molekiiler stmfi heniiz belirlenmemigstir (30). Alcaligenes faecalis, Bacteroides

Jragilis, Pseudomonas cepacia, Pseudomonas paucimobilis, Clostridium butyricum’un
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kromozomal enzimleri, E.coli’nin plazmid kontroliindeki SAR-2 p-laktamazi bu gruba
dahil edilmistir (7).

PSEUDOMONAS AERUGINOSA B-LAKTAMAZLARI

Pseudomonas aeruginosa’da P-laktamaz sentezi kromozomal, plazmid ve
transpozon kontroliinde olabilmektedir (19). Pseudomonas aeruginosa suslarinin ¢ogu
kromozom kontroliinde B-laktamaz sentez ederler (32, 68). Bu bakteride yeni kugak -
laktam antibiyotiklere karsi olusan direncin kromozom kontroliinde sentezlenen B-
laktamazlara bagli oldugu bildirilmektedir (36, 69, 70). Kromozomal enzimler
Pseudomonas aeruginosa suslarmin ¢ogunda bulunan ve indiiklenebilen enzimdir.
Kromozomal Tip 1 B-laktamaz enzimi aktif olarak normalde sentezlenmemekte ancak,
sefoksitin ve imipenem gibi giiclii indiikleyiciler eklenince veya bir mutasyon sonucu,
enzim sentezi stabil "derepresed" hale gegmektedir (8, 19, 34). Kromozomal B-laktamaz
iireten suglar karekteristik olarak; antipseudomonal sefalosporinlere ve [-laktamaz
inhibitér kombinasyonlarina direngli iken, antipseudomonal penisilinlere ya direngli
yada az duyarliik gostermektedir. Pseudomonas aeruginosanm kromozomal [-
laktamazlarmin bazal seviyesi arttikca imipenem haricinde antipseudomonal ajanlara
direng artmaktadir (70). Tip 1 Kromozomal B-laktamazlar klavulanik asitle zayif inhibe
olmaktadir (7, 25). Klavulanik asit Pseudomonas aeruginosa’da bulunan kromozomal
B-laktamazlarin indiikleyicisi gibi davranmaktadir. Sulbaktam ve tazobaktam
kromozomal sefalosporinazlarin zayif indiikleyicisidir (70).

Plazmid gecisli B-laktamazlarin sikhigi, Pseudomonas aeruginosa izolatlan

arasinda % 10-15'den azdwr. Pseudomonas aeruginosa izolatlarinda en sik goriilen
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plazmid gecisli B-laktamazlar grup 2¢’ye ait olanlardir. Bunlar arasinda Pseudomonas
aeruginosa’da PSE-1 ve PSE-4 en sik goriilen p-laktamazlardir (8, 70).

Plazmid gegisli B-laktamaz iireten Kkarbenisiline direngli Pseudomonas
aeruginosa izolatlari, diger antipseudomonal penisilinlere de direnglidir. Cogunlugu
sefoperazona direngli iken diger 3. kusak sefalosporinlere duyarlidir (70). Pseudomonas
aeruginosa’daki plazmid gegisli P-laktamazlar arasinda 2. siklikla, grup -2d’deki
oksasilin hidrolize eden B-laktamazlar bulunmaktadir '(8). OXA-S', OXA-6, OXA-10
(PSE-2), OXA-11, LCR-1 enzimleri grup 2d’deki Pseudomonas aeruginosa’ya ait
f-laktamazlardir. Sirasiyla izoelektrik noktalar1 7.62, 7.68, 6.1, 6.4, 5.85 (veya 6.5)dir.
Izoelektrik noktasi 5.4 olan grup 2be’de yer alan PER-1 enzimi de Pseudomonas
aeruginosa’dan izole edilmistir. Pseudomonas aeruginosa’dan elde edilen izoelektrik
noktas1 5.6 olan TEM-2 enzimi grup 2b’dedir (7). Metallobetalaktamazlar arasinda
plazmid gecisli, Pseudomonas aeruginosa’dan izole edilen, izoelektrik noktasi 9.0 olan,
imipeneme direngli bir B-laktamaz bulunmaktadir (7, 67). Grup 2a’da yer alan NPS-1
B-laktamazi da Pseudomonas aeruginosa’dan elde edilmistir (7).

Bir¢ok c¢alisma, direngli Pseudomonas aeruginosa suslarimin artisimn,
antipseudomonal penisilinin daha sik kullanimiyla baglantili oldugunu gostermektedir.
Pseudomonas  aeruginosa, permeabilite degisikligine veya plazmid gegisli
metallobetalaktamaza bagli olarak Pseudomonas infeksiyonunun tedavisi sirasinda

imipeneme direng gelistirebilmektedir (70).
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B-LAKTAMAZ INHIBITORLERI

B-laktamaz enzimleri ile olugan dirence karsi alinan Snlemlerden biri, bu
enzimlere dayamikli B-laktam antibiyotiklerin gelistirilmesi olmustur (22). Ayrica
B-laktam antibiyotiklerin B-laktamaz inhibitorleri ile kombinasyonlarinin, B-laktamaz
iireten bakterilerle olusan infeksiyonlarin tedavisinde bagarili oldugu gésterilmistir (71).

Klavulanik asit, sulbaktam, tazobaktam, BRL 42715 B-laktamaz inhibitorleridir (72).

Klavulanik Asit

Klavulanik asit tikarsilin ve amoksisilinle kombine edilerek kullanima
sunulmustur. Bu kombinasyonlar;. in vitro- olarak metisiline duyarli S. aureus ve
koagiilaz negatif Stafilokoklar, H. influenzae, Neisseria gonorrhoeae, Moraxella
catarrhalis, Proteus vulgaris, Proteus mirabilis, yeni genig spektrumlu B-laktamaz
tastyanlar1 dahil FE.coli ve Klebsiella cinsleri ile Bacteroides fragilis dahil tim
anaeroplarin B-laktamazlari tizerine oldukga etkilidir. Buna kargin Grup 1 indiiklenebilir
B-laktamaz tagiyan Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter, Citrobacter, Serratia,
Morganella cinslerinin enzimleri lizerine etkisi yoktur (13, 72). Bu inhibitoriin diger
B-laktamaz inhibitorlerinden 6énemli bir farki, Tip I B-laktamazlar: indiikleyebilmesidir
(72).

Sulbaktam

Sulbaktam, ampisilin ve sefoperazon ile kombine edilerek kullaniimakta ve bu
kombinasyon S. aerus, Enterobacteriaceae, H. influenzae, Moraxella catarrhalis,
Neisseria, Legionella, Bacteroides ve Mycobacterium tiirlerinin kromozomal ve

plazmid gegisli B-laktamazlarina kargs1 etkili olmaktadir (13, 31). Grup 1 B-laktamaz
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tastyan mikroorganizmalara karsi az da olsa in vitro aktivitesi vardir. Klavulanik asitte
goriilen B-laktamaz indiiksiyonuna sulbaktam neden olmaz. Sulbaktam, klavulanik asite
gore daha genis spektrumlu B-laktamaz inhibitoriidiir. Fakat daha az potenttir (72, 73).

Tazobaktam

Penisilinin f-laktamaz inhibitérii ile kombinasyonlarindan en aktif olani
piperasilin-tazobaktam kombinasyonudur (13). Tazobaktamlarin -laktamaz inhibisyon
spektrumu sulbaktama, potensi klavulanik aside benzemekte ve kromozomal
B-laktamazlari indiikklememektedir (71,73).

BRL 42715

BRL 42715, diger inhibitorlerden (tazobaktam ve sulbaktam) farkli olarak
Grup 1 B-laktamaz tagiyan Gram negatif bakterilere karsi oldukga etkilidir , ancak heniiz

caligma agamasinda olan bir inhibitordiir(74).



MATERYAL VE METOD

PSEUDOMONAS SUSLARI

Erciyes Universitesi Gevher Nesibe Hastanesi Merkez Laboratuvari
Mikrobiyoloji Unitesi’ne gelen gesitli klinik 6rneklerden izole edilen 170 Pseudomonas
susu arasindan f-laktam antibiyotiklere direngli olanlar secildi. Pseudomonas suslarinin
sefotaksim ve seftazidime karst direnci, disk diffiizyon teknigi (Bauer-Kirby)
uygulanarak dogruland: (75). Her iki antibiyotige direngli 38 adet Pseudomonas sugu
numaralanarak ¢alismaya alindi. Pseudomonas suslar1 -20°C'de gliserinli Brucella sivi
besiyerinde ¢alisincaya kadar saklandi. Calisma yapilacagi zaman bu suglarin stok
kiiltirlerinden iki kez kanli agara pasaj edildi. Calismaya alinan 38 sugun 10’u yamk
stirlintlisti, 9’u idrar, 4’{i yara stirtintiisii, 3’ pdi, 2’si Beyin omurilik sivisi(BOS), 2’si

periton sivisi, 2’si kan, 2’si nazotrakeal aspirasyon sivisi, 1’i gogiis tiipti, 1°i kulak
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stirlintiisti, 1’1 bogaz siiriintiisii, 1’i trakeostomi siiriintii 6rneklerinden izole edilen
" Pseudomonas suglan idi.

Pseudomonas’larm Tiplendirilmesi

Rutin bakteriyolojik testlerle Pseudomonas olarak belirlenen izolatlarin
Pseudomonas aeruginosa igin selektif bir besiyeri olan Cetrimide agara ekimleri
yapildi ve 35°C'de 24 saat enkiibe edildi. Cetrimide agarda iireyen bakteri
kolonilerinden kanl1 agara 3 kez arka arkaya pasajlar1 yapildi ve 42°C'de enkiibe edildi
(13). Ayrica biitiin suglarin Mueller-Hinton agara ekimleri yapildi. Mueller-Hinton
agarda yesil pigment yapanlar Pseudomonas aeruginosa olarak degerlendirildi (9).
Pigmentsiz olan Pseudomonas’lar ise API 20 NE uygulanarak tiplendirildi. Caligmaya
alinan direngli Pseudomonas aeruginosa suglarinin serotipleri, polyvalan ve monovalan

antiserumlarla lam agliitinasyon yapilarak belirlendi (76).

PSEUDOMONAS SUSLARINDA B-LAKTAMAZ VARLIGININ
GOSTERILMESI

Sefotaksim/seftazidime direngli Pseudomonas’larda B-laktamaz varhiginin
gosterilmesinde “Nitrosefin yontemi” uyguland: (21). Nitrosefine (Oxoid) sulandiricist
katildiktan sonra (+) 4°C'de saklandi.

Nitrosefin ¢6zeltisinin 0.1 ml’si "microplate"in bir ¢ukuruna damlatildiktan
sonra test edilecek bakteri kiiltiirtinden alinan birkag¢ koloni bu ¢6zeltiye eklendi. Eger
bakteri B-laktamaz sentezliyorsa, oda 1sisinda 10 dakika iginde sar1 renkteki ¢ozelti koyu

kirmizi renge doniistii (21).
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PSEUDOMONAS'LARDAN B3-LAKTAMAZLARIN ELDE
EDILMESI

Bakterilerden B-laktamaz enzimlerinin elde edilmesi i¢in “Eosin Metilen Blue”
besiyerinde iiremis olan bakteri kiiltiiriinden alinan 3-4 koloni 10 ml Mueller-Hinton
siv1 besiyerine ekilerek 35°C'de 18 saat enkiibe edildi. Enkiibasyonu takiben oda
1s1sinda vortexle calkalandi. Eger imipenemle indiiksiyon yapilacaksa bu kiiltiirden 1 ml
alinip 6nceden 37°C'de 1sitilmis 8 ml Mueller-Hinton sivi besiyerine aktarildi. Bu
kiiltiir 90 dakika 37°C'de enkiibe edildikten sonra, 5.25 pg/ml konsantrasyonunda 1 ml
imipenem eklenerek indiiklenebilen tipte B-laktamazlarin indiiksiyonu saglandi (77,78).
Imipenemin eklenmesiyle 10 ml olan bu siv1 kiiltiir, 37°C'de 4 saat enkiibe edildi.
Enkiibasyon stiresinin sonunda kiiltiir, oda 1sisinda vortex tizerinde galkalandi. Daha
sonra oda isisinda 5000 devir/dakikada 10 dakika santrifiij edildi. Ust siv1 dokiiliip
bakteri ¢okeltisinin tizerine 5 ml pH 7.0 potasyum fosfat tamponu (PB) konarak tekrar
santrifiij edildi.Bu islem bir kez daha tekrarlanip iist siv1 atild1 ve ¢okeltinin {izerine 2
ml PB konarak vortexte karistirildi. Bu siispansiyon kiigiik siselere aktarilarak buz igine
yerlestirildi. Bakterilerden B-laktamazlarin hiicre disina ¢ikarilmas: igin sonikatrde
(Cole-Parmer) pargalandi. Sonikasyon islemi sirasinda bakteri siispansiyonundaki
enzimlerin sicaktan etkilenmemesi i¢in sonikasyon 2 dakikalhk siirelerle 3 kez
tekrarland1 ve siispansiyon buz iginde tutuldu. Elde edilen sonikat 4°C' de 10.000
devir/dakikada 2 dakika santrifiij edildi. Enzimin bulundugu iist siv1 tiiplere alinarak -

20°C'de kullanilincaya kadar dondurularak sakland (41,77).
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BETA LAKTAMAZLARIN IZOELEKTRIK NOKTALARININ
BELIRLENMESI

B-laktamazlarin izoelektrik noktalarinin belirlenmesinde "isoelectric focusing”
yontemi uygulandi (24, 79). IEF igin “Sartophor” sistemi (Sartorius Instrumens Litd.)
kullanildi. IEF galigmas1 Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Infeksiyon Hastaliklar:
Unitesi'nde yapildi. Bu sistemde 2000 volt, 300 miliamper, 100 watt giiciinde bir giig

kaynag, bir elektroforez tanki ve bir sogutma sistemi bulunmaktadir.

Stok Jelin Hazirlamg:

Akrilamid 17.5 gr
Bisakrilamid (N-N metilen bisakrilamid) 0.5gr
Sukroz 25 gr
Distile su

Akrilamid, bisakrilamid, sukroz tartilarak distile su ile 250 ml’ye tamamland: ve
manyetik karigtiricida kanstinildi. Bu stok kanigimdan asagidaki jel hazirlandi (24, 78,

79). Jel hazirlanisinda kaynak formiil laboratuvar kosullarina uyularak modifiye edildi.

Calisma Jelin Hazirlamigt

Stok jel karisimi 9.0 ml
Ampholyte pH 5-9 0.3 ml
Ampholyte pH 3-10 0.3 ml
Riboflavin (10 mg/ 100 ml) 50.0 ul
Ammonium persulfat (1 g/10 ml) 15.0 ul
TEMED 3.0ul

Ebatlar1 (10.1 cm x 10.1 cm) olan bir lam {izerine alkol dékiildiikten sonra
plastik tabaka ile kaplandi. Alkoliin fazlasi kurutma kagids ile alindi. Uzerine 0.25 mm
yiksekliginde bir lastik bant yerlestirildikten sonra en iiste tekrar aymi ebatta lam

konuldu. Olugturulan bu set mandallarla tutturuldu. Hazirlanan jel, lastik bant ile aralik
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.saglanmig olan 2 lamin arasina kabarcik olusturmadan dékiildii. Jelin donmas: i¢in oda

1isisinda katilagincaya kadar takriben 1 saat kadar bekletildi (79).
Anod ve Katod Soliisyonlarmin Hazirlamsi:

Anod soliisyonu i¢in 1 M H3;POy4 kullanildi. Bu soliisyon, 94.4 ml distile su
{izerine 5.6 ml fosforik asit (H3PO4, % 85'lik) eklenerek hazirlandi.

Katod soliisyonu igin 25 mM NaOH kullanildi. 100 m! distile su igine 4 gr
(NaOH) eklendikten sonra 4 kez distile su ile diliie edildi.

IEF Testinin Yapilis:

1) Elektroforez tankin (Sartorius Sartophor system, 150'ser ml) igine bir tarafa
anod soliisyonu diger tarafa katod soliisyonu konuldu.

2) Tankm {izerine sofutma plakasi yerlestirildi ve bu plaka ¢esme suyuna
baglandi. Béylece sogutma plakasinin iginden test siiresince ¢esme suyu akarak isinma
engellendi.

3) Sogutma plakasmin lizerine hizh 1s1 transferi icin % 1-2’lik Triton-X
soliisyonundan 2-3 ml damlatildi ve kabarcik olusturmadan jel bunun {izerine
yerlestirildi.

4) Anod ve katod soliisyonlariyla temas1 saglanan kagit seritler, jelin anod ve
katod kisimlarina yerlestirildi.

5) Jelin anod tarafina 9 delikli “applicator strip” yerlestirildi. “Applicator strip™,
oreklerin damlatilmas igin esit araliklarda ve esit hacimlerde delikler bulunan plastik
Serittir.

6) B-laktamaz igeren sivilardan 10’ar pl alinarak “applicator strip” deki deliklere

damlatildi. Her test i¢in referans enzim olarak, izoelektrik noktalar1 bilinen, TEM-1
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(5.4), OXA-1 (7.4), SHV-1 (7.6) ii¢ ayn enzim kullanildi. Referans enzimlerin
yamindaki alti delie de izoelektrik noktalari bilinmeyen enzim sivilari damlatild:.
Boylece her testte 9 ayr1 enzim calisildi.

7) Anod ve katod taraflarina testin ¢aligtigini gérebilmek icin birer damla
defibrine koyun kan1 damlatildu.

8) Tankin kapagi kapatilarak tank gilic kaynagina baglandi. Gii¢ kaynaginda
voltaj 500 volta akim 50 miliampere ve gii¢ 50 watta ayarlandi.

9) IEF islemi anod ve katod tarafindaki koyun kani bantlar: birlesinceye kadar
devam etti. Bu islem bu ¢aligmada 1.5 saat siirdii.

10) Islem bittiginde gii¢ kaynag: kapatildi ve jel tanktan ¢ikartilarak beyaz bir
kagidin iizerine yerlestirildi. Bantlarin goriintir hale gelmesini saglamak igin jelin
lizerine nitrosefin ¢ozeltisi damlatildi ve bir baget ile yayildi. Kirmizi bantlar olarak
gozlenen P-laktamaz bantlarinin anoda olan uzakliklar1 logaritmik kagitta isaretlendi.
Bu yontemde ¢ikan bantlar 10 dakika sonra kaybolmakta ve her bant farkli siirelerde

cikabilmektedir. Bu nedenle ¢ikan bantlarin seri bir sekilde kaydedilmesi gerekti.
Izoelektrik Noktalarm Olciilmesi ve Degerlendirilmesi
Logaritmik kagitta isaretlenen bantlarin izoelektrik noktalarinin belirlenmesi,

referans enzimler kullanilarak yapildi. Enzimlerin tammlanmasi, izoelektrik noktalar ile

birlikte antibiyotik duyarlilik paternleri gézoniine alinarak yapild:.
Bazi suglarda 3-laktamaz varligini nitrosefin yontemi ile gosterilmesine ragmen,

bant elde edilemedi. Bunlari goriiniir hale getirmek igin jel igine % 0.05 oraninda

Triton-X katild1 (78, 79).
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ANTIBIYOTIK DUYARLILIK TESTLERI

Caligmaya alman 38 adet Pseudomonas susunun minimum inhibitor
konsantrasyonu (MIC) belirlemek i¢in “mikrodiliisyon” yontemi uyguland: (80).

Yapilan testlerde kontrol olarak Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 susu kullanildi.

Kullanilan Antibiyotikler

Antibiyotik duyarlilik testlerinde 3. kugsak sefalosporinlerden sefoperazon
(Pfizer), sefotaksim (Eczacibagi), seftazidim (Lilly), karbapenemlerden imipenem
(Merck Sharp and Dohme), ayrica sefoperazon ile kombine ol&ak sulbaktam (Pfizer)
kullanildi. Antibiyotiklerin 4096 pg/ml’lik konsantrasyonlar: “National Committee for
Clinical Laboratory Standards" (NCCLS)'a gore hazirland: (80).Kullanilan antibiyotikler

i¢in gereken ¢oziicli ve sulandiric sivilar Tablo IV de verilmektedir.

Tablo I'V: Antibiyotiklerin hazirlanmasinda kullanilan ¢6ziicii ve sulandiricilar (80).

Antibiyotik Oziicii Sulandirici
Seftazidim Sodyum karbonat Su

Seftriakson Su Su

Sefoperazon Su Su

Sefotaksim Su Su
Sulbaktam-Sefoperazon Su Su

Imipenem pH 70.01 M PB pH70.01 MPB

Mikrodiliisyon Yoéntemi:

Mikrodiliisyon yonteminde Mueller-Hinton sivi besiyeri kullanilarak U tabanh
“microplate” lerde her antibiyotigin ayr1 ayr1 1024-1 arasinda (1024, 512, 256, 128, 64,
32, 16, 8, 4, 2, 1) kath sulandinmlar1 yapildi. Oncelikle biitiin kuyucuklara 50°ser ul

Mueller-Hinton siv1 besiyeri konuldu. Antibiyotik konsantrasyonu istenilen antibiyotik
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konsantrasyonunun 4 kati olacak sekilde (4096 ug/ml) hazirlandi ve biitiin ilk
kuyucuklara 50°ser pl dagitildi. Sekizlik (multikanal) otomatik mikropipet kullanilarak
antibiyotigin katli diliisyonu 12. kuyucuga kadar 50’ser pl aktarilarak devam edildi.
Antibiyotik konulmayan son 12. kuyucuk kontrol olarak kullanildi.

Her birinde 0.5 ml Brain Heart infusion sivi besiyeri bulunan tiiplere
Pseudomonas kiiltiirlerinden 3-5 koloni ekim yapildi ve 35°C'de 4 -8 saat enkiibe edildi
(81). Enkiibasyondan sonra bakteri siispansiyonu 10’ bakteri/ml igerecek sekilde
sulandirilldi. Tiim kuyucuklara 50°ser pl bu bakteri siispansiyonundan eklenerek
37°C'de 18 saat enkiibasyona birakildl. Enkiibasyonu takiben bakteri tireme
inhibisyonlari degerlendirildi. Bakteri iiremesini engelleyen en diisiik antibiyotik
konsantrasyonu, antibiyotigin MIC degerini vermektedir (80).

KONJUGASYON

Konjugasyon isleminde Pseudomonas suslan verici, E. coli J-53-1 susu alici
olarak kullamldi. E. coli J-53-1 nalidiksik asit ve rifampine direngli iken, séfotaksim,
sefoperazon, sefoperazon-sulbaktam, seftazidim ve imipeneme duyarl idi.

Konjugasyonun Yapihisi:

Pseudomonas ve E. coli J-53-1 suslarindan 3-4 koloni alinarak 10 m] Mueller-
Hinton siv1 besiyerine ekildi ve 37°C'de 1 gece enkiibe edildi. Ertesi giin kiiltiirler oda
1sisinda vortexte karigtinildi. Kiiltiirlerden 1'er ml alinarak 37°C'de 10 ml Mueller-
Hinton sivi besiyerine aktarildi ve 37°C'de 3-4 saat enkiibe edildi. Pseudomonas ve

E. coli kiiltiirleri bir tiipte karigtirildiktan sonra karigim vortexle ¢alkalandi ve 5000

devir/dakikada 10-15 dakika santrifiij edildi. Cokeltinin tizerine 10 ml pH 7.0 PB
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eklenerek Pastor pipeti ile karigtirildi ve vortexle oda 1sisinda ¢alkalandi. Ekiivyonla her
bir kiiltiirden 6rnek alinarak Nutrient agar ylizeyine ekivm yapild1 ve bir gece 37°C'de
enkiibe edildi. Nutrient agarda iireyen bakterilerin iizerine 2 ml serum fizyolojik
eklendi ve ekiivyonla siispanse edildi. Bu siispansiyon Pastor pipeti yardimiyla bir tiipe
alindi. Her bir tiipten ekiivyonla 6rnek alinarak igerisinde antibiyotik bulunan 2 ayn
Mueller-Hinton agar besiyerine (Birinci Mueller-Hinton agar 100 pg/ml nalidiksik asit
+ 10 pg/ml sefotaksim, ikinci Mueller-Hinton agar ise 100 pg/ml nalidiksik asit + 10
pg/ml seftazidim igermektedir) tek koloni diisecek sekilde ekimleri yapildi. Besiyerleri
37°C'de 1 gece enkiibasyondan sonra iireyen kolonilerden "Eosin Metilen Blue"
besiyerine pasajlar yapildi ve 1 gece 37°C'de bekletildi. Eosin Metilen Blue besiyerinde
tipik E. coli goriiniimiinde olan suslarin E. coli oldugunu belirlemek i¢in biyosimik
testler yapildi ve B-laktamaz sentezleyip sentezlemedigi dogrulandi (55, 62).

KULLANILAN OZEL BESIYERI

Cetrimide Agar

Pepton 20 gr
Magnezyum siilfat 14 gr
Potasyum siilfat 10 gr

Agar 13.6 gr
Cetrimide 03 gr
Gliserol 10 ml
Distile su 1000 ml (82).

Kimyasal maddeler 1sitilarak eritildi. Yaklagtk 5 ml olacak sekilde tiiplere

dagitildi ve 121 °C'de 15 dakika otoklavda sterilize edildi.



BULGULAR

B-LAKTAM ANTIBIYOTIKLERE DIRENCLI PSEUDOMONAS
SUSLARININ TIPLENDIRILMESI

Cesitli klinik omeklerden izole edilen 170 Pseudomonas susu arasindan
B-laktam antibiyotikiere (sefotaksim, seftazidim) diren¢li olan 38 sus segildi. Bu 38
susun herbiri ayn hastadan alinan klinik 6reklerden izole edildi.

Sefotaksim/seftazidime direngli Pseudomonas suslarinin hepsi Cetrimide agarda
ve 42°C'de iiredi. Bu suslardan 24'lUniin Mueller-Hinton agarda yesil pigment
olusturarak iiremesi nedeniyle Pseudomonas aeruginosa olarak kabul edildi (9). Yesil
pigment olusturmayan diger 13 sus ise, API 20 NE ile Pseudomonas aeruginosa olarak
tiplendirildi. Geriye kalan bir susun, API 20 NE ile Pseudomonas cepacia oldugu

belirlendi. P-laktam antibiyotiklere direngli olan 37 Pseudomonas aeruginosa susu
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0zgiil antiserumlarla da serotiplendirildi. Tiplendirilen 37 Pseudompnas aeruginosa'nin
9'unun O11 (% 24.3), 8'inin II (% 21.6), S'inin O4 (% 13.5), 2'sinin 012 (%5.4)
serotipinde oldugu belirlendi. Ozgtil antiserumlarla 13 Pseudomonas aeruginosa
susunun serotipi belirlenemedi (Tablo V). Numaralandirilan Pseudomonas'lardan 1-9
nolu suglarin O11, 10-17 nolu suglarin II, 18-22 nolu suslarin 04, 23-24 nolu suglarin

ise O12 tipinde oldugu belirlendi. Diger 25-37 nolu suslar serotiplendirilemedi.

Tablo V: 37 Pseudomonas aeruginosa suslarinin 6zgiil antiserumlarla tiplendirilmesi.

Sus No Serotipi Sayi %
1-9 011 9 243
10-17 I 8 21.6
18-22 04 5 13.5
23-24 012 2 5.4
25-37 Tiplendirilemedi 13 35.2
Toplam - 37 100

B-laktam Antibiyotiklere Direngli Pseudomonas Suslarinin Izole
Edildikleri Klinikler

B-laktam antibiyotiklere direngli 37 Pseudomonas aeruginosa susunun 12'si
yanik {initesi, 5'i beyin cerrahi, 3'ii yenidogan, 2'si genel cerrahi, 2'si ¢ocuk cerrahi, 2'si
pediatrik intaniye, 2'si kulak burun bogaz, 1'i pediatrik nefroloji, 1'i gogiis kalp damar
cerrahi, 1'i ortopedi, 2'si tiroloji, 1'i siit gocugu, 1'i dermatoloji, 2'si pediatrik hematoloji-
onkoloji klinigi hastalarindan, Pseudomonas cepacia susu ise infeksiyon kliniginden

izole edildi (Tablo VI).
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Tablo VI: Pseudomonas aeruginosa suglarinin izole edildikleri kliniklere gére dagilim
ve serotipleri.

Serotip o011 I 04 012 Tiplendirilemeyen | Toplam
Yamk Unitesi 4 - 3 - 5 12
Beyin Cerrahi Servisi - 4 1 - - S
Yenidogan Servisi 1 - 1 - 1 3
Genel Cerrahi - - - 1 1 2
Cocuk Cerrahi - 1 - 1 - 2
Pediatri intaniye 2 - - - - 2
Kulak Burun Bogaz - 2 - | - - 2
Pediatri Nefroloji - - - - 1 1
Gogtis Kalp Damar Cerrahi | - - - |- - 1 1
Ortopedi 1 - o - - 1
Uroloji 1 ] - - - 2
Siit Cocugu = 3 - - 1 1
Dermatoloji - = - = 1 1
Pediatri Hematoloji Onkoloji - - - - 2 2
Toplam 9 8 5 2 13 37

PSEUDOMONAS SUSLARINDA B -LAKTAMAZ VARLIGININ
BELIRLENMESI

Nitrosefin yontemi ile incelenen Pseudomonas aeruginosa ve Pseudomonas
cepacia (37 Pseudomonas aeruginosa, bir Pseudomonas cepacia) suslarinin hepsinde

B-laktamaz sentezlendigi gézlendi (21).



B-LAKTAMAZLARIN [ZOELEKTRIK NOKTALARININ
BELIRLENMESI

" Isoelectric focusing" yontemiyle incelenen 38 Pseudomonas susunun 24'linde
bant gosterilmesine ragmen, 14'iinde enzim bant1 gosterilemedi (Sekil 3). Indiiklenebilir
B-laktamaz enzimleri olabilir diisiincesi ile imipenem ile indiiksiyon yapildi.
indiiksiyona ragmen bant gésterilememesi iizerine "unsoluble” enzim aragtirmak igin
% 0.05 oraninda Triton-X katild1 (78). Jele Triton-X eklenmesiyle 14 susun 9'unda bant
goriiliir hale geldi. Geriye kalan 5 susta B-laktamaz varlig1 gosterilmesine ragmen bant
elde edilemedi.

"Isoelectric focusing" yontemiyle 14 Pseudomonas susunda tek bir enzim banti
bulunurken diger 19 susta 2 yada daha fazla sayida B-laktamaz banti gézlendi
(Tablo VII). Pseudomonas suslarindan 4'iinde izoelektrik noktasi 5.4'den kiigiik, 8'inde
izoelektrik noktasi 5.4, 29'unda izoelektrik noktasi 5.5-7.5 arasinda, 4'iinde izoelektrik
noktas1 7.6, 8'inde izoelektrik noktasi 7.6'dan biiyiikk olan enzimler bulundu.

Pseudomonas serotiplerinde belirlenen PB-laktamazlarin izoelektrik noktalari ve bant

sayilan Tablo VIII'de 6zetlendi.

Sekil 3: Pseudomonas suslarinda IEF ile belirlenen -laktamaz bantlar1.
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Izoelektrik noktas: 5.4'den kiigiik olan enzim bantlan1 11, 24, 28 ve 38 nolu
suslarda; izoelektrik noktasi 5.4 olan enzim bantlan ise 18, 19, 20, 23, 27, 32, 34 ve 38
nolu susiarda bulundu. Referans enzim olarak kullanilan TEM-I enziminin izoelektrik
noktas1 5.4'tiir. Bu enzim bantlan referans olarak kullanilan ve izoelektrik noktas: 5.4
olan TEM-1 enzimine benzemektedir. Izoelektrik noktasi 5.5-7.5 arasinda olan enzim
bantlar1 1, 2,4, 7, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 20, 21, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
31, 32, 33, 34, 36 ve 37 nolu suslarda bulundu. Caligilan Pseudomonas'lann gogu
 izoelektrik noktalar1 5.5-7.5 arasinda olan enzimler icermekte idi. Izoelektrik noktas1 7.6
olan enzim bantlan 10, 22; 30 nolu suslarda; izoelektrik noktas: 7.6'dan biiyiikk olan
enzim bantlan ise 1, 12, 19, 20, 21, 22, 36 ve 38 nolu suslarda bulundu. Izoelektrik
noktas1 7.6 olan enzim bantlan referans olarak kullanilan ve izoelektrik noktas: 7.6 olan
SHV-1 enzimine benzemektedir.

ANTIBIYOTIK DUYARLILIK TEST BULGULARI

“Toplam 37 Pseudomonas aeruginosa susunun 25'i sefoperazon sulbaktama, 34'ii
sefotaksime, 26's1 seftazidime, 17'si imipeneme, 37'si sefoperazona direngli idi.
Pseudomonas serotiplerinin B-laktam antibiyotikler i¢in MIC degerleri Tablo IX'da
Ozetlendi. Tek sus olarak izole edilen, imipepem, sefoperazon/sulbaktam gibi
antibiyotiklere diren¢ belirlenemeyen Pseudomonas cepacia susu ise sefotaksim,
seftazidim ve sefoperazona direngli idi.

Tablo VII: B-laktamaz pozitif Pseudomonas'larda gosterilen enzim bantlarinin suglara

gbre dagilim
Bant Sayisi Sug say1s1 % . Sug No
Bant Olmayan 5 13.2 3.5,6,9,35
Bant sayis1 1 14 36.9 2.4.7,8,13,14,15,17,25.29, 30,31,33,37
Bant Saysi 2 14 36.9 1,10,11,12,16,18,19,21,22.23,24,26,32,36
Bant Sayis1 3 4 10.6 27,28,34,38,
Bant Sayisi 4 1 2.4 20
Toplam - 38 100.0




Tablo VIXI: Pseudomonas serotiplerinde belirlenen p-laktamazlarin izoelektrik

noktalar.
Sus | Belirlenen ____ B-laktamazlann Izoelektrik Noktalan
No Serotipi <5.4 5.4 5.5-7.5 76 | >76
1 Ol1 ) ) (7.0) ) (7.9)
2 011 ) ) (6.3) ) )
3 Ol1 ) ) ) ) )
4 011 ) ) 6.1 ) @)
5 Ol11 ) ) ) ) )
6 011 ) ) ) ) )
7 011 ) ) (7.5) ) )
8 o11 ) ) 6.2) ) )
9 Ol11 ) ) ) @) )
10 I ) ) (6.5) ) )
11 )11 4.2) ) (6.3) Q) )
12 I @) ) (6.5 Q) (7.9)
13 I ) ) (6.4) ) )
14 I (@) ) 6.0) ) )
15 I ) ) (6.5) &) )
16 I ) ) (6.3) (7.5) ) )
17 I ) (@) 6.0 Q) )
18 04 ) ) (6.9 ) (-
19 04 ) (&) ) Q) (8.9
20 04 ) ) (6.0 Q) (7.8)9-8)
21 04 (-) (-) (5.8) (-) (8.4)
22 04 ) ) ) (&) (9.0)
23 012 ) () (7.3) Q) @)
24 012 (5.2) () (5.9) ) (-)
25 | Tiplendirilemedi (-) (-) (7.1) () (-)
26 | Tiplendirilemedi (-) (-) (6.0) (7.4) (-) )
27 | Tiplendirilemedi (-) +) 59Tl . ) )
28 | Tiplendirilemedi| (4.5) -) (5.8) (6.0) ) (-)
29 | Tiplendirilemedi ) ) (7.4) (-) -)
30 | Tiplendirilemedi (-) ) ) ) )
31 | Tiplendirilemedi () () (5.9) (-) )
32 | Tiplendirilemedi. ) ) (7.0) (-) -)
33 | Tiplendirilemedi ) (-) (7.3) (-) )
34 | Tiplendirilemedi ) +) (6.3)(7.1) (-) (-)
35 | Tiplendirilemedi ) ) ) () )
36 | Tiplendirilemedi ) (-) (7.3) (-) (7.8)
37 | Tiplendirilemedi (-) ) (7.0) (-) (-)
38* ) (4.5) ) ) ) (7.8)

* Pseudomonas cepacia
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Tablo IX: Pseudomonas serotiplerinin f-laktam antibiyotikler i¢in MIC degerleri

. .. MIC Degerleri

Sus Belirlenen | Sefoperazon

No Serotipi Sefoperazon| /Sulbaktam | Sefotaksim | Seftazidim | Imipenem
1 011 64 32 512 1 1
2 011 128 128 1024 64 8
3 Ol11 512 32 >1024 1 8
4 011 256 64 1024 8 8
5 011 1024 64 512 4 4
6 011 >1024 32 >1024 256 8
7 011 >1024 128 32 >1024 32
8 Ol1 512 32 1024 1 32
9 011 >1024 64 1024 512 32
10 11 512 64 1024 512 32
11 11 1024 64 256 >1024 2
12 1 512 128 512 32 16
13 11 >1024 256 512 >1024 8
14 I >1024 32 512 64 1
15 IL 128 64 512 64 8
16 I 512 4 1024 16 2
17 i} >1024 64 256 256 16
18 04 512 16 1024 256 8
19 04 >1024 64 >1024 8 16

. 20 04 >1024 64 512 128 16
21 04 >1024 64 1024 128 16
22 04 512 128 512 512 16
23 012 512 64 512 512 16
24 012 512 32 64 1 8
25 | Tiplendirilemedi 1024 128 >1024 64 16
26 | Tiplendirilemedi 256 4 512 8 4
27 | Tiplendirilemedi >1024 256 512 >1024 4

- 28 [ Tiplendirilemedi >1024 32 256 256 2
29 | Tiplendirilemedi 512 32 32 1 4
30 | Tiplendirilemedi | 1024 64 1024 512 32
31 | Tiplendirilemedi 1024 64 64 32 32
32 | Tiplendirilemedi 512 8 512 256 8
33 | Tiplendirilemedi 1024 64 1024 128 4
34 | Tiplendirilemedi| >1024 64 512 32 32
35 | Tiplendirilemedi 1024 64 32 16 16
36 | Tiplendirilemedi 128 64 128 256 4
37 | Tiplendirilemedi 256 64 64 128 64
38* ) >1024 16 512 32 8

* Pseudomonas cepacia
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PSEUDOMONAS SUSLARINDA B-LA_KTAMAZ'TIPLER'ININ
BELIRLENMESI

Pseudomonas suslarinda, bulunan enzimlerin izoelektrik noktalari ve
antibiyotiklerin Pseudomonas'lara kars1 in vitro olarak etkileri incelenerek -laktamazlar
gruplandlrlldi. Ozellikleri birbirine benzeyen enzimlerin gruplandirilmasinda Bush-
Jacoby-Medeiros siniflama sistemi uygulandi.

B-laktamaz  inhibitorlerinden  etkilenmeyen,  sefalosporinlere  direngli
Pseudomonas'larda bulunan ve izoelektrik noktas: 7.6'nin tizerinde olan enzimler, grup I
enzimleri olarak gruplandirildi. Grup I enzimleri 1, 12, 19, 20, 21, 22 ve 36 nolu
Pseudomonas suglarinda bulundu.

B-laktamaz inhibitdrlerinden etkilenen, 3. kusak sefalosporinleri hidrolize eden
ve imipeneme duyarli bazi Pseudomonas'lardan elde edilen enzimlerin izoelektrik
noktas1 5.4, 6.0 ve 6.3 idi. Bu enzimler, izoelektrik noktalarina ve antibiyotiklerden
etkilenme durumlarina gére PER-1, TEM-8, ve TEM-3 enzimlerinin 6zelliklerini
tasidigindan, grup 2be iginde gruplandirildi. Bunlar genis spektrumlu enzimler olup 14,
16, 18, 26, 28, 32 ve 38 nolu Pseudomonas suslarinda bulundu. Referans enzim olarak
kullanllan TEM-1 enziminin izoelektrik noktasi 5.4, SHV-1 enziminin izoelektrik
noktasi 7.6 ve OXA-1 enziminin izoelektrik noktas1 7.4'djir.

B-laktamaz inhibitérleriyle inhibe olan, sefalosporinlere ve imipeneme duyarls
Pseudomonas'ta bulunan enzimlerin izoelektrik noktalar1 5.2 ve 5.9 idi. Bu enzimler,
izoelektrik noktalarina ve antibiyotiklerden etkilenme durumlarina gére PSE-1 ve PSE-4
enzimlerinin 6zelliklerini tasidigindan grup 2c enzimleri iginde gruplandirildi. Bu grup

enzimler serotipi O12 olan 24 nolu Pseudomonas susunda bulundu.
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B-laktamaz inhibit6rleriyle inhibisyonu az, sefalosporinlere direngli ve
imipeneme duyarli Pseudomonas'lardan elde edilen enzimlerin izoelektrik noktalar 6.1,
6.4 ve 7.4 idi. Bu enzimler, izoelektrik noktalarina ve antibiyotiklerden etkilenme
durumlarina gére OXA-1, OXA-4;, OXA-11 ve OXA-17 6zelliklerini tasidigindan grup
2d enzimleri iginde gruplandirildi. Grup 2d enzimleri, grup 2'de yer alan diger enzimler
kadar klavulanik asitten etkilenmemektedir. Bunlarin igerisinde referans olarak
kullanilan OXA-1 enzimi sefotaksimi hidroliz etmemektedir. OXA-1 enzimi 29 nolu;
OXA-4 enzimi 16, 26, 27, 33 ve 36 nolu; OXA-11 enzimi 2, 11, 13 ve 15 nolu; OXA-17
enzimi 4 nolu Pseudomonas susglarinda bulundu.

B-laktamaz inhibitorlerinden etkilenmeyen, sefalosporinlere ve imipeneme
direngli baz1 Pseudomonas'lardan elde edilen enzimlerin izoelektrik noktalari 5.8 ve 7.0
idi. Bu enzimler, izoelektrik noktalarma ve antibiyotiklerden etkilenme durumlarina
gore L1 ve grup 3 metallobetalaktamaz ozelliklerini tasidifindan grup 3 iginde
gruplandinldi. L1 enzimi, 25, 34 ve 37 nolu; grup 3 metallobetalaktamaz ise 21 ve 31
nolu Pseudomonas suslarinda bulundu.

Enzim banti gosterilen 33 Pseudomonas susunun 7'sinde grup I, 7'sinde grup
2be, 2'sinde grup 2c¢, 11'inde grup 2d, 7'sinde grup 3 enzimleri bulundu. Izoelektrik
noktalan 4.2, 4.5,5.4,5.8,5.9,6.0,6.2,6.3,6.5,6.9,7.0, 7.3, 7.5, 7.6, 7.8 olan 25 kadar
enzim bant1 tiplendirilemedi. Tiplendirilen enzimler ve dahil oldugu enzim gruplan
Tablo X'da 6zetlendi.

Calismada konjugasyon testleri ile Pseudomonas suslarinda izole edilen

enzimlerin plazmid kaynakli olup olmadig1 kesin olarak belirlenemedi.
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Tablo X: Pseudomonas'lardan elde edilen B-laktamazlarin gruplandirilmas: ve suslara

gére dagilimi

n=5

Sus no Enzimler Enzim Gruplart*
1,12,19,20,21,22,36 Grup 1 enzimler Grup 1

n=7 :

14,16,18,26,28,32,38 TEM-3, TEM-8, PER-1 Grup 2be

n=7

24 PSE-1, PSE-4 Grup 2¢

n=1

2,4,11,13,15,16,26,27,29,33,36 | OXA-1, OXA-4, OXA-11, Grup 2d

n=11 0XA-17

21,25,31,34,37 L1, diger Grup 3 enzimi Grup 3

* Bush-Jacoby-Medeiros siniflamasina gore.




TARTISMA

Biitiin bakterilerin degisik tip ve sayida enzimler igerdigi bilinmektedir.
B-laktamaz adi verilen bu enzimler, Enterobacteriaceae familyas tiyelerinde daha fazla
oranda sentezlenmektedir. Bunlarin bazilar1 kromozomal, bazilari ekstrakromozomal
gecislidir. Pseudomonas suslarinda bulunan B-laktamazlar enterobakteri'lerde
sentezlenen [-laktamazlarla aymi o6zellikleri tagimaktadir. Nonfermantatif bakteriler
icinde yer alan Pseudomonas aeruginosamin her bir serotipinde farkli -laktamazlar
bulunabilmektedir.  B-laktamazlar (-laktam antibiyotiklerini hidrolize eden
molekiillerdir (2). Kromozomal veya plazmid gegisli ekstrakromozomal enzimler igeren
Pseudomonas'lar, antibiyotiklere karsi siklikla direng kazanmaktadir. B-laktam

antibiyotiklere karg1 gelisen direngte en sik gézlenen mekanizma, bakteriler tarafindan
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sentezlenen P-laktamaz enzimlerinin antibiyotikleri inaktive etmeleridir. Degisik sayida
B-laktamaz sentezleyen Pseudomonas suslarmn farkli antibiyotiklere karsi direng
diizeyleri de farklidir (1, 3, 4, 50).

Caligmaya alinan (-laktam antibiyotiklere direngli Pseudomonas aeruginosa
suglarinin  serotipleri belirlendikten sonra, "nitrosefin yontemi" ile B-laktamaz varhig
arastirldi ve biitiin suglarda B-laktamaz bulundupu gosterildi. Bu suglarda bulunan
B-laktamazlar, IEF yontemiyle enzimlerin izoelektrik noktalar1 belirlenerek ve
antibiyotiklerden etkilenme durumlaria bakilarak tiplendirildi.

Yapilan ¢alismalarda Pseudomonas aeruginosa suslar iginde en sik olarak
siklik sirasiyla 06, O11, O16 serotipleri bulunmustur (76). Pseudomonas aeruginosa
serotiplerinin belirlenmesi {izerinde bélgemizde ilk kez rapor edilen bu ¢alismada,
Pseudomonas'lar % 24.3 oraninda Ol 1, % 21.6 oraninda II, % 13.5 oranunda 04, % 5.4
oraninda O12 olarak serotiplendirildi. Serotipi belirlenemeyen suslarin orani % 35.2 idi.
Pseudomonas aeruginosa suslan arasinda en stk O11 serotipine rastlandi. Bu bulgulara
benzer sonuglandirlan galigmalar vardir (83, 84). Colom ve arkadaslarinin (39)
¢aligmalarinda ise ilk sirada O6, ikinci sirada O11 serotipleri bulunmustur. Degisik
merkezlerde yapilan diger bazi galigmalarda Pseudomonas aeruginosa suslarinda 012
serotipinin goriilme siklifinin arttig1 ortaya ¢ikarilmig ve bu suglarin qogunlugunup hem
B-laktam antibiyotiklere hem de aminoglikozidlere diregli oldugu gosterilmistir (76, 85).

IEF yontemi ile P-laktamazlarin saflagtirilmasina gerek olmaksizin tek bir
bakterinin sentezledigi, kromozom veya plazmid kontroliindeki birkag enzim ayirt
edilebilmektedir (21, 24, 27). Kiigiik bir jel iizerinde bantlar arasindaki uzaklik

kaydedilirken olusabilecek milimetrik kaymalar izoelektrik noktalarda farkli degerler
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verebileceginden, enzimlerin tanimlanmasinda her enzim igin izoelektrik noktalarin + 2
degerleri de gézoniine alinmalidir (77). B-laktamazlarin tam olarak tiplendirilmesi igin;
transfer deneylerinin yapilmasi, substrat hidrolizi ve inhibisyon kinetiklerinin
belirlenmesi, plazmid ve restriksiyon analizlerinin incelenmesi, aym plazmid iizerinde
nakledilebilen aminoglikozid, tetrasiklin, kloramfenikol direnci gibi diger direng
belirleyicilerinin saptanmasi ve ayrica enzimin saflagtinlarak biyokimyasal
Ozelliklerinin incelenmesi gerekmektedir (26, 47).

Bu ¢aligmada, 38 Pseudomonas susunun 4'iinde izoelektrik noktas: 5.4'den
kiiciik, 8'inde izoelektrik noktas1 5.4, 29'unda izoelektrik noktasi 5.5-7.5 arasinda,
4'tinde izoelektrik noktas1 7.6, 8'inde izoelektrik noktas1 7.6'dan biiyiik olan enzimler
bulundu. Bu suslarin 14'iinde tek, 19'unda 2 veya daha fazla sayida enzim bant:
gozlenirken 5'inde higbir enzim bant:1 bulunmadi.

Izoelektrik noktast 7.7 ve (istinde olan enzimler Pseudomonas
aeruginosanmin grup I PB-laktamazlandir (55). Pseudomonas aeruginosa suslarimn
¢ogu kromozom kontrolinde (-laktamaz sentez ederler (32, 68). Grup I
kromozomal [-laktamazlar sulbaktam veya klavulanik asit ile ¢ok az inhibe
olurlar (29). Bu p-laktamazlar yeni kusak sefalosporinleri hidro}iz ederken
imipenemi pargalamazlar (7). Caliymamizda, 8 Pseudomonas susunda (1, 12, 19,
20, 21, 22, 36, 38 nolu suslar) izoelektrik noktas1 7.6'dan biiyiikk olan enzim
bulundu. Bunlardan 38 nolu susun sulbaktamdan etkilenmesi, bu susta -bulunan
izoelektrik noktasi 7.8 olan enzimin grup I -laktamaz olamayacagim gostermektedir.

Caligmaya alman 12, 19,20, 21, 22 nolu Pseudomonas suglan imipeneme direngli
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gecirgen olan, diger p-laktamlara gegirgen olmayan dis membran proteinidir.
Indiiklenebilir veya "derepressed" kromozomal PB-laktamazli D2 porini olmayan
Pseudomonas aeruginosa'larda imipenem MIC degerleri 8 ile 32 pg/ml arasindadir. D2
porini olan indiiklenebilir veya "derepressed” P-laktamazi olanlarda MIC 1-2 ug/ml
arasindadir (66).

Calisjmamizda 38 Pseudomonas susunun 7'sinde grup I kromozomal enzimler
bulundu. Danel ve arkadaglarinin yaptifi bir ¢aligmada (55), Tiirkiye'de izole edilen
seftazidime direngli 14 Pséudomonas aeruginosa susunun 14'tinde grup I kromozomal
B-laktamaz bulundugu gosterilmistir. Pseudomonas aeruginosa'da yeni kusak B-laktam
antibiyotiklere kars1 olugan direncin kromozom kontroliinde sentezlenen B-laktamazlara
bagli oldugu bildirilmektedir (37, 69, 70). B-laktamaz sentezi indiiksiyondan bagimsiz
olan stabil "derepressed" suslarda yeni kusak sefalosporin direncinin, indiiklenebilen
B-laktamaz sentezleyen suslardan daha fazla oldugu belirlenmigtir (32). Ayrica

“mikrodiliisyon testlerinde indiiklenebilir B-laktamazlara bagl direncin gézlenmeyecegi
bildirilmektedir (38). Bunlardan dolay1 suslarimizda yiiksek diizey sefalosporin direnci
olmasi, bu enzimlerin stabil olarak "derepressed” enzim olma olasilifim arttirmaktadar.
Ancak, bu suslarda s6z konusu enzimlerin kromozomal oldugu kesin olarak belirlenmeli
ve indiiksiyon deneyleri uygulanarak indiiklenebilir, ya da stabil olarak "derepressed"”
suslar ayirt edilmelidir.

TEM-1 enzimi, penisilin ve birinci kusak sefalosporinleri hidroliz ederken,

sefotaksim, seftazidim, aztroenam gibi genis spektrumlu [-laktam antibiyotikleri
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.pargalayamamaktadir (47). TEM-1 enziminin izoelektrik noktasi 5.4'tiir (7). Bu
calismada 8 susta (18, 19, 20, 23, 27, 32, 34, 38 nolu suslarda) izoelektrik noktasi 5.4
olan enzimler bulundu. Bu suglarin hepsinde genis spektrumlu sefalosporinlere kargsi
direng olmasi, bu suslarda bulunan izoelektrik noktasi 5.4 olan enzimlerin TEM-1
enzimi olamayacagini gostermektedir. Fakat bu suslarin higbirinde izoelektrik noktasi
5.4 olan enzim tek bagina bulunmamaktadir.

Ttirkiye'de izole edilen seftazidime direngli Pseudomonas aeruginosa suslarimin
hepsinde PER-1 enzimi bulundugu gosterilmistir (55). PER-1 enzimi; izoelektrik
noktas1 5.4 olan, genis spektrumlu sefalosporinleri hidroliz eden, imipenemi hidroliz
etmeyen, B-laktamaz inhibitdrlerinden etkilenen bir B-laktamazdir (54). Pseudomonas
suslannmizdan 19, 20, 23, 34 nolu suslarin imipeneme direngli olusu ve 27 nolu susun
sulbaktamdan etkilenmemesi, bu suslarin icerdigi izoelektrik noktas1 5.4 olan
enzimlerin PER-1 olamayacagim gostermektedir. Ancak; 18, 32, 38 nolu suslarin
sulbaktamdan etkilenmesi, imipeneme duyarli ve sefalosporinlere direngli olusu bu
suglardaki enzimin PER-1 enzimi olabilecegini kanitlamaktadir. Bu suslarin higbirinde
5.4 izoelektrik noktali enzimin tek bagina bulunmamasi, antibiyotik duyarlilik paternleri
ile ilgili kesin bir sonuca varilmasini giiglestirmektedir.

Klebsiella pneumoniae'dan izole edilen CTX-1 (TEM-3) enziminin izoelektrik
noktas1 6.3'tiir ve sefotaksime karsi yliksek hidrolitik aktivitesi vardir (53). 16 nolu
susun sefotaksim MIC'nun yiiksek olusu, sulbaktamdan etkilenmesi, bu susta bulunan
enzimin TEM-3 oldugunu géstermektedir. Izoelektrik noktalar1 uymasina ragmen, 10,
12, 34 nolu Pseudomonas suglarimin imipeneme direngli olusu; 2, 11, 13, 15 nolu

suslarin ise sulbaktamdan etkilenmemesi nedeniyle bu suslarda bulunan enzim
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bantlarmin TEM-3 olmadig1 anlasiimaktadir. Imipenem direncinin B-laktamazlardan
farkh digef mekanizmalara da bagli olabilecegi diistiniilmektedir. Suglarimizin ¢ogunda
birden fazla enzim bantlarinin bulunmasi antibiyotik duyarlilik paternleri ile ilgili kesin
bir sonuca varilmasim giiglestirmektedir.

TEM-8 enzimi, izoelektrik noktasi 6.0 olan, sefotaksim ve seftazidim hidrolizi
fazla iken imipenem hidrolizi az olan, B-laktamaz inhibitdrlerinden etkilenen bir
enzimdir (7). Pseudomonas suslarimizdan 8, 17, 20 nolu suslarda izoelektrik noktalar
6.0-6.2 arasinda olan enzimlerin bulunmasina ragmen, bu suslarin imipeneme direngli
olusu ve 4 nolu susun da sulbaktamla inhibe olmamast nedeniyle bu suslarda TEM-8
aktivitesi gosteren enzimlerin bulunmadifi anlasilmaktadir. Ancak, 14, 26, 28 nolu
suslarin sefotaksime direncli ve imipeneme duyarli olusu bu suslarda bulunan
enziinlerin TEM-8 olabilecegini gdstermektedir. Izoelektrik noktalar1 6.0-6.2 arasinda
olan enzimleri igeren 8, 17, 20 nolu suslardaki enzim bantlarinin hangi enzim grubuna
dahil oldugu belirlenemedi.

Calismamizda, 7 Pseudomonas susunda grup 2be (3'ii PER-1, 3'i TEM-8, 1%
TEM-3) ile uyumlu B-laktamaz bulundu. Tiirkiye'de izole edilen seftazidime direngli 14
Pseudomonas aeruginosa izolatlarinin 14'tinde PER-1 enzimi bulundugu gésterilmistir
(55). Nordmann ve arkadaslan PER-1 enzimini ilk 6nce Pseudomonas aeruginosa
RNL-1 izolatinda tanimlamuglardir (5§4). RNL-1 Pseudomonas aeruginosa susunun izole
edildigi hasta Ankara'li olup, tedavi i¢in Paris'e gitmistir. Ayrica Tiirkiye'de izole edilen
Salmonella typhimurium susunda da PER-1 enzimi bulundugu gésterilmistir (56).

Plazmid kontroliindeki genis spektrumlu B-laktamazlar 1983 yilindan beri dikkat

¢ekmege baglamuigtir. Bu enzimler ile ilgili aragtirmalann sayis1 giin gegtikge artmakta
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ve gesitli tilkelerden genis spektrumlu B-laktamazlar igeren suslarla ilgili yayinlara
rastlanmaktadir (47, 48). Bu enzimlerin bir 6zelligi de P-laktam antibiyotikler ile
birlikte, amikasin, gentamisin, netilmisin ve tobramisin gibi aminoglikozidlere kars1 da
direng tastyan plazmid kodlamalandir (47, 50). Dolayisiyla bu ¢alismadaki suslarin
aminoglikozidlere kars1 duyarliliklarimin incelenmesi, bu enzimlerin tanimlanmalarini
kolaylagtiracaktir. Genis spektrumlu enzimler; klavulanik asit, sulbaktam ve
tazobaktama duyarlidirlar (7, 25, 47). Ancak TEM-1 enziminin diger genis spektrumlu
B-laktamazlarla birlikte bulunmasi bu enzimlerin P-laktamaz inhibitorlerine
duyarlilifim azaltmaktadir (47, 49, 52).

PSE-1, Pseudomonas aeruginosa'da bulunan izoelektrik noktasi 5.7 olan bir
enzimdir (31). O12 serotipli Pseudomonas aeruginosa suslarinda PSE-1 enzimi
cogunlukla bulunmaktadir (85). 012 serotipli Pseudomonas aeruginosa suslarinin ortak
orijinli oldugu bildirilmektedir (86). Pitt ve arkadaslari (85) O12 serotipli Pseudomonas
aeruginosa izolatlarmin % 85.7'sinde PSE-1 enzimi bulmugslardir. Bu g¢alismada
serotiplendirilen Pseudomonas aeruginosa suslarindan 2'sinin serotipinin O12 oldugu
ve ancak birinde (24 nolu sus) PSE-1 enzimi olarak adlandirilabilecek izoelektrik
noktaya sahip enzimin varhigi belirlendi. PSE-1 enziminin sefotaksim, seftazidim ve
imipenem  antibiyotiklerinin  substrat  hidroliz lizlann  disiiktiir (7, 30).
Serotiplendirilemeyen 31 nolu susta enzim tek bant olarak aym izoelektrik noktada
belirlenmesine ragmen, MIC diizeyleri incelendiginde imipeneme direngli olusu, PSE-1
enzimi olma ihtimalini zayiflatmaktadir. Imipenem direnci -laktamazlardan ayr olarak
diger mekanizmalara da bagh olabilir (70). PSE-1 ile izoelektrik noktalar1 uyumlu

enzim bantlan olan 21, 27, 28 nolu suslarin MIC diizeyleri incelendifi zaman yiiksek
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diizeyde sefalosporin direnci oldugu goriilmektedir. Direncin bu suslarda bulunan diger
enzimlere bagl olabilecegi diisiiniilmektedir. Liu ve arkadaglar1 (87) 170 Pseudomonas
aeruginosa suglarindan sadece birinde PSE-1 B-laktamazi bulmuglardir. Calismamizda
ise toplanilan 170 Pseudomonas susundan ancak birinde PSE-1 B-laktamazi bulundu.
CARB-3; grup 2c'de yeralan, izoelektrik noktasi 5.75 olan bir enzimdir (7). Grup 2c'de
bulunan enzimler sefotaksim ve imipenemi hidroliz etmemektedirler (23). Suslarimizda
sefotaksim MIC diizeyinin yliksek olusu bu suslarda bulunan enzimlerin CARB-3
olamayacagini gostermektedir. TEM-2 Pseudomonas aeruginosa'dan elde edilen,
izoelektrik noktast 5.6 olan, sefotaksim, seftazidim imipenem hidrolizi az olan
B-laktamazdir (7, 48). Suslarimizda sefotaksim ve seftazidim MIC diizeylerinin yiiksek
olusu TEM-2 aktivitesine uymamaktadir. Pseudomonas aeruginosa'dan izole edilen
LCR-1 enziminin izoelektrik noktast 5.85'dir (7). LCR-1 enziminin sefotaksim ve
imipenem hidroliz hizinin diisiik oldugu belirlenmistir (63). Suslarimizin sefotaksim
MIC diizeyleri incelendiginde, sefotaksime karsi aktivitenin yiiksek olusu nedeniyle
enzimlerin LCR-1 ile uyumlu olmadig goriilmektedir. E. coli'den izole edilen TEM-4
enziminin izoelektrik noktas1 5.9'dur ve TEM-4'iin izole edildigi suslarda seftazidim ve
sefotaksime orta diizeyde diren¢ gozlenmigtir (48). Suslarnmizda sefotaksim ve
seftazidime yliksek diizeyde direng gézlenmesi, TEM-4 aktivitesine uymamaktadir.
TEM-6, izoelektrik noktasi 5.9 olan bir enzimdir. TEM-6'min izole edildigi susun
sefotaksime direngli oldugu belirlenmistir (7). Suslarimizin sefotaksime direngli olusu
enzimlerin TEM-6 olma ihtimalini zayiflatmaktadir.

Pseudomonas aeruginosa'dan izole edilen PSE-4 enzimi, izoelektrik noktast 5.3

olan, imipenem hidrolizi az olan P-laktamazdir (30, 31). 24 nolu susun imipeneme
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duyarli olugu bu sugta bulunan izoelektrik noktasi 5.2 olan enzimin PSE-4 olabilecegini
gostermektedir. Bu c¢alismada jelde bantlar arasindaki uzaklik kaydedilirken
olugabilecek  milimetrik  kaymalar izoelektrik noktalarda farkli  degerler
verebileceginden, enzimlerin tammlanmasinda her enzim igin izoelektirk noktalarin + 2
degerleri g6zoniine alindi.

Bu ¢aligmada bir susta (24 nolu sus) bulunan 2 enzimin grup 2c (biri PSE-1, biri
PSE-4) ile uyumlu oldugu bulundu. Pseudomonas aeruginosa suslarinda bulunan
konstitiif ~B-laktamazlarla yapilan ¢aligmalarda, karbenisilinazlar (grup 2¢) Ingiltere'de
% 44.2, Fransa'da % 53.7, Ispanya'da %7 58.6, Hollanda'da % 14.3 oraninda bulunmustur
(8). Livermore ve arkadaslari (46) Pseudomonas aeruginosa serotip O16 ile PSE-4
enzimi arasinda bir iligki oldugunu géstermislerdir.

Izoelektrik noktasi 7.4 olan enzimlerden biri OXA-1'dir (46). OXA-1 enziminin
B-laktamaz inhibitdrleriyle TEM-1 kadar iyi inhibe olmadig: gosterilmistir (58). OXA-1
enziminin sefotaksime karg1 aktivitesi azdir (46, 61) Calisgmamizda 8 susta (7, 16, 23,
26, 27, 29, 33, 36 nolu suglar) izoelektrik noktas1 7.3-7.5 arasinda olan enzimler
bulundu. Bunlardan 7, 29 ve 33 nolu suslarda tek bant, 16, 23, 26, 27 ve 36 nolu
suslarda ise birden fazla bant geklinde enzimlerin oldugu gozlendi. Pseudomonas
suslarimizdan 16, 23, 26, 27, 33 ve 36 nolu suslarin sefotaksime ve 7 nolu susun
imipeneme direngli olusu bu suglarda bulunan enzimlerin OXA-1 enzimi olmadigim;
29 nolu susun sefotaksime ve imipeneme duyarli olusu ise bu susta bulunan enzimin
OXA-1 oldugunu kuvvetle gostermektedir.

OXA-4 E. coli'den izole edilen, izoelektrik noktas: 7.5 olan bir enzimdir (7).

OXA-4, 5, 6, 7'de sefotaksim hidrolizi OXA-1, 2, 3'e gére daha fazla olmaktadir (4, 46).
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Pseudomonas suslarimizdan 16, 26, 27, 33 ve 36 nolu suslarn sefotaksime direngli ve
imipeneme duyarli olusu bu suslardaki enzimlerin OXA-4 enzimi oldugunu; 7 ve 23
nolu suglarda imipeneme direng gorillmesi, bu suslarda bulunan enzimlerin OXA-4
enzimi olmadigim gostermektedir. Ancak Pseudomonas'larda goriilen imipenem direnci
B-laktamazlardan farkli mekanizmalara bagli olabilir (70).

Pseudomonas aeruginosa'dan izole edilen ve izoelektrik noktasi 6.4 olan
OXA-11 enzimi, penisilinleri ve yeni kusak sefalosporinleri hidroliz ederken sefoksitin
ve karbapenemi pargalamamaktadir. OXA-11 enzimi ilk kez Tiirkiye'de izole edilen bir
susta tamimlanmigstir (62). Bu ¢alismada 8 Pseudomonas susunda izoelektrik noktasi
6.3-6.5 arasinda olan enzim banti bulundu. Bunlardan 2, 13, 15 nolu 3 susta tek bant,
10, 11, 12, 16 ve 34 nolu suslarda birden fazla bant gézlendi. Pseudomonas suslarindan
2, 11, 13, 15 nolu suslann tigtincii kugak sefalosporinlere direngli, imipeneme ise duyarli
olusu OXA-11 enzim aktivitesine uymaktadir. Bunlardan 10, 12, 34 nolu suslarin
imipeneme direngli olugu, 16 nolu susun seftazidime duyarli olusu bu suglardaki
enzimlerin OXA-11 olmadigini géstermektedir.

Son yillarda Tiirkiye'de izole edilen Pseudomonas aeruginosa suslarindan elde
edilen OXA-14, OXA-16 ve OXA-17 enzimlerinin OXA-10 (PSE-2) enziminin
varyantlari oldugu anlasiimigtir (88, 89, 90). OXA-14 enziminin OXA-10 enziminden
farki 1 aminoasit iken, OXA-16 ve OXA-17 enzimlerinin OXA-10'dan fark: ise
2 aminoasittir. OXA-14 ve OXA-16 enzimleri, izoelektrik noktas: 6.2 olan B-laktamaz
inhibitorlerinden etkilenmeyen, seftazidimi hidroliz ederken imipenemi pargalamayan
enzimlerdir (88, 89). OXA-17 enzimi ise OXA-14 ve OXA-16'den farkli olarak

seftazidimi hidroliz etmemektedir (90).
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Izoelektrik noktast 6.0-6.3 arasinda olan enzim igeren suslardan 4, 8, 16 ve 26
nolu suglarin seftazidime duyarli olusu, 14 ve 28 nolu suslarin sulbaktamdan
etkilenmesi, 8, 17, 20 ve 34 nolu suslarin imipeneme direngli olusu, bu suglarda bulunan
enzimlerin OXA-14 ve OXA-16 olamayacagini gﬁstermektedir.

2 ve 11 nolu suslarin imipeneme duyarl ve seftazidime direngli olusu nedeniyle
bu suslarda bulunan enzimlerin OXA-14 veya OXA-16 olabilecegi diigtiniildii.
Seftazidime duyarli olan suglardan 16 ve 26 nolu suglarin sulbaktamdan etkilenmesi,
8 nolu susun ise imipeneme direngli olusu, bu suslarda bulunan enzimin OXA-17
olamayacagim gostermektedir. Bu sustaki imipenem direnci P-laktamazlardan farkhi
mekanizmalara bagli olabilir (70). Antibiyotik duyarlilik paternleri incelendiginde
4 nolu susta bulunan enzimin OXA-17 olabilecegi kanaatine var1ld1.

Calismamizda 33 Pseudomonas susunun 11'inde grup 2d (1'inde OXA-1, 5'inde
0XA-4, 4'uinde OXA-11, OXA-17) ile uyumlu B-laktamazlar bulundu. Bazi Avrupa
tilkesindeki Pseudomonas aeruginosa suslarinda bulunan konstitiif B-laktamazlarla'
yapilan ¢alismalarda, Ingiltere ve Fransa'da oksasilinazlar (grup 2d) % 27.9-% 30.9
oraninda bulunmustur (8). Pseudomonas aeruginosa'da bulunan aym grup enzimlerden
PSE-2 f-laktamazi, Tiirkiye'de ve bazi dig kaynakli merkezlerde. izole edilmesine
ragmen bu galismada ele alinan Pseudomonas'larda gosterilemedi (55, 61).

Stenotrophomonas maltophilia'dan izole edilen L1 enzimi izoelektrik noktasi 6.9
olan, imipenemi hidroliz eden, B-laktamaz inhibit6rlerinden etkilenmeyen enzimdir (7).
Pseudomonas suslarimizdan 1, 18 ve 32 nolu suslarda bulunan izoelektrik noktasi 7.0
olan enzim, bu suslarin imipeneme duyarli olmasi nedeniyle L1 enzimi degildir. Ancak;

25, 34 ve 37 nolu suslarin imipeneme direngli olusu ve sulbaktamdan etkilenmemesi, bu
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suglarda bulunan enzimin L1 enzimi olabilecegini gostermektedir. Kesin grup 3
metallobetalaktamaz diyebilmek igin ileri testlerin yapilmas: gerekmektedir.

Grup 3 metallobetalaktamazda yer alan Flavobacterium odaratum'dan izole
edilen kromozomal gegisli B-laktamazin izoelektrik noktasi 5.8'dir (7). Tek enzim banti
olarak belirlenen 31 nolu sus ile 2 enzim bant1 belirlenen 21 nolu suslarin imipeneme
direngli olmasi ve sulbaktamdan etkilenmemesi, bu suslardaki enzim bantlarinin grup 3
enzimi olabilecegini dﬁsﬁndﬁrmektédir. Kesin bir sonuca varmadan Once, enzim
sentezinin kromozom ya da plazmid kontroh‘inde‘ oldugunun ayirt edilmesi
gerekmektedir.

Bu g¢alismada 5 Pseudomonas susunda grup 3 metallobetalaktamaz enzimleri
bulundu. Ancak enzimlerin EDTA ile inhibisyonu gosterilebilseydi, enzimleri
tammlamamiz daha kolay olurdu. Bu suslardan 2'sinde (21 ve 31 nolu suslar) bulunan
enzimlerin izoelektrik noktas: 5.8; diger suslarda (25, 34, 37 nolu suslar) bulunan grup 3
metallobetalaktamazlardan L1 enziminin ise izoelektrik noktas 6.9'dur. Bunlardan 34
nolu susta bulunan 3 enzimin izoelektrik noktalar1 sirasiyla 5.4, 6.3 ve 7.1 idi. Bu
sustaki imipenem direncinin izoelektrik noktas1 7.1 olan metallobetalaktamaz grubunda
yer alan enzimden dolay1 oldugu kabul edilirse, izoelektrik noktasi 5.4 ve 6.3 olan
enzimler tanimlanirken imipenem direnci gézardi edilebilir. Bu susta yiiksek seftazidim
direnci gozlenmemesi izoelektrik noktas1 5.4 ve 6.3 olan enzimlerin PER-1 ve OXA-11
enzimler olamayacafini, fakat sefotaksime direncinin yliksek olmasi nedeniyle
izoelektrik noktast 6.3 olan enzimin CTX-1 (TEM-3) enzimi olabilecegini

gostermektedir. Bu susta gériilen sefalosporin direncinin CTX-1 enzimine bagh oldugu
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diistiniiliirse, izoelektrik noktasi 5.4 olan enzimin TEM-1 olabilecegi kanaatine
varilabilir.

SHV-1 izoelektrik noktas: 7.6 olan, sefotaksim, seftazidim, imipenem hidrolizi
az olan bir B-laktamazdir (7). Calismamizda t¢ susta (10, 22, 30 nolu suslar) izoelektrik
noktasi 7.6 olan enzim bulundu. 30 nolu Pseudbnionas susunda tek enzim banti, 10 ve
22 nolu suglarda ise birden fazla enzim bant1 gdzlendi. Bu 10, 22 ve 30 nolu suslarin
sefotaksim, seftazidim ve imipeneme direngli olusu bu suglarda bulunan enzimlerin
SHV-1 enzimi olamayacagini gostermektedir. Giir (77) 16 Klebsiella sugundan 8'inde
SHV-1 enzimi bulmustur. Giilay ve arkadaglar1 (91) 44 Klebsiella suslarinda en gok
SHV-1 (% 84.1) enzimi bulundugunu gézlemislerdir. SHV-2 enzimi izoelektrik noktasi
7.6 olan sefotaksimi hidroliz edebilen ama imipenemi pargalamayan bir enzimdir (7).
Pseudomonas suslarindan 10, 22, 30 nolu suglarin imipeneme direngli olugu, bu suslarda
bulunan enzimlerin SHV-2 enzimi olamayacagini géstermektedir.

Pseudomonas aeruginosa'dan izole edilen grup 2d'de yer alan OXA-5 ve OXA-6
enzimlerinin de izoelektrik noktasi 7.6'dir (7). OXA-5 ve OXA-6 enzimlerinin
sefotaksim hidrolizi fazla iken imipenem hidrolizi azdir (5, 46). Bu 10, 22, 30 nolu
suglarin sefotaksime direngli olmasina ragmen, bu suslarda imipeneme direng
saptanmasi ile, suslarda bulunan enzimlerin OXA-5 ve OXA-6 enzimleri olamayacagi
sonucu ¢tkmaktadir. Bunlardan 10 ve 22 nolu suslarda birden fazla enzimin bulunmasi,
antibiyotik duyarlilik paternleri ile ilgili kesin bir sonuca Vanlmasml gliclestirmektedir.

Pseudomonas suslarinda sik rastlanan PSE-2, PSE-3, TEM-2, OXA-3
enzimlerine suglarimizda rastlanmadi. Bunlarin iginde en 6nemlisi PSE-2 enzimidir.

PSE-2 Pseudomonas aeruginosa'dan izole edilen, izoelektrik noktasi 6.1 olan,
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sefotaksim seftazidim ve imipenem hidrolizi az olan bir enzimdir (61). Bu ¢aliymada
8 susta (8, 14, 17, 20, 26, 28, 34 nolu suslar) izoelektrik noktas1 6.0-6.2 olan enzim
bulundu. Bunlardan 8, 14, 17, 20 nolu suslarda bulunan enzimler tiplendirilemedi.
Suglarin MIC diizeyleri incelendiginde, sefotaksim ve seftazidime direng saptanmasi bu
suslarda bulunan enzimlerin PSE-2 enzimi olmadigim gostermektedir, fakat Danel ve
arkadaglann  (55), 14 Pseudomonas aeruginosa susunun S'inde PSE-2 enzimi
bulmuglardir. Philippon ve arkadaslar: (59), Pseudomonas aeruginosa'dan izole edilen
izoelektrik noktasi 4,3 olan, karbenisilini hidroliz eden, sefalosporinlere kars1 aktivitesi
az olan CARB-4 B-laktamazim tammlamiglardir. Izoelektrik noktasi 4.2-4.5 arasinda
olan enzim igeren 11, 28, 38 nolu suslarda yiiksek diizeyde sefalosporin direnci olmast
bu suslardaki enzimin CARB-4 enzimi olamayacagim gostermektedir. Izoelektrik
noktas1 5.4'den kiigiik olan enzim, suslarin hi¢ birinde tek bagina bulunmadi. Bu
suslardaki sefalosporin direncinin diger -laktamazlara bagli oldugu diistintilmektedir.
Bunlarin diginda, bazi Pseudomonas suslarinda (1, 7, 8, 10, 11, 12, 16, 17, 18, 19, 20,
22, 23, 27, 28, 30, 32, 34, 38) bulunan ve izoelektrik noktas1 4.2, 4.5, 5.4, 5.8-6.0, 6.2,
6.3-6.5, 6.9, 7.0, 7.3-7.5, 7.6 ve 7.8 olan enzimler tiplendirilemedi. Bunlarin kesin
tiplendirilebilmesi igin daha ileri ¢alismalara gereksinim vardir.

Pseudomonas aeruginosa yanik infeksiyonlarinda 6nemli bir etkendir (92).
Calistigimiz 37 Pseudomonas aeruginosa sugunun 12'si yanik tinitesinden izole edildi.
Bu 12 susun 5'inin serotipi belirlenemezken, 4'tintin O11, 3'iiniin O4 serotipinde oldugu
gozlendi (Tablo VI). Yanik tinitesinde izole edilen serotipi O11 olan 4 susun (3, 7, 8, 9
nolu suslar) sentezledigi B-laktamazlarin izoelektrik noktalarn incelendiginde, 7 nolu

susta izoelektrik noktasi 7.5 olan enzimin bulundugu goriiliirken 8 nolu susta bulunan
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enzimin izoelektrik noktasinin 6.2 oldugu belirlendi. Pseudomonas suslarimizdan 7 ve 8
nolu suslarda bulunan enzimlerin izoelektrik noktalarinin farkl: olusu, bu suglarin ayni
sus olamayacagini gostermektedir. 3 ve 9 nolu suglarda ise P-laktamaz varlig:
gdsterilmesine ragmen herhangi bir enzim banti belirlenemedi. Bu durumda 3 ve 9 nolu
suslarin ayni sug olabilecegi kanaatine varilabilir. Yanik tinitesinden izole edilen serotipi
04 olan suslarda bulunan enzimlerin izoelektrik noktalarinin aym olmamasi bu suslarin
ayn1 suglar olamayacagini gdstermektedir.

Bu g¢aligmada Beyin Cerrahi Servisi'nden izole edilen 5 Pseudomonas
aeruginosa suslarindan 4'iniin II, birinin O4 serotipinde oldugu belirlendi.
Pseudomonas suglarimizdan 10, 12, 14 ve 17 nolu suglarimin serotipleri II idi. Bu
suglarda bulunan enzimlerin izoelektrik noktalar1 incelendiginde 14 ve 17 nolu suslarda
izoelektrik noktas: 6.0 olan enzimlerin bulundugu gériilmektedir (Tablo VIII). Suglarda
bulunan enzimlerin tiplendirilmesi sirasinda, enzimlerin izoelektrik noktalarina ve
suslarin antibiyotiklere kars: direng paternlerine baklldlgl_ zaman, 14 ve 17 nolu suslarda
ayn1 [-laktamazin bulunmadig1 ve bu suslarin ayn1 sus olmadig: gériilmektedir. 10 ve
12 nolu suslarda izoelektrik noktas: farkli olan enzimlerin bulunmasi, bu suglarin da
aynm1 sus olamayacagini gostermektedir. Hastanede belli serotiplerin fazla bulunmasi
durumunda suglarin ayni sus olup olmadigini belirlemek igin ileri testlerin (DNA/DNA
hibridizasyon) yapilmas: faydali olacaktir.

Biitiin bu bulgular, yeni kusak sefalosporinlere direngli Pseudomonas'lardaki
direncin B-laktamazlara bagl oldugunu kanitlamaktadir. Yeni kusak sefalosporinlerin
kullamimina bagh olarak bakterilerde genis spektrumlu enzimlerin sentezinin artmasi,

bakteriyel infeksiyonlarin tedavisini giliglestirmektedir. Pseudomonas infeksiyonlarinda
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antibiyotik kullammi simrlanmadik¢a bu tip sorunlarin ¢ikmasi miimkiindiir. Birgok
sugta birden fazla enzimin bulunmasi, -laktamazlara bagli direncin birgok farkli
B-laktam antibiyotige karsi olusabilecegini ve bu antibiyotiklere kars1 gelisen direncin
gelecekte daha bliylk boyutlara ulagabilecegini gostermektedir. B-laktamaza bagh
karbapenem direnci klinik olarak 6nemli 6rneklerde hala nadir gériilmektedir. Bu durum
gelecek igin korkutucu olabilir (66). Calismamizda, B-laktamazlann gesitliligini
gosterme agisindan yararli olan IEF yontemi uygulanmig ve bu y6ntem B-laktamazlarin
tanmimlanmasina, siniflandirmasina olanak vermistir. Klinik orneklerden izole edilen
bakterilerde bulunan B-laktamaz tiplerinin bilinmesi, tedavide kullamilacak B-laktam

antibiyotiklerin segiminde yol gosterici olacaktir.



SONUC

Pseudomonas'larda bulunan kromozomal veya ekstrakromozomal enzimlerin
antibiyotikleri kolaylikla hidroliz etmeleri sonucunda, Pseudomonas infeksiyonlarinda
antibiyotiklerin in vivo olarak etkisi gittikge azalmaktadir. Bu ¢alismada, yeni kusak
B-laktam antibiyotiklere direngli Pseudomonas suslarinda bulunan [-laktamazlar,
izoelektrik noktalarina ve antibiyotiklerin Pseudomonas'lara karg1 in vitro olarak
aktivitelerine goére tiplendirildi. Bu suglarda yeni kusak sefalosporinlere ve diger
B-laktam antibiyotiklere kargi direncin farkli grup i¢inde yer alan B-laktamazlara bagh
oldugu gésterildi. "Isoelectric focusing" yonteminin B-laktamazlarin tammlanmasina ve
gruplandirilmasina olanak verdigi, belirlenen p-laktamazlarin tedavide antibiyotik

seciminde yol gosterici olabilecegi sonucuna varildi.



OZET

Yeni kusak P-laktam antibiyotiklere direngli 38 Pseudomonas susunda,
B-laktamaz varlign arastirildi. PB-laktamazlar, "isoelectric focusing" yontemi ile
izoelektrik noktalan belirlenerek ve [-laktam antibiyotiklere duyarliliklar incelenerek
tiplendirildi.

Caligma grubunu olugturan Pseudomonas'lardan 37'si Pseudomonas aeruginosa,
biri Pseudomonas cepacia idi. Ozgiil antiserumlariyla serotiplendirilen Pseudomonas
aeruginosa suslarindan 9'unun O11, 8'inin II, 5'inin O4, 2'sinin 012 serotipinde oldugu
belirlendi ve 13 sug tiplendirilemedi.

Calismaya alinan suglarin hepsinde B-laktamazlarin sentezlendigi gosterildi.

"Isoelectric focusing" yontemi ile bazi suslarda enzim bantlann gozlenemezken,

bazilarinda 1, 2 veya daha fazla enzim banti oldugu goriildi. Bu enzim bantlarinin
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izoelektrik noktalann < 5.4, 5.4, 5.5-7.5 arasinda, 7.6 ve > 7.6 olarak gruplandirldi.
Ayrica Pseudomonas suslarinin B-laktam antibiyotikler icin MIC degerleri belirlendi.
Pseudomonas'larin  antibiyotiklere karsi in vitro olarak etkilerine ve icerdikleri
enzimlerin izoelektrik noktalarina gore B-laktamazlar gruplandinldi. Pseudomonas
suslarindan 7'sinin grup I, 7'sinin grup 2be, 1'inin grup 2c, 11'inin grup 2d ve S'inin
grup 3 B-laktamaz igerebilecegi diistiniildii.

Klinik 6rneklerden izole edilen yeni kusak sefalosporinlere direngli
Pseudomonas'larda bulunaﬁ B-laktamaz tiplerinin bilinmesi tedavide uygulanacak

B-laktam antibiyotiklerin segiminde yol gosterici olacaktir.



SUMMARY

Typing of B-lactamase enzymes by "Isoelectric Focusing' in Pseudomonas
strains that are resistant to newer B-lactam antibiotics.

Prodliction of B-lactamase of 38 Pseudomonas isolates that are resistant to newer
B-lactam antibiotics were investigated. The B-lactamases were typed according to
isoelectric point values of P-lactamases determined by "isoelectric focusing" and
susceptibility to f-lactam antibiotics of Pseudomonas isolates.

Of the Pseudomonas isolates 37 were Pseudomonas aeruginosa and one of them
was Pseudomonas cepacia. Pseudomonas aeruginosa isolates were serotyped with

available antisera. The serotypes of 9 Pseudomonas aeruginosa isolates were Ol1, 8

were II, 5 were O4, 2 were Ol2. The serotypes of 13 isolates were non-typable.
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B-lactamase expression was detected in all of Pseudomonas isolates. It was
observed that there was no enzyme band in some isolates with "isoelectric focusing",

besides 1, 2 or more enzyme bands were seen in some isolates. The isoelectric points of
enzyme bands were grouped as <5.4, 5.4, 5.5-7.5, 7.6 and >7.6. MIC values to B-lactam
antibiotics of Pseudomonas isolates were investigated. The B-lactamases were grouped
according to in vitro susceptibility of Pseudomonas isolates to antibiotics and: the
isoelectric points of the enzymes. It was suggested that 7 of the isolates had group 1
enzymes, 7 of them had group 2be, 1 of them had group 2c, 11 of them had group 2d
and 5 of them had group 3 enzymes.

The characterization of B-lactamase patterns of Pseudomonas isolates that are
resistant to new generation cephalosporins will be useful for the right choice of B-lactam

antibiotics that will be applied for treatment.
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