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OZET

Klinik Orneklerden Izole Edilen Acinetobacter spp.
Kokenlerinde Metallo Beta Laktamaz Varhgimin Fenotipik ve
Genotipik Olarak Arastirilmasi

Acinetobacterlerin olusturduklar1 infeksiyonlarda antibiyotiklere olan direngleri
onemli bir sorun haline gelmistir. Karbapenemlere direngli olan Acinetobacter
kokenlerinin diger antimikrobiyallere karsi da oldukca direngli olmalar1 infeksiyon
hastaliklarinin tedavisini gii¢lestirmektedir.

Bu calismada klinik orneklerden izole edilen Acinetobacter kokenlerinde
metallo beta laktamaz (MBL) varliginin fenotipik ve genotipik yOntemlerle
aragtirllmas1 amacglandi. Calismaya 150 Acinetobacter spp. kokeni dahil edildi.
Kokenlerin antimikrobiyal duyarliliklar1 otomatize sistemle, metallo beta laktamaz
iiretimi E-test yontemiyle arastirildi. IMP ve VIM genlerinin saptanmasi i¢in polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) yontemi kullanildi.

Calismamizdaki kokenlerin %94’linlin Acinetaobacter baumannii %6’sinin A.
Iwofii oldugu tespit edildi. Kdkenlerin en duyarli oldugu antibiyotiklerin sirasiyla
gentamisin  (%41,3), amikasin (%36,7), imipenem (%25,3) oldugu saptandi.
Seftriakson (%92), levofloksasin (%84,7), seftazidim (%84), piperasilin/tazobaktam
(%84) ise en direngli olduklar1 antibiyotiklerdi. Kokenlerin 67 (%44,7) ’si E-test
yontemiyle MBL pozitif olarak bulundu. MBL pozitif bulunan kdkenlerin imipeneme,
meropeneme, seftazidime, seftriaksona, gentamisine, pipeasilin/tazobaktama daha
diren¢li oldugu saptandi. PZR yontemiyle arastirilan blapp.;, blawpo, blaypii ve
blay., genleri hicbir kdkende tespit edilmedi.

MBL genlerinin ortaya ¢ikmasi ve bakteriyel patojenler arasindaki yayilimlar
antimikrobiyal tedavilerin etkisini azaltmaktadir. Bu nedenle MBL’lerin ve onlari
kodlayan genleri tagiyan kokenlerin saptanmasi tedavide kullanilabilecek antibiyotik
seciminde faydali, daha etkili tedavi yontemleri i¢in de yol gdsterici olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Acinetobacter, metallo beta laktamaz, IMP, VIM
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ABSTRACT

Phenotypic and Genotypic Investigation of Metallo Beta Lactamase in

Acinetobacter Strains Isolated From Clinical Samples

The resistance of Acinetobacter strains to antibiotics has become major problem
in infections caused by them. Acinetobacter strains which are resistant to carbapenems,
also have higher resistance to the other antimicrobials. So this condition impedes the
treatment of infectious diseases.

In this study it was aimed to investigate the presence of metallo beta lactamase
(MBL) in Acinetobacter strains isolated from clinical samples with fenotypic and
genotypic methods. 150 Acinetobacter strains were included into the study.The
antimicrobial susceptibilities of the strains were determined with automated system,
production of metallo beta lactamase were investigated with E test method. Polimerase
chain reaction (PCR) method was used for determining the blapnp and blayiv genes

In our study, it was determined that 94% of strains were Acinetaobacter
baumannii, 6% of strains were 4. Iwofii. The antibiotics which the strains were mostly
susceptible to, were detected as gentamicin (41,3%), amikacin (36,7%), and imipenem
(25,3%).  Ceftriaxone  (92%), levofloxacin (84,7%), ceftazidime (84%),
piperacillin/tazobactam (84%), were the antibiotics to which the strains were the most
resistant. 67 (44,7%) of the strains were found MBL positive with E test nethod. And
thsese strains were detected more resistant to imipenem, meropenem, ceftazidime,
ceftriaxone. blapp.1, blanp-2, blayiv.1 and blayiv-, genes were detected in no strain
with PCR method.

The emergence of MBL genes and spread among the bacterial pathogens
reduces the effect of antimicrobial treatments. Therefore detecting MBLs and the
strains that carry the genes encoding MBLs will be helpful in the selection of
antibiotics that can be used in treatment, and also will be a guide for more effective
treatments.

Key Words: Acinetobacter, metallo beta laktamase, IMP, VIM



1.GIRIS

Ciddi seyirli bakteriyel infeksiyonlarin tedavisinde 1980’lerden bu yana
kullanilan ve son se¢enek olarak biiyiik deger tasiyan karbapenem grubu antibiyotiklere
kars1 Acinetobacter’lerde direncin yayilmaya basladigi goriillmektedir (Walsh ve ark.
2005). Karbapenemlere direngli olan  Acinetobacter  kokenlerinin  diger

antimikrobiyallere kars1 da oldukca direncli oldugu gozlenmistir.

Hastanelerde o6zellikle yogun bakim {initelerinde Acinetobacter baumannii
salginlara yol agabilen firsatci bir patojendir (Bergogne-Be're’zin ve Towner, 1996).
Hastaneye yatan hastalarda septisemi, pndmoni ve iiriner sistem infeksiyonlarina sebep
olur. Son yillarda yogun antibiyotik kullanimima bagli olarak ¢ogul ilaca direncli

A. baumannii kokenlerinin izolasyonu artmistir (Coelho ve ark. 2004).

Acinetobacter cinsinde karbapenem direnci diinyada artmaktadir. Karbapenem
direnci, bakteri dis membran proteinlerinde degisiklik sonucu karbapeneme
gecirgenligin azalmasi, karbapenemin disar1 pompalanmasi, AmpC tipindeki beta
laktamazlarin asir1 {iretimiyle karbapenemin dolayli yoldan inaktivasyonu ve
karbapenem hidrolizleyen enzimlerle (karbapenemaz) dogrudan inaktivasyonu seklinde

olabilir (Walsh ve ark. 2005).

Karbapenemazlarin metallo beta laktamaz (MBL) alt grubu kromozomal veya
plazmidik olabilen enzimler icerir (Walsh ve ark. 2005). Plazmidik metallo beta
laktamazlar uzun yillar seyrek rastlanan enzimler olarak kaldiktan sonra, son birkag
yilda goreceli olarak hizlanan yayilmalar ile giindemde yer tutmaktadirlar. Yayilma,
hem MBL saptanma sikliginda artist hem MBL bildirimlerinin cografik konum
acisindan  birbirinden baglantisiz  iilkelerden oldugunu, hem de Onceleri
Pseudomonas’larda goriiliirken MBL’lerin artik enterik bakterilerde de saptandiklarini
ifade etmektedir. Bu grupta Bacteroides’te bulunan CfiA’ya (veya CcrA) ek olarak
IMP, VIM, SPM ve GIM enzimleri yer alir. EDTA (etilen diamin tetra asetik asit) ile
inhibisyon ozellikleri vardir ve bu 06zellikten MBL tanimlanmasinda yararlanilir

(Walsh 2005).



Metallo beta laktamazlar kromozomal olarak kodlanir ya da genlerle taginarak
gecer. Tagmabilen MBL’ler bla genleri ile kodlanir. Bla genleri class 1 integronlar
tizerindedir ve plazmidler ve transpozonlar ile organizmalar arasinda hareket ederler.
Giiniimiize kadar bes tip kazanilmig MBL tanimlanmistir: IMP, VIM, SIM, SPM ve

GIM. Bunlardan ilk ii¢ tanesi Acinetobacter baumannii’de tanimlanmistir.

IMP ve VIM tastyan A. baumannii kokenleri aztreonam hari¢ tiim beta
laktamlara direnglidir. IMP ve VIM enzimlerini {ireten kokenlerin karbapenem
direncinde MBL {iretiminin rolii E test teknigi ile kolayca saptanabilir. (Walsh ve ark.

2005).

Bu c¢aligmada Mustafa Kemal Universitesi Saghk Uygulama ve Arastirma
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilen klinik 6rneklerden izole edilen
Acinetobacter spp. kokenlerinde metallo beta laktamaz varliginin fenotipik ve

genotipik olarak arastirilmast amaglanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Acinetobacter Tiirleri

Acinetobacter  tiirleri  klintk  mikrobiyoloji  laboratuvarlarinda iiretilen
nonfermentatif mikroorganizmalar arasinda Pseudomonas aeruginosa’dan sonra ikinci
sirada yer almaktadir. Olusturduklari infeksiyonlarda antibiyotiklere olan direngleri dnemli

bir sorun yaratmaktadir (Topcu ve ark 2008).

Acinetobacter cinsi zorunlu aerob, Gram-negatif kokobasil goriiniimiinde, oksidaz
negatif, katalaz pozitif, indol negatif, hareketsiz, genellikle nitrat negatif ve nonfermentatif
basillerden olusur (Murray ve ark 2002, Topcu ve ark 2008). Gram boyamada
dekolarizasyon zorlugu nedeniyle Gram pozitif olarak degerlendirilebilir. S tipi koloniler
olustururlar (Topgu ve ark 2008). Koloniler diizgiin, opak ve Enterobacteriaceae ailesinin
iyelerine gore daha kiigliktiir. Birgok sus MacConkey agarda renksiz veya hafif pembe
renkte koloniler olusturur (Murray ve ark 2002). Uremenin logaritmik fazinda 1-1.5x 1.5-
2.5 mm boyutlarinda basil, duraklama fazinsa ise kok seklinde, genellikle kokobasil ve
diplokok olarak goriildiigiinden Gram boyali preperatlarin incelenmesinde Haemophilus ve
Neisseria tiirleri ile karistirilabilir (Topgu ve ark 2008). Ilk izolasyonda ve bir giinliik taze
kiiltiirlerinde kokobasil formunda olup, subkiiltiirlerinde veya penisilinli ortamda

tirediklerinde gomak seklinde goriiliirler. Tiim suslar 30-35°C’de iirerler (Ustagelebi 1999).
2.1.1. Simiflandirma

Bu cins ilk olarak Neisseriaceae ailesinde iken giiniimiizde Moraxellaceae
ailesinde yer almaktadir. Acinetobacter cinsi iginde DNA-DNA hibridizasyon
calismalarina gore 25 adet DNA homoloji grubu (genom tiir) bulunmaktadir. Bunlardan
sadece 11’1 isimlendirilmistir (Murray ve ark 2002). A. calcoaceticus (genomik tiir 1),
A. baumannii (genomik tiir 2), A. haemolyticus (genomik tiir 4), A. junnii (genomik tiir 5),
A. johnsonii (genomik tiir 7), A. Iwoffii (genomik tiir 8) ve A. radioresistens (genomik tiir
12) disinda numaralandirilmis 14’ten fazla genomik tiir belirlenmistir (Topgu ve ark 2008).

Bu tiirlerden 1, 2, 3 ve 13 genom tiirleri, klinik laboratuvarda zor ayirt edildikleri igin



A. calcoaceticus-A. baumannii kompleks olarak tanimlanmislardir. Glikozu okside eden,
hemolitik olmayan suslarin birgogu A. baumannii, hemolitik olmayanlar A. Iwoffii,
hemolitik olanlar ise A. haemolyticus olarak tanimlanmistir (Murray ve ark 2002).
A.  johnsonii diger tirlerden 37 °C’de {reyememesi ile ayirt edilebilir.
Enterobacteriaceae’lerden anacrobik sartlarda tirememesi ve nitratlar1 rediikte etmemesi,
Neisseria ve Moreaxella’dan ise oksidaz negatif olmalar1 ile ayirt edilirler (Topgu ve ark

2008).
2.1.2. Dogal Ortamlar ve Klinik Onem

Dogada yaygin bulunurlar. insanda deri florasinda yer aldiklarindan klinik
orneklerden izole edilebilirler (Ustagelebi 1999). Nemli ve kuru ortamda yasayabilir,
gidalarda bulunabilirler (Murray ve ark 2002). Zaman zaman firsat¢i patojen bakteriler
olarak infeksiyon yaparlar. Katater uygulamasina bagli sistit ve piyelonefrit gibi
genitoliriner sistem infeksiyonlari, entiibasyon ve trakeostomi sonrasi olusan solunum
sistemi infeksiyonlari, cerrahi girisimlerden sonra goriilen menenjit gibi intrakraniyel
infeksiyonlar, yumusak doku infeksiyonlari sayilabilen firsat¢1 infeksiyonlardir (Ustagelebi
1999). Insanlarda en sik izole edilen tiir, 4. baumannii’dir. Bu mikroorganizmanin
antimikrobiyal ¢ogul diren¢ kazanma yetenegi, dig ortamda birgok yiizeyde canli kalma

kapasitesi, hastane infeksiyonlar1 agisindan 6nemini arttirmaktadir (Murray ve ark 2002).

2.1.3. Patogenez ve Viriilans

Cesitli faktorlerin 4. baumannii’nin viriilans potansiyeline katkida bulundugu
diistintiliirken 6zellikle dis membran proteinlerinin bir pargast olan OmpA’nin bu patojenin
hastaliga sebep olma potansiyeline onemli Olgiide katkida bulundugu saptanmistir.
A. baumannii OmpA konak hiicrenin mitokondrisine baglanir baglanmaz mitokondrinin
sismesine neden olarak mitokondiyal islev bozukluguna neden olur. Bu reaksiyon hiicrenin
apoptoizisine neden olur. Patojen iizerinde en bol bulununan yiizey proteini olan OmpA
kompleman direnci ve hem hiicre i¢inde hem de hiicre diginda bakteriyal yasamin devam
etmesini saglayan viriilans faktor biyofilm olusumu ile ilgilidir. A. baumannii’nin bu
biyofilm olusturma yetenegi olumsuz sartlar ve ortamlarda siirekli biiylimesine olanak
saglar. A. baumannii’nin cam ve yogun bakim {initelerinde kullanilan ekipmanlar gibi

cansiz ylizeylerde ve/veya epitelyum hiicreleri gibi canli ylizeylerde biyofilm olusturdugu



gosterilmistir. Biyofilm olusumumu kontrol eden en yaygin faktorler pili ve dis zar
proteinlerinin varligt ve makromolekiiler salgilardir. 4. baumannii belirli yiizeylere
tutunduktan sonra pili montaji ve biyofilm-iliskili protein (BAP) iiretiminin her ikiside
biyofilm olusumun baslamasini ve devam etmesini saglar. Pili cansiz yiizeylere
tutundugunda biyofilm yapilarinin gelismesini takip ederek mikrokolonilerin olusumunu
baslatir. BAP bakteri hiicrelerinin yiizeyinde mevcuttur ve cansiz veya canli ylizeylerde
olgun biyofilmi dengeleyerek biyofilmin biiylimesine ve olgunlagmasina katkida bulunur.
Metal katyonlar gibi ¢evresel etkenler biyofilm olusumunu kontrol etmede rol oynar,
A. baumannii’nin belirli ylizeylere tutunma yetenegini arttirir.

Viriilansa katli sagladigi gosterilen diger protenler fosfolipaz D ve C igerir.
Fosfolipaz D insan serumuna direngli oldugu icin 6nemli iken fosfolipaz C epitelyum

hiicrelerinde toksisiteyi arttirir (Howard ve ark 2012).

2.1.4. Antibiyotik Duyarhhg:

A. baumannii ampisilin, amoksisilin, 1. kusak sefalosporinlere dogal direnglidir

(Giir 2009).

Acinetobacter spp.’nin  bircok susuna karsi trimetoprim-sulfametoksazol,
imipenem, imipenem-silastatin, ampisilin-sulbaktam, tikarsilin-klavulanat, doksisiklin ve
kinolonlar etkili iken sefalotine etkisizdir, buna ragmen her klinik izolat i¢in duyarlilik
testinin yapilmast gereklidir. Acinetobacter tiirlerine kars1 karbapenemler hala en etkili
antimikrobiyaller ~ olarak  bilinmekle  birlikte, = karbapenem  direnci  giderek

yayginlagmaktadir (Murray ve ark 2002).

Acinetobacter’ler pek c¢ok antibiyotige direnglidir. Kinolonlar, piperasilin,
seftazidim, imipenem ve amikasin kombinasyonlarinin kullanimi tedaviye cevap

vermektedir (Ustacelebi 1999).
2.1.5. Tedavi

Karbapenemler, bazi florokinolonlar ve doksisiklin aktivitesini kaybettigi icin
Acinetobacter infeksiyonlarinin tedavisi duyarlilik testlerine gore kisiye 6zel olmalidir.

Imipenem-aminoglikozid ve beta-laktam/beta-laktamaz inhibitorii-aminoglikozid in vivo



olarak sinerjik bulunmustur. Ayrica kinolon ve amikasinde de sinerji gozlenmistir. Ciddi
Acinetobacter  infesiyonlarinin  tedavisinde laboratuvar antimikrobiyal duyarlilik
sonuclarina gére kombine tedavi kullanilabilir. Cogu antimikrobiyal direngli gram negatif
infeksiyonlar icin kemoterapotik yaklasim kapbapenem (imipenem ve meropenem)
kullanimin1 igermektedir fakat karbapenem direngli Acinetobacter giderek artan oranlarda
bildirilmektedir. Kolistin ve polimiksin B’ye direngli Acinetobacter izolatlar1 bildirilmistir.

(Doughari ve ark 2011).

Aminoglikozid ve tikarsilin veya piperasilin kombine tedavisi sinerjik olup ciddi
infeksiyonlarda etkili olabilmektedir. Coklu direncli Acinetobacter infeksiyonlarinda etkili

oldugu gosterilen diger bir antibiyotik kolistindir (Murray ve ark 2002).

2.1.6. Acinetobacter spp.’de Antimikrobiyal Diren¢ Mekanizmalari

Porinlerin  kaybi, beta-laktamaz Uretimi, disa atim pompalarinin artmis
ekspresyonu, antibiyotikleri degistiren enzimler, hedef boélge mutasyonlari, ribozomal
mutasyonlar veya degisiklikler, metabolik bypass mekanizmalar1 ve lipopolisakkaritteki
mutasyon, Gram negatif bakterilerde bilinen antibiyotik diren¢ mekanizmalaridir (Lee ve

ark 2011).

Acinetobacter tiirleri antimikrobiyal ajanlara intrinsik olarak Enterobacteriaceae
tirlerinden daha az duyarlidir. A.baumannii’de porinlerin sayis1 ve biiylikliigii daha az
oldugu i¢in diger Gram negatif basillerle karsilastirildiginda dig membran permeabilitesi

%S5 daha azdir (Lee ve ark 2011).

Biitiin bakteriler disa atim sistemlerine sahiptir. Disa atim pompalar1 yapisal olarak
farkli sinifta antimikrobiyalleri bakteri hiicresi disina atar. Diga atim pompalartyla atilan en
yaygin antimikrobiyaller makrolidler, tetrasiklinler ve kinolonlardir. Disa atim
pompalarinin asir1 yapimi direng diizeyini arttirir. Alt1 adet disa atim sistem ailesi arasinda,
Major Kolaylastiric1 Siiper Aile (Major Facilitator Superfamily, MFS) ve Diren¢ Nodiil
Hiicresi Ust Ailesi (Resistance-Nodulation-Cell Division, RND) A. baumannii’deki
antimikrobiyal direng ile ilgilidir. MFS’ye ait tet(A) tetrasiklin, tet(B) ise tetrasiklin ve
minoksiklin her ikisine direngten sorumludur. AdeM pompasi ¢ogul ilag ve Coklu Ilag ve

Toksik Bilesik Atim1 (Multidrug and Toxic Compound Extrusion, MATE) ailesindedir ve



norfloksasin, ofloksasin, siprofloksasin ve gentamisin direncinden sorumludur. AdeABC
3-komponent disa atim pompasinda AdeA membran fiizyon proteini, AdeB ¢ogul ilag
tasiyicist ve AdeC dis membran proteinidir. AdeABC pompast RND ailesine aittir ve
aminoglikozidler, beta-laktamlar, kloramfenikol, eritromisin ve tetrasiklin direncinden ve

azalmis florokinolon duyarliligindan sorumludur (Lee ve ark. 2011).

A. baumannii Gram negatif bakterilerin diger bir¢ok tiirlinde bulunan sefoksitine
karsi dogal direnci saglayan sefalosporinazi kodlayan intrinsik blaampc geni tasir.

Indiiklenebilen AmpC ekspresyonu 4.baumannii’de goriilmez (Lee ve ark. 2011).

2.1.6.1. Cogul ilaca Diren¢c (MDR)

Acinetobacter infeksiyonlarmin tedavisinde en ciddi giincel problem kazanilmig
MDR’dir. MDR birden fazla simif antimikrobiyal ajana karsi direnci saglayan direng
determinantinin bakteriyel aktarimina bagli olarak ortaya cikabili. MDR pompasi
bunlardan bir tanesidir. MDR c¢oklu diren¢ determinantlarinin aktarimina da bagl olabilir.

Acinetobacter hizl1 gelisen antibiyotik direncinin goriildiigii bir organizmadir (Lee ve ark.

2011).

Calismalarin birgogunda, MDR en az 3 farkli siniftaki antimikrobiyal ajana karsi
direngli olarak tanimlanmistir. Bu antibiyotikler aminoglikozidler, antipseudomonal
penisilinler, karbapenemler, sefalosporinler ve kinolonlardir. Nadir olarak kolistin,
ampisilin-sulbaktam  veya  tetrasiklinler = (doksisiklin ~ veya  minosiklin)  bu
antibiyotiklerdendir.  Biitlin  antibiyotiklere = direngli ~ (pandrug-resistant, PDR)
Acinetobacter’ler ise yukarida bahsedilen antimikrobiyallere ek olarak sulbaktam,

minosiklin veya doksisiklin ve tigesikline de direnglidir (Lee ve ark. 2011).
2.1.6.2. Aminoglikozid Direnci

Aminoglikozidler aerobik Gram negatif bakterilerde gelisen ciddi bakteriyel
infeksiyonlarin tedavisinde kullanilan 6nemli antibiyotiklerdir. Bununla birlikte bakteriler
plazmid  kaynakli  aminoglikozid  degistiren = enzimleri  (N-asetiltransferaz,
O-niikleotidiltransferaz, O-fosfotransferaz), kodlayan genleri kazanarak aminoglikozidlere
direngli hale gelirler. Aminoglikozid degistiren enzimleri kodlayan genlerin bircogu farkli
tirler arasinda diren¢ geninin hizli yayilimini saglayan transpozonlarla ilgilidir.

Transpozonlar ¢ogul dirence yol acan diger diren¢ determinantlarimi da tasiyabilir.



Kanamisin, gentamisin ve tobramisin direncini saglayan plazmidde kodlanan enzimlerin

baslicalar1 ile amikasin degisime ugramaz (Lee ve ark. 2011).

2.1.6.3. Florokinolon Direnci

Florokinolonlar ¢ok kullanilan genis spektrumlu antimikrobiyal ajanlardir. Bu sinif
antimikrobiyaller bakteriyal DNA replikasyonu i¢in gereken enzimler olan bakteriyel DNA
giraz ve DNA topoizomerazi inhibe eder. Kinolon direnci i¢in primer mekanizma hedef

enzimler; GryA ve ParC’deki degisimlerdir (Lee ve ark. 2011).

Plazmid aracilikli kinolon direnci bir¢ok Enterobacteriacea tiiriinde saptanmistir
(Martinez-Martinez ve ark. 1998), fakat gnrd 2008’de Cezayir’de cevre A. baumannii
izolatlarinda ilk kez bildirilmistir (Touati ve ark. 2008). gnr genleri florokinolona duyarl
olmayan vahsi tipi aciklamaz, fakat florokinolona direngli Enterobacteriaceae

mutantlarinin sec¢imi ile gergeklesen diisiik diizey direnci saglar (Lee ve ark. 2011).

2.1.6.4. Tetrasiklin ve Tigesiklin Direnci

Tetrasiklin ve diger derivelerine kars1 direng disa atim veya ribozomal koruma ile
saglanabilir. tet(4)’dan tet(E)’ye kadar olan genler tetrasikline spesifik disa atim
pompalarint kodlarlar ve Gram negatif basillerde siklikla saptanirlar. Bununla birlikte
tet(4) ve tet(B) determinantlart 4. baumannii’de de saptanmistir (Peleg ve ark. 2008).
Tet(A) tetrasikline kars1 direnci saglar ama minosikline diren¢ saglamaz. Tigesiklin yeni bir
glisilsiklindir ve minosiklinin tlirevidir, MDR A. baumannii i¢in tedavi secenegidir (Lee ve

ark. 2011).

2.1.6.5. Polimiksin Direnci

Polimiksinler (kolistin ve polimiksin B) hemen hemen tiim Gram negatif basillere
etkili polipeptit antimikrobiyal ajanlardir. Gram negatif basillerin hiicre membranlarina
baglanir ve membrani ¢ok gecirgen yaparak bakterinin Oliimiine yol agarlar. Kolistin
1940’larda bulunmustur fakat nefrotoksisite ve norotoksisitesinden dolay1 sistemik olarak

kullanilmamistir. Bununla birlikte son zamanlarda MDR Acinetobacter infeksiyonlarinin



tedavisinde artan oranlarda kullanilmaktadir. Enterobactericeae’deki polimiksin direncinin
mekanizmasi polimiksinlerin baglanmasini azaltan lipid A’nin modifikasyonudur. Kolistin
direncine yol acan lipid A’nin kaybi kolistin direngli klinik A. baumannii izolatlarinda da

gozlenmistir (Lee ve ark. 2011).
2.1.6.6. OXA Karbapenemazlar

OXA tip beta-laktamazlar molekiiler sinif D enzimlerdir (Bush ve Jacoby 2010). Ik
OXA tip karbapenemaz OXA-23 1985°te Iskocya’da izole edilen A. baumannii’de
saptanmistir (Brown ve Amyes 2006). blapxa»; geni tasimnabilir plazmid iizerinde
bulunmaktadir. 4 ana grup OXA karbapanemazlar OXA-23 benzeri, OXA-40 benzeri,
OXA-51 benzeri ve OXA-58 enzimleridir (Brown ve Amyes 2006). OXA-23 igeren A.
baumannii salgini ilk kez 2003 yilinda Kore’den bildirilmistir (Jeon ve ark. 2005).

2.1.6.7. Genisletilmis Spektrumlu Beta-laktamaz (GSBL)

A.baumannii’deki GSBL’ler ile ilgili ¢ok az calisma bulunmaktadir. italya’daki
TEM-92, Cin’deki SHV-12, Hollanda’daki TEM-116 ve SHV-12 iceren A. baumannii
suslariin  yayilmi  bildirilmistir  (Peleg ve ark 2008). CTX-M tipi GSBL
Enterobacteriaceae arasinda yaygindir. CTX-M-2, CTX-M-43, CTX-M-15 iceren ¢ok az
sayida Acinetobacter susu sirasiyla Japonya’dan, Bolivya’dan ve Hindistan’dan
bildirilmistir (Peleg ve ark 2008). Vietnam genislemis spektrumlu beta-laktamaz (VEB-1)
ilk kez Vietnam’l1 bir ¢ocuktan izole edilen E. coli’de saptanmistir (Peleg ve ark 2008).
VEB-1 iireten A. baumannii’nin yayilimi Fransa’dan sonra Belcika ve Arjantin’den
bildirilmistir (Peleg ve ark 2008). Pseudomonas genislemis diren¢ (PER) tip GSBL
1991°de Fransa’da saptanmustir. Acinetobacter izolatlarinda bir¢ok iilkede saptanmistir

(Peleg ve ark. 2008).
2.2. Metallo-beta-laktamazlar (MBL)

MBL bakteriler tarafindan ekstraselliiller veya periplazmik enzimler olarak
tretilirler. Metal baglama bdlgelerine sahiptir ve enzimatik kofaktdr olarak ¢inko

iyonlarina gereksinim duyarlar (Sacha ve ark. 2008).

MBL monobaktam, aztreonam disindaki tiim beta-laktamazlar1 hidrolize edebilen
molekiiler sinif B ve fonksiyonel sinif grup 3 beta-laktamazlardir (Bush ve Jacoby 2010)
(Cizelge 2.1).



Cizelge2.1. Beta-laktamazlarin siniflandirilmasi (Sacha ve ark. 2008)

Fonksiyonel Ambler Bush .
Ornekler Substratlar
Mekanizma simiflandirmasi (Gruplar)
Benzilpenisilin (penisilin), aminopenisilinler
Genis spektrumlu beta (amoksisilin, ampisilin), karboksipenisilinler
2a, 2b, 2¢ laktamazlar: TEM-1, TEM-2, (karboksipenisilin, tikarsilin), dar spektrumlu
SHV-1 sefalosporinler (sefzolin, seforoksim ve
digerleri)
Genigletilmis spektrumlu beta Genis spektrumlu beta laktamazlarin
2be laktamazlar (ESBL): TEM ve substratlari, kloksasilin, metisilin ve oksasilinin
SHV smifi substratlari
Diger: BES-1, GES/IBC ailesi,
Serin beta Simif A PER-1, PER-2, SFO-1, TLA-1, TEM ve SHV ailesinin substratlari ile ayni
laktamazlar penisilinaz VEB-1/2
TEM ailesi (TEM-30, TEM-31) TEM ve SHYV ailesi ile ayni
2br
IRT
e CTX ailesi Genisletilmis spekt_rumlu_ _beta le}ktamazlarm
substratlari, bazi enzimler i¢in sefepim
ap | Kambapenemastar: (kpC-1, Kpe- | CEER e T R apenerlr
2 ve KPC-3; GES-1, GES-2) ’ e P
(ertapenem, meropenem, imipenem)
Karbapenemazlar: IMP ailesi,
Metallo beta Simf B metallo 3a, 3b, 3¢ VIM ailesi, SPM-1, SPM-2, GIM- | Karbapenemaz sinif A’nin substratlari ile ayn1
laktamazlar beta laktamazlar
1, ve L1, CcrA
AmpC-tip: AAC-1, ACT-1, CFE-
Serin beta Siif C 1 1, CMY ailesi, DHA-1, DHA-2, Genisletilmis spektrumlu beta laktamazlarin
laktamazlar sefalosporinazlar FOX ailesi, LAT ailesi, MIR-1, substratlari, sefamisinler
MOX-1 ve MOX-2
. . - Dar spektrumlu grup substratlari, kloksasilin,
Smif D- 2d OXA ailesinin ¢ogunlugu metisilin ve oksasilin
Serin beta kloksasilin
laktamazlar hidrolize eden
enzimler (OXA) Diger OXA: OXA-23, OXA-27 IMP ailesi, VIM ailesi, SPM-1, SPM-2 ve GIM-
ve OXA-40, OXA-48 1 “in substratlar1 ile aym
Bilinmeyen 4 AVS-1 Herhangi bir fonksiyona veya molekiiler gruba

uymayan karigik veya tanimlanmamis enzimler
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2.2.1. Metallo-beta-laktamazlarin Siniflandirilmasi

MBL’ler ilk kez 1980 yilinda Ambler tarafindan saptanan smiflandirma
semasindaki serin beta laktamazlardan kategorize edilmistir (Ambler 1982). Bush 1989’da
MBL’leri fonksiyonel 6zelliklerine gore ii¢ gruba ayirmistir (Bush 1989). Bu sema 6ncelik
olarak substrat profillerine (6zellikle imipenem hidrolizi), EDTA duyarliliklarina ve serin
beta laktamaz inhibitorleri ile inhibe olup olmamalarina gore belirlenmistir. Bu sema
1995°te tekrar gozden gegirilmis ve 1997°de modifiye edilerek siniflandirilmistir (Bush ve
ark. 1995, Rasmussen ve Bush 1997).

Biitiin MBL’ler imipenemi hidrolize eder, ama bakterinin karbapenemlere karsi
hidroliz direng diizeyi ile iligkili olabilir veya olmayabilir (Massidda ve ark. 1991). Bu
siniflama bu enzimleri imipenem ve diger beta-laktam hidrolizine dayanarak alt gruplara
ayirmistir (Rasmussen ve Bush 1997). Grup 3a enzimleri genis spektrumlu aktivite
gosterir, grup 3b enzimleri karbapenemler i¢in Oncelikli aktivite gosterir ve grup 3c
enzimleri diger beta-laktamlarla karsilastirildiginda karbapenemleri zayif olarak hidrolize
eder. Bununla birlikte bu enzimler divalan katyonlar selate eden diger ajanlar gibi EDTA

tarafindan inhibe edilir (Rasmussen ve Bush 1997).

MBL’lerin standardizasyonunun sinif A beta laktamazlarin siniflandiriimasinda
kullanilan bir numaralandirma semasina dayanarak yapilmasi onerilmistir. Bununla birlikte
sinif B enzimlerinin smiflandirilmasi aminoasit sayilarindaki gesitlilikten dogan farkli
yapilar1 sebebiyle problemlidir (Galleni ve ark. 2001). Bu numalandirma semasi ¢inkoyu
koordine eden kalintilarin uyumuna dayanir. Bu sema yeni bulunan MBL’leri de igerecek

sekilde giincellenmistir (Walsh ve ark. 2005).

2.2.1.1. Kromozomal Kodlanan MBL’ler

Genellikle ¢evrede bulunan bazi bakteriler MBL tagir. Bir goriise gore bakteriler
zaman iginde beta-laktamlara veya beta-laktam benzeri bilesiklere maruz kalirlar ve bu
genleri ve trilinlerini kazanir ve devam ettirirler. Baska bir fikre gore ise bu enzimler
tamamen agiklanmis normal hiicresel fonksiyonu gergeklestirirler. Bu MBL genlerinin
bir¢ogu indiiklenebilir ve bunlar1 tasiyan bakterilerin biiyiik ¢ogunlugu beta-laktamlara
yiiksek direnclidir veya direngli hale gelebilirler. Bu organizmalar firsat¢1 patojenlerdir ve

S. maltophilia ve Bacillus anthracis disindakiler nadiren ciddi enfeksiyonlara sebep
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olurlar. Kromozomal olarak kodlanan MBL bakterileri; B. cereus (BC II) (Lim ve ark.
1988), Bacillus anthracis (Chen ve ark. 2003), S. maltophilia (L1) (Walsh ve ark. 1994),
Aeromonas  hydrophilia (ChpA) (Massidda ve ark. 1991), Chryseobacterium
meningosepticum (BlaB veya GOB-1) (Rossolini ve ark. 1999), Chryseobacterium
indologenes (IND-1) (Bellais ve ark. 2000), Legionella gormannii (FEZ-1) (Boschi ve ark.
2000), Caulobacter crescentus (Mbllb) (Simm ve ark. 2001), Myroides spp. (TUS-1,
MUS-1) (Mammeri ve ark. 2002), ve Janthinobacterium lividium (THIN-B) (Rossolini ve
ark. 2001) Flavobacterium johnsonieae (JOHN-1) (Naas ve ark. 2003) ve S. fonticola
(SFH-1)’dir (Saavedra ve aek. 2003).

Kromozomal enzimler siklikla serin beta laktamazlarla birlikte diizenlenir. Ornegin;
A. hydophila ve Aeromonas veronii bv. sobia her ikisi de penisilinaz, sefalosporinaz ve

MBL firetir. Benzer durum diger bakterilerde de bulunmustur (Walsh ve ark. 2005).
2.2.1.2. Tranfer Edilebilir MBL’lerin Genetik Diizeni

MBL genlerinin yayilimi1 genis spektrumlu sefalosporinler veya karbapenemlerin
bolgesel tiiketimi ile belirlendigi diistintilmektedir (Lee ve ark. 2003, Lombardi ve ark.
2002). GIM-1 gibi IMP ve VIM tipini kodlayan genlerin hepsi degil ama bir¢cogu simf 1
integronlardaki gen kasetleri seklinde bulunur (Castanheira ve ark. 2004, Lauretti ve ark.
1999, Poirel ve ark. 2001, Poirel ve ark. 2000, Senda ve ark. 1996, Yamazoe ve ark. 1999).
IMP MBL genleri de sinif 3 integronlar tizerinde bulunmustur (Arakawa ve ark. 1995,
Collis ve ark. 2002).

Aminoglikozid ve beta-laktam diren¢ genlerini tagiyan gen kasetleri bir integrondan
digerine serbestge hareket edebilirken tek baslarina bir organizmadan digerine heraket
edemezler, plazmid ve transpozonlar gibi diger genetik elementlerin yardimina ihtiyag
duyarlar (Bennett 1999). MBL genlerinin biiylik bir kismi1 genellikle 120 ve 180 kb
biiyiikliigiindeki plazmidler iizerinde bulunurlar (Walsh ve ark. 2005).

Biittin MBL’ler integronlar veya transpozonlarla ile ilgili degildir. blagpm-1’in
genetik igeriginin tek oldugu ve Salmonella enterica serovar Typhimurium ile yakindan
ilgili olan genler ile baglantili oldugu ve bir integron veya transpozon ile ilgili olmadigi
gosterilmistir (Toleman ve ark. 2002). [lging olarak blasm.1 ve etrafindaki genler hareketli
genomik patojenite adasinin bir parcasidir ve yaklasik olarak 180 kb’lik bir plazmid

tizerindedir. Salmonella patojenite adalar1t SXT bolgeleri olarak adlandirilan diger hareketli
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elementler ile de ilgili olan hareketli yaygin bolgelerle ilgilidir. Bu bolgeler SXT’ye bagh
diren¢ elementlerini 300 kat arttirdiginda bakteriler filorokinolonlara maruz kaldiginda

gosterilen bakteriyel stres altinda hareket edebilir (Beaber ve ark. 2004, Iwanaga ve ark.

2004).

MBL’nin karbapenem hidrolize etme aktivitesi ¢ok giicliidiir. Klinikte imipenem
kullanilmaya basladiktan sonra IMP-tipi ve VIM-tipi MBL {ireten Gram negatif basiller
sirastyla Japonya’da ve Italya’da goriilmiistiir (Peleg ve ark 2008). Ik kez saptanan MBL,
Kore’de P. aeruginosa’da 1995 yilinda saptanan VIM-2dir ve sonra 1998°de yilinda VIM-
2 ve IMP-1 Acinetobacter tirlerinde saptanmistir (Lee ve ark. 2002, Yum ve ark. 2002).
Birgok MBL i¢inde sadece IMP, VIM ve SIM tipleri Acinetobacter tiirlerinde saptanmistir
(Lee ve ark. 2011). Degisik MBL tiplerinin diinyadaki dagilimi sekil 2.1°de gosterilmistir.

@ O @
o O g0
oe® 0 00
e00 o
@. @0
@]
o@ o @
Q [} o
@600
@ VP
@ vim L X ]
O sPm e
= Yal o e
©siM
@AM
@ KHM
@ NDM
O DIM

Sekil 2.1. Farkli metallo-beta-laktamaz tiplerinin Diinya’daki dagilimi (Cornaglia ve ark. 2011).
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2.2.1.2.1. IMP Tipi MBL’ler

[k hareketli MBL’ler Japonya’da 1988 yilinda GN 17203 P. aeruginosa susunun
tespitiyle belirlenmistir. Bu diren¢ genleri diger Pseudomonas suslarina kolaylikla hareket
edebilen aktarilabilir bir konjugatif plazmid iizerinde bulunmustur. Ayni gen ¢ yil sonra
Japonya’da Okazaki’de Aichi Hastanesinde bir idrar yolu infeksiyonundan izole edilen
Serratia marcescens Tn9106 susunda bulunmustur. Ayni1 gen 2 y1l sonra Okazaki sehrine
yakin bulunan Anjyo sehrindeki bir hastaneden S. marcescens AK9373 susundan
karaterize edilmistir. Bu IMP-1 geni (blawp.1) aac(6’)Ib-benzeri gene komsu olan siif 3
integron icindedir ve biiylik bir plazmid (120 kb) iizerinde bulunmustur (Walsh ve ark.
2005).

Daha sonraki yillarda farkli cografik bolgelerde yapilan ¢aligmalar IMP-1 geninin
farkli kokenlerde goriildiigiinii bildirmistir (Ito ve ark 1995, Senda ve ark 1996). blanp.
geni tastyan bu izolatlarin imipenem minimal inhibitdr konsantrasyon (MIK) degerleri test
edildiginde sonuclarin 2 pg/ ml’den 128 pg/ ml’e kadar c¢esitlilik gosterdigi tespit
edilmistir (Walsh ve ark. 2005).

Japonya’da MBL pozitif olan Shigella flexneri, S. marcescens, P. aeruginosa ve
Alcaligenes spp. kokenlerinde IMP-1’ in {i¢ mindr varyantlar1 olan IMP-3, IMP-6 ve
IMP-10 tespit edilmistir. IMP-3’te iki amino asit IMP-1’den farklhidir ve S. flexneri
izolatinda tespit edilmistir. Bu ayni amino asit farkliligi IMP-1’den farkli olarak sadece
penisilin G ve piperasiline karsi degil ayni zamanda imipeneme benzeyen yliksek
meropenem hidrolizini de azaltan IMP-6’da da gozlenmistir (Yano ve ark 2001, Walsh ve

ark. 2005).

blapnp-19 geni bir P. aernginosa izolatinda plazmid aracili bulunurken bir diger
P. aeruginosa ve bir Achromobacter xylosoxidans izolatinda kromozomal aracili olarak
bulunmustur. blanp.10 geni 49. pozisyonda bulunan valin yerine fenilalaninin gelmesinden
sorumlu olan tek bir baz degisikligi nedeniyle blapp.; geninden farklidir (Walsh ve ark.

2005).

blappo 1997°de 1ta1ya’da, blapps 1998°de Portekiz’de goriilmiistiir. blapp, geni
IMP-1 ile ilgili olarak 36 amino asit, blapp.s geni ise 17 amino asit farkliligina sahiptir ve

her ikisi de genetik baglanma agisindan farklidir (Walsh ve ark. 2005).
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IMP-12 P. putida klinik izolatinda 2000 yilinda Varesse’de (italya) goriilmiistiir ve
blapp.12 50 kb biylikliigiinde aktarilamayan plazmid {izerinde bulunmustur. IMP-12
IMP-1’den farkli 36 amino asite sahiptir ve penisiline kars1 zayif aktivite gosterir.
blaIMP-13 Roma’da bir P. aeruginosa izolatinda bulunmustur ve IMP-1’den farkli 19

amino aside sahiptir ve kromozomal olarak kodlanir (Walsh ve ark. 2005).

IMP-1 son zamanlarda Ingiltere’de A. junnii ve A. baumannii izolatlarinda
bulunmustur (Towner ve ark 2002, Tysall ve ark 2002). IMP-1 Kanada’da P. aeruginosa
izolatinda (Gibb ve ark 2002), IMP-4 Hong Kong’ta Acinetobacter spp.’de bulunmustur
(Chu ve ark 2001). IMP-4 IMP-1°den 10 farkli, IMP-2’den 27 farkli amino asit tasir
(Walsh ve ark. 2005).

IMP-7 Kanada’daki iki hastanede P. aeruginosa salginina sebep olmustur. Daha
sonra IMP-7 geni 1999°da Malaysia’da karbapenem direncli P. aeruginosa izolatinda

bulunmustur (Walsh ve ark. 2005).

2.2.1.2.2. VIM Tipi MBL’ler

Kazanilmis MBL’lerin ikinci dominant gurubu VIM tipi enzimlerdir. VIM-1 ilk
olarak Italya'daki Verona sehrinde bir P. aeruginosa izolatinda tanimlanmis. Bu klinik
izolat 1997 yilinda bulunmustur ve piperasilin, seftazidim, imipenem ve aztreonam iceren
beta laktamlara direnclidir. blaymn.; geni simif 1 integron icinde bir gen kasedi olarak
tamamlanmistir. Bu integron siif 1 integronlara 6zgii bir gen ve blayp; gen kasedinin

yani sira aminoglikozid direncini kodlayan aacA4 gen kasedini tagir (Walsh ve ark. 2005).

Daha sonra blayn.; geni Verona’da Achromobacter xylosoxidans izolatinda
bulunmustur (Riccio ve ark 2001). Bu izolat karbapenem igeren tiim beta-laktamlara
direncli ve smif 1 integronlar1 tasiyan 30 kb’lik konjugatif olmayan plazmid tasidigi
mustur (Walsh ve ark. 2005).

VIM-1 Italya’da P. putida izolatinda, Yunanistan’da E. coli ve baz1 K. Pneumoniae
izolatlarinda bulunmustur. Benzer bir VIM-1 pozitif K. Pneumoniae izolatt Fransa’da
tespit edilmistir. Bu enterobakteriler arasindaki karbapenem diren¢ diizeyi degisken

bulunmustur (Walsh ve ark. 2005).
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blaym-» 11k olarak 1996’da bir hastanin kan kiiltiirtindeki P. aeruginosa izolatinda
bulunmustur (Poirel ve ark 2000). Bu izolat seftazidim, sefepim ve imipenem iceren ¢ogu
beta laktamlara direngli fakat aztreonama duyarli olarak tespit edilmistir (Walsh ve ark.

2005).

VIM-2 iireten P. aeruginosa izolatlar1 Italya ve Yunanistan’da bulunan iki
tiniversite hastanesindeki salginin kaynagi olarak bulunmustur. VIM-2 iireten P.
aernginosa izolatlari ayrica Japonya, Giiney Kore, Portekiz, Ispanya, Polonya, Hirvatistan,
Sili, Venezuella, Arjantin, Belcika ve son zamanlarda ABD’de goriilmiistiir. Ayrica VIM-2
Taiwan’da Citrobacter freundii, Giiney Kore’de S. marcescens ve Enterbacter cloacae
izolatlarinda belirlenmistir. Son zamanlarda VIM-2 ve VIM tipinin ¢esitli varyanlar1 olan

VIM-3 Taiwan’da P. aeruginosa izolatinda bulunmustur (Walsh ve ark. 2005).

VIM-4 Larissa (Yunanistan)’da P. aeruginosa izolatinda tespit edilmistir. Daha

sonra karbapenem direncli VIM-4-iireten P. aeruginosa izolat1 isve¢’te bulunmustur.

VIM-5 bes amino asit fakliligt ile VIM-1’den farklidir ve Tiirkiye’de
P. aernginosa’da tespit edilmis, VIM-6 ise Singapur'da 2 P. putida’da gosterilmistir
(Walsh ve ark. 2005).

En son VIM tipi beta laktamaz VIM-7’dir ve karbapenem dire¢nli P. aernginosa’da

Texas’ta gosterilmistir (Toleman ve ark 2004).

2.2.1.2.3. SPM-1 Tipi MBL’ler

Bu enzim ilk olarak 1997 yilinda Sao Paullo (Brezilya)’da P. aeruginosa 48-1997A
izolatinda bulunmustur. Bu izolat kolistin hari¢ biitiin standart anti-gram-negatif

antimikrobiyallere son derece direng¢li bulunmustur (Walsh ve ark. 2005).

blaspyi’in  genetik igerigi benzersizdir sole ki; yaygin bolgesel elementlerle
dogrudan iliskilidir ve transpozon veya integronlarla ilgili degildir. Ilging sekilde blaspm
genleri 6zdes olmalarina ragmen bu yaygin elementler Brezilya’nin farkli bolgelerinden
toplanan P. aeruginosa suslarinda farkli bulunmustur (Toleman ve ark. 2002, Walsh ve

ark. 2005).

IMP-1 ve VIM-1 gibi SPM-1"de 6zellikle klavulanik asit veya aztreonam etkili bir
sekilde hizrolize edemez (Walsh ve ark 2005).
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2.2.1.2.4. GIM-1 Tipi MBL’ler

Bu enzim 2002 yilinda Almanya’da bir bolgedeki bes farkli hastada P. aeruginosa
izolatinda bulunmus ve GIM-1 (Alman imipenemaz) olarak adlandirilarak yeni bir sinif B
beta laktamaz oldugu bildirilmistir. Bu bes izolat sadece polimiksin B’ye duyarl

bulunmustur (Walsh ve ark. 2005).

GIM-1’in amino asit dizilimi IMP varyantlari olan IMP-6 ile %43,5, IMP-1 ve
IMP-4 ile %43, VIM varyantlarindan VIM-7 ile %31,2, VIM-1, VIM-4 ve VIM-5 ile
%28,8 ve SPM-1 ile sadece %28 benzerlik gostermektedir. GIM-1 temel ¢inko baglama
motifi; histidin-X-histidin-X-aspartik asit’e (HXHXD) sahiptir ve aktif bolgesinde iki
¢inko atomu igerdigi gosterilmistir (Walsh ve ark 2005).

2.2.1.2.5. SIM-1 Tipi MBL’ler

SIM-1 2003-2004 yillarinda Gliney Kore’nin Seul sehrindeki bir hastanenin cesitli
boliimlerindeki ayaktan hastalardan izole edilen yedi A. baumannii izolatinda tespit
edilmistir. Bunlarin t¢ili bir kiime olustururken geri kalanlari arada sirada goriilen
(sporadik) vakalarla iliskilendirilmistir. SIM-1 igeren izolatlar imipenem ve meropenem
icin nispeten diisiik MIK (8-16 pg/mL) degerleri gostermis ve bu kokenlerin bir MDR
fenotipine sahip olduklar1 saptanmistir. SIM-1-ve IMP tipi MBL’ler arasinda %64-69
arasinda bir amino asit benzerligi bulunmustur. 2003-2004 yillarinda ayni hastaneden
toplanan %17°si MBL iireticisi olan 1234 karbapenem direngli P. aeruginosa ve A.
baumannii klinik izolatlarinin tiimii ya blapp.; ya da blayim.; tastyicist olarak bulunmustur

(Maltezou 2009).

2.2.2. MBL’lerin Biyokimyasi

MBL’ler ve serin beta laktamazlarin her ikiside beta-laktam halkasindaki amid
bagimi keserek beta-laktamlara karsi direng saglarlar (Frere 1995). MBL’ler ¢inko
iyonlarin1 koordine eden aktif bolgelerin mimari yapisini belirleyen farkli amino asit seti
sergiler. Cinko iyonlar1 genellikle hidroliz i¢in gerekli iki su molekiiliinii koordine eder
(Wang ve ark 1999). Cinko baglayan motifin prensibi birgok MBL’de yaygin olan sinif B2
enzimlerinden farkli olarak HXHXD’dir. Istisnalar hari¢ tercih edilen metal ¢inkodur ve

birgok MBL aktif bolgesinde iki ¢inko iyonunu diizenlerken siif B2 enzimleri tek ¢inko
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iyonu takimidir (Rasmussen ve Bush 1997). Hidrolizin mekanizmas1 aktif bolgeye yonelir
ve c¢inko-bagli su/hidroksitler tarafindan beta-laktam bagini polarize eder (McManus-

Munoz ve Crowder 1999, Spencer ve ark 2001, Wang ve ark 1998).

MBL’nin hidroliz mekanizmas1 komplekstir ve bir MBL’den digerine degisir
(Spencer ve ark 2001). MBL’nin kristal yapisinin agiklamasi katalitik mekanizmalarini
daha anlasilir kilmigtir. MBL’ler bir digeri ile %25’den daha az ayni amino asit tasir.
Birgok MBL degisken olan ve baglanmayi ve beta-laktam substratlarin hidrolizini
kolaylastirdig1 diisiiniilen bir halkaya sahiptir. Beta-laktamazlarin aksine MBL’ler c¢ok
genis spektrumlu aktivitelerine yardimci olan ve bir¢ok beta-laktam substratina uyabilen

genis aktif bolge girintisi olustururlar (Walsh ve ark 2005).

Zayif substrat olarak siklikla kullanilan klavulanik asit ve sulbaktam gibi serin
inhibitorlerin etkilerini engellemezler (Page 1999, Page 2002). Ilging olarak MBL’lerin hig
biri aztreonami hidrolize etmez. MBL inhibitorii olarak diisiiniilebilecegi tartigilmaktadir.
Substrat i¢in enzimin afinitesi K, olarak bilinir. K, katalitik etkinligini gosteren degerdir
(Walsh ve ark 2005). Bu enzimler aym ozellikleri ve aktif bdlge yapisi gdstermesine
ragmen beta-laktamlar1 baglama ve hidroliz etme yetenekleri farklidir. Bunun en iyi 6rnegi
yapisal olarak cok benzeyen VIM-1 ve VIM-2 arasindaki farkliliktir. VIM-2 beta-
laktamlart VIM-1’den daha siki baglar ve benzil penisilin, ampisilin, piperasilin,
mezlosilin, tikarsilin, sefalotin, sefoksitin, sefotaksim, seftazidim, sefpirom, moksalaktam
ve meropenem i¢in diisiik K, degerleri gosterirler. En belirgin istisna imipenemdir. VIM-1
1,5 mM, VIM-2 10 mM K., degerine sahiptir (Docquier ve ark 2003). Bununla birlikte
VIM-1 bir¢ok beta-laktami (piperasilin, azlosilin, tikarsilin, sefaloridin, sefalotin,
sefuroksim, sefotaksim, seftazidim, sefpirom ve meropenem) VIM-2’den daha fazla

hidrolize eder (Walsh ve ark 2005).

2.2.3. Metallo-beta-laktamaz1 Saptama Yontemleri

Karbapenemaz iireten bakterilerin hizli ve dogru tespiti, uygun antimikrobiyal
tedavi se¢imi infeksiyon kontrol 6nlemleri i¢in ¢ok dnemlidir. Baz1 direng genlerini tasiyan
suslarda karbapenem MIK degerleri direngli kabul edilen sinirin altinda olabilir. Bu
nedenle, karbapenem duyarliliginda azalmanin belirlenmesi karbapenem direncinin

tespitinde klinik olarak 6nemlidir.
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Karbapenemaz iireten mikroorganizmalarin  karbapenem MIK degerleri
karbapenemaz enzim tipine, diizeyine ve bakterinin tiiriine gore degisiklik gosterebilir.
Ayrica GSBL ve AmpC gibi beta-laktamazlarin {iretimi, azalmis permeabilite ve atim

pompasi gibi diger diren¢ mekanizmalarinin varligina bagli olarak cesitlilik gosterebilir.

Karbapeneme direngli suslarin tespitinde broth mikrodiliisyon ve agar diliisyon
yontemleri, disk difiizyon, E-test ve otomatize yontemlerden ¢ok daha yiiksek duyarlilik
gostermektedir (Budak ve ark 2012).

2.2.3.1. Fenotipik MBL Saptama Yontemleri
2.2.3.1.1. Kombine Disk Testi

Karbapenemazlara 6zgiin inhibitorlerin ilavesiyle karbapenemaz aktivitesinin in
vitro olarak belirlenmesi tanida yardimci bir yontemdir (Budak ve ark. 2012). Simf A
karbapenemazlar i¢in boronik asit (3 aminofenil boronik asit), sinif B metallobeta-
laktamazlar i¢cin EDTA ya da dipikolinik asidin karbapenemaz aktivite inhibitorii olarak
kullanilmas1 birgok ¢alismada onerilmistir (Patel ve ark. 2009, Cohen Stuart ve ark. 2010).
Bununla beraber ticari, hazir elde edilebilir olmamasi ve sonuglarin agiklanmasi igin bir

giine daha ihtiya¢ duyulmasi nedeniyle rutin olarak kullanilmamaktadir.

EDTA ve boronik asit gibi karbapenemaz aktivite inhibitorlii kombine diskler ile
karbapenemaz aktivitesini belirlemek icin ¢esitli ¢aligmalarda farkli konsantrasyonlarda
inhibitér kullanilmigtir. Temelde test i¢cin 0,5 McFarland bulanikliginda standardize
edilmis bakteri siispansiyonundan MHA plagina ekilerek, inhibitér uygun ¢oziiciisii
igerisinde hazirlanir. Hazirlanan ¢ozeltiden test edilmek istenen karbapenem disklerine
ilave edilerek kombine diskler olusturulur. On alti-on sekiz saatlik inkiibasyondan sonra
kombine olan karbapenem diski ile kombine olmayan disk inhibisyon zon caplari
karsilastirilir. Inhibisyon zon caplarinda 5 mm ve daha fazla artis olmasi1 karbapenemaz

iiretimi acisindan anlamli kabul edilir (Budak ve ark. 2012).

Enterik bakterilerde EDTA kombine disk yontemi, MBL E-test uygulamasi,
karbapenemlere diisik MIK degerleri s6z konusu ise yorumlamada giicliiklere neden

olabilir. Sadece MBL E-test, EDTA kombine disk yontemi gibi fenotipik yontemlerle
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metallo-beta-laktamaz aktivitesi varliginin belirlenememekte, kesin olarak tanimlamak i¢in

molekiiler yontemlerle dogrulamak gerekmektedir (Budak ve ark 2012).

2.2.3.1.2. Cift Disk Sinerji Testi (CDST)

MBL saptanmasi ¢aligmalarinda imipenem ve seftazidim disklerinin etilen diamin
tetra asetik asit (EDTA), 2-merkaptopropionik asit (2-MPA), sodyum merkaptoasetik asit
(SMA) emdirilmis disklerle yapilan cift disk sinerji testleri kullanilmaktadir. Bunlar;
imipenem (IMP)-EDTA, IMP-MPA, seftazidim (CAZ)-MPA, CAZ-SMA ve
IMP-EDTA-SMA cift disk sinerji testleridir (Albayrak 2008).

Amagc imipenem inhibisyon zonunun EDTA varliginda genisleyip genislemedigini
tesbit edip MBL pozitif bakteriyi tanimlamaktir. imipenem diski ve merkezinden 10 mm
uzaga daha once hazirlanan bos disk yerlestirilerek yapilan testtir. Bos disk iizerine EDTA
eklendikten sonra imipenem diski inhibisyon zonunun EDTA eklenmis bos diske dogru

genislemesi sinerjistik inhibisyon zonu olarak degerlendirilir (Tetik 2008).

2.2.3.1.3. Modifiye Hodge Testi

Karbapenemaz aktivitesini gosteren uygulanmasi kolay fenotipik yontemlerden bir
digeri Modifiye Hodge testi (MHT)'dir. Bu test Klinik Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii
(CLSI) tarafindan en az bir genis spektrumlu sefalosporin alt grubundaki antibiyotiklerden
(6rn. sefoperazon, sefotaksim, seftazidim, seftizoksim ve seftriakson) birine direng veya
karbapenem MIK degerlerinde yiikselme ve inhibisyon zon caplarinda azalma olmasi
halinde 6nerilmekteydi. Son giincelleme ile karbapenem inhibisyon zon gaplari ve MIK
degerlerinin belirlenmesi yeterli kabul edilmektedir. Ancak rutin olarak diliisyon
yontemlerinin ¢aligilamadigi laboratuvarlarda KPC, OXA ve MBL gibi enzimlerin hepsini
birden tespit edebilmesi ve uygulamasi kolay bir test oldugu icin kullanigh bir yontem

olarak one ¢ikmaktadir (Budak ve ark 2012).

0,5 McFarland standardina uygun olarak hazirlanan E. coli ATCC 25922
siispansiyonlar1 1/10 oraninda Mueller Hinton buyyonda seyreltildikten sonra Mueller

Hinton Agar (MHA) plagima ekilir. Ertapenem (10 pg), meropenem (10 pg) disklerinden
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biri plak merkezine yerlestirilir. 10 puL’lik bir 6ze ile 18-24 saatlik kiiltiirlerden iiretilmis
olan test bakterisi alinarak diskin kenarindan disar1 dogru 20-25 mm uzunlugunda diiz bir
cizgi seklinde ekilir ve plaklar etiivde 18-20 saat inkiibe edildikten sonra degerlendirilir.
Inkiibasyon sonrasinda inhibisyon zonunda yonca yapragi seklinde bozulmanin olmasi
MBL pozitif olarak kabul edilir (CLSI, 2012). MHT CLSI kilavuzuna gore %95-100
oraninda duyarlidir. Ancak KPC, MBL ve OXA enzimlerinin ayirimini ortaya koyamamasi
nedeniyle epidemiyolojik olarak kullanisl bir test degildir ve 6zgiilliigi diistiktiir. GSBL
ya da AmpC iireten suslarla azalmis ya da kaybolmus porin salimimi yalanci pozitif
sonuglara neden olabilir. Rutin olarak diliisyon yontemlerinin calisgilamadigi
laboratuvarlarda KPC, OXA ve MBL gibi enzimlerin hepsini birden tespit edebilmesi ve
uygulamasi kolay bir test olmasi nedeniyle kullanigh bir yontem olarak 6ne ¢ikmaktadir

(Budak ve ark 2012).

2.2.3.1.4. Enzim Ekstraksiyonu Uygulamasi

Karbapenemaz aktivitesini belirlemede bir diger fenotipik yontem enzim
ekstraksiyonu uygulamasidir. Bakteriden sonikasyon yontemiyle elde edilen enzim
karbapenem diski {iizerine eklenerek enzim igeren kombine diskler olusturulur. 0,5
McFarland standardina uygun hazirlanan E. coli ATCC 25922 siispansiyonlar1 hazirlanan
MHA plagna iizerine enzim igeren kombine karbapenem diski ve kombine olmayan
karbapenem diski yerlestirilir. 35°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra enzim iceren diskin
inhibisyon zon ¢apinda enzim igermeyen diskin inhibisyon zon ¢apina gore 2 mm ve daha
fazla azalma olmasi karbapenemaz iiretimi agisindan anlamli kabul edilir (Budak ve ark

2012).

Karbapenem direncinden siiphe edildiginde cesitli fenotipik yontemler 6nerilmekle
birlikte bu direncin karbapenemaz aracili olup olmadig1 her zaman ayirt edilemeyebilir. Es
zamanlh diger diren¢ mekanizmalariyla karbapenem MIK degerleri yiikselebilir. Bu
nedenle sadece fenotipik yontemlerle karbapenemaz aktivitesi belirlenmeye calisildiginda

yalanci pozitif sonuclar elde edilebilir (Budak ve ark 2012).
2.2.3.1.5. E Test Yontemi

Test edilecek bakterinin 0,5 McFarland bulanikligindaki siispansiyonu MHA
plaklarina yayildiktan sonra MBL E Test stripleri plak {izerine yerlestirilerek etiivde 18-20
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saatlik inkiibasyona birakilir. Bu siire sonundaki imipenem-EDTA MIK degeri ile
imipenem MIK degerine bakilir. IPM/IPM-EDTA MIK degerinin 8 ve iizerinde olmasi
MBL iireten bakteri susu olarak degerlendirilir (Sesli-Cetin ve ark 2009, Behera ve ark
2008, Walsh ve ark 2002).

2.2.3.1.6. Kombine Disk Diffiizyon Yontemi

Taze kiiltiir pasajlarindan saf olarak elde edilen bakterilerin 0.5 McFarland
bulanikliginda siispansiyonu MHA plaklarina yayildiktan sonra plak icerisine iki tane
imipenem (10 pg) diski diskler aras1 uzaklik 22 mm olacak sekilde yerlestirilir. imipenem
disklerinden birinin iizerine daha 6nceden hazirlanmis olan 0,5 M EDTA soliisyonundan
10 ul eklendikten sonra 35°C’de 18-20 saat inkiibasyon sonunda inhibisyon zon c¢aplari
Olciilerek degerlendirilir. EDTA soliisyonunun eklendigi imipenem/EDTA diskinin
inhibisyon zonu tek basina imipenem diski zon ¢apindan >7 mm ise MBL pozitif olarak

kaydedilir (Sesli-Cetin ve ark 2009, Yong ve ark 2002).

2.2.3.1.7. Mikrodiliisyon Yontemi

Imipenem MIK degeri standart mikrodiliisyon ydntemiyle belirlenir. Daha sonra
MIK degeri EDTA ya da fenantrolin eklenerek tekrar belirlenir. Bu iki deger
karsilastinildiginda MIiK degerleri arasindaki 8 kat azalmanin varhigi MBL pozitif olarak
degerlendirilir (Migliavacca ve ark 2002).

2.2.3.2. Genotipik MBL Saptama Yontemleri

Karbapenemazlarin tesbit edilmesinde genotipik yontemler de kullanilmaktadir.
Genotipik yontemlerin fenotipik yontemlere gore duyarliligi daha yiiksektir. Bakterinin
karbapenemaz geni tasiylp tasimadigini, enzimi ve tipini polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) yontemi ile saptamak olasidir. DNA problari kullanilarak da bu direng genleri tesbit
edilebilir. Molekiiler yontemlerin altin standardi ise dizi analizi, protein analizi ve
klonlama yontemleridir (Aktas 2012). Bu yontemlerin avantaj ve dezavantajlar ¢izelge

2.2°de gosterilmistir (Walsh ve ark 2005).
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Cizelge 2.2. Metallo beta laktamazlarin saptanmasinda kullanilan molekiiler yontemler (Walsh ve ark 2005)

Test Avantajlar Dezavantajlar
o Yapilmasi kolay, gen i¢in Tiirevleri ayirt edemez,
IMP, VIM, vs genleri i¢in PZR | ¢zgiil yeni tiirevler saptayamaz
Her gen ailesi i¢in prob
DNA problari Ozgiil, emek-yogun gerektirir, tlirevleri ayirt
edemez

Emek-yogun, verilerin
Molekiiler altin standart yorumu deneyim
gerektirir

Klonlama ve dizi analizi

Genotipik dogrulama, PZR ile karbapenem diren¢ genlerinin belirlenmesinden
olusur. Yeni varyantlarin artmis sayilari ile genlerin yiiksek cesitliligi nedeniyle, negatif
genotipik sonu¢ alinan suslarin da referans laboratuvarlarina gonderilerek ileri genotipik

dogrulama yapilmasi 6nerilmektedir (Budak ve ark. 2012).
2.2.4. MBL Pozitif Olan Gram Negatif Bakterilerin Infeksiyonlarinin Tedavisi

Klinik olarak birgogu belirgin MBL iiretenler P.aeruginosa ve Acinetobacter spp.
ve daha az olarak Enterobacteriaceae tiyeleridir. S. maltophilia da kilinik olarak 6nemli
iken MBL tasiyicilifi saptanabilir. Boylece genis spektrumlu beta-laktamazlar birgok
antibiyotik sinifina dogal dirence sahip bakteri tiirlerinde tanimlanir. Bu tiirler
sefalosporinaz eksprese eder, etkili disa atim pompalarina sahiptir ve bir¢cok hidrofilik
molekiillere karsi1 diisik dis membran permeabilitesine sahiptirler. Bodylece direng
mekanizmalariin bir arada bulunmasi sonucunda MDR kolaylikla bu tiirlerde gézlenebilir.
MBL ler ile tek sorun genis spektrumlu direng profili sergilemeleridir. Ayrica MBL genleri
aminoglikozid direng genleri gibi diger antibiyotik diren¢ determinantlarini kodlayan
genler ile birlikte plazmidler {izerinde bulunabilir. Bu MBL pozitif suslar genellikle beta-
laktamlara, aminoglikozidlere ve florokinolonlara direnglidir. Buna ek olarak genellikle

polimiksinlere duyarl kalirlar (Walsh ve ark 2005).
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MBL pozitif izolatlar ile insan infeksiyonlarinin siirveyansi yapilmamistir. Bundan
dolay1 bu infeksiyonlarmmin uygun tedavisi hala bilinmemektedir. VIM-2 pozitif P.
aeruginosa izolat1 ile olusturulan pnémoni infeksiyonu hayvan modeli kullanarak ytiksek
dozda aztreonamin bakteriyel yiikii azalttig1 ve faydali bir ila¢ olabilecegi gdsterilmistir.
Metalloenzim inhibitorleri invitro kullanilabilmelerine ragmen, hastalar1 tedavi etmek igin
herhangi MBL inhibitorii yoktur. Aminoglikozidler gibi diger antibiyotik molekiillerinin
etkisi sinirhidir (Walsh ve ark. 2005).

Tek terapdtik alternatif polimiksinlerin uygulanmasi olabilir. Polimiksinler daha
onceden diisiiniildiikleri gibi toksik degildir (Markou ve ark. 2003). Bu molekiiller
monoterapide kullanilmamalidir ve MIK metodlar1 ile aminoglikozidlerin MiK lerinini
hizli saptanmast aminoglikozid molekiilii segmede yardimei olabilir. Ayrica rifampin ¢ogul
ilaca direncgli P.aeruginosa infeksiyonlarmin tedavisinde bir segenek olabilir (Walsh ve

ark. 2005).

MBL iireticilerinin yayilimi teropétik Oliimiin sonlanmasina neden olabilir.
Hastalardan MBL iireten gram negatif bakteriler izole edildiginde bu hastalar yogun bakim
ve onkoloji iiniteleri gibi klinik servislere alindiginda o servisteki diger hastalar da MBL
tireten bakteriler ile kolonizasyon agisindan takibe alinmalidir. Erken saptama bu MDR

izolatlarin yayilmasini dnleyecek ve tedavide yardimer olacaktir (Walsh ve ark. 2005).

Hastanede MBL pozitif izolatlarin varlig1 sadece teropdtik bir sorun degildir,
infeksiyon kontrol ¢alismalart i¢in de onemlidir. MBL pozitif izolat bulunan hastalar
yiiksek riskli olarak belirlenmeli ve uygun izolasyon 6nlemleri alinmalidir. Gerekirse hasta
ile temas halinde olan klinisyenler ve diger saglik calisanlari tibbi hasta formlar

doldurularak uyarilmalidir (Walsh ve ark. 2005).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Bakteri Kokenleri

Mart 2009-Haziran 2012 tarihleri arasinda Mustafa Kemal Universitesi Saglik
Uygulama ve Arastirma Hastanesi Merkez Laboratuvart Bakteriyoloji boliimiine

gonderilen klinik 6rneklerden izole edilen 150 Acinetobacter spp. kokeni ¢alismaya dahil

edildi.

Kontrol suslar1 olarak Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve A. baumannii
ATCC 19606 kullanildi. PZR yontemi i¢in daha once baska bir ¢alismada kullanilan
IMP-1 ve VIM-2 igeren pozitif kokenler kullanildi (Tiirkdagi 2012).

Antibiyotik duyarliliklart Vitek 2 otomatize sistem (bioMerieux, Fransa) ile
saptanmis olan bu Acinetobacter kokenleri saf koloniler seklinde izole edildikten sonra
%20 gliserin igeren Triptik Soy Buyyon (TSB) besiyerine ekilerek derin dondurucuda
(-70°C’de) saklandi. Calisilacagi zaman kokenlerin Eosin Methylene Blue (EMB)

(BioM¢érieux, Fransa) agar besiyerine ardigik giinlerde pasajlar1 yapildi.

3.2. Bakterilerin Klinik Orneklerden izolasyonu, Tammlanmasi ve Antimikrobiyal

Duyarhhiklarinin Belirlenmesi

Acinetobacter spp. kokenlerinin tanimlanmasinda EMB agarda karakteristik koloni
goriiniimii, oksidaz enziminin olmamasi, TSI agar besiyerinde glukozu, laktoz ve sukrozu
fermente etmemesi Ozellikleri aragtirildi. Tim kokenlerin tanimlanmasi ve antimikrobiyal

duyarliliklar1 Vitek 2 (BioMérieux, Fransa) otomatize sistem ile yapildu.
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3.3. Calismada Kullanilan Gerecler

3.3.1. EMB Agar

Satic1 firmadan hazir olarak temin edilen toz halindeki besiyerinden (BioMérieux,
Fransa) 36 g tartilip 1000 ml distile suda eritildikten sonra, 121°C’de 15 dakika sterilize
edildi. Yaklasik 50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra besiyeri dokuz cm capindaki steril
petrilere her petride 20 ml besiyeri olacak sekilde dagitildi.

3.3.2. Mueller-Hinton Agar Besiyeri

Satic1 firmadan hazir olarak temin edilen toz halindeki besiyerinden (Merck,
Almanya) 34 g tartilip, 1000 ml distile suda eritildikten sonra, 121 °C’de 15 dakika
sterilize edildi. Yaklasik 50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra besiyeri dokuz cm ¢apindaki
steril petrilere her petride 20 ml besiyeri olacak sekilde dagitildi.

3.3.3. Mueller-Hinton Broth Besiyeri

Satic1 firmadan hazir olarak temin edilen toz halindeki besiyerinden (Merck,
Almanya) 21 g tartilip 1000 ml distile suda eritildikten sonra, 121 °C’de 15 dakika sterilize
edildi. Yaklasik 50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra steril cam tiiplere 10-12 ml dagitildu.

3.3.4. Triptik Soy Buyyon

Satic1 firmadan hazir olarak temin edilen toz halindeki besiyerinden (Merck,
Almanya) 30 g tartilip 1000 ml distile suda eritildikten sonra, 121 °C’de 15 dakika sterilize
edildi. Yaklasik 50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra 200 ml gliserin eklendi. Steril
ependorf tiiplere her tlipte bir ml olacak sekilde dagitildi.

3.3.5. Triple Sugar Iron Agar

Satic1 firmadan hazir olarak temin edilen toz halindeki besiyerinden (Merck,
Almanya) 32 g tartilip 1000 ml distile suda eritildikten sonra, 121 °C’de 15 dakika sterilize
edildi. Yaklasik 50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra steril cam tiiplere 10-12 ml dagitildi.
Yatik olarak katilastirildi.
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3.3.6. Fosfat Tamponlu Su (FTS)

8 g NaCl (Merck, Almanya), 0.2 g KCI (Merck, Almanya), 0.24 g KH,P04 (Merck,
Almanya) ve 1.44 g Na,HPOs (Merck, Almanya) tartilip bir balon jojeye konuldu ve
sollisyon 1000 ml'ye tamamlanacak sekilde {lizerine distile su eklendi. Kimyasal maddeler
distile su i¢inde ¢oziildiikten sonra pH 7.4'e ayarlandi. Soliisyon 121 °C'de 15 dakika

sterilize edildi ve kullanilincaya kadar +4°C'de saklandi.

3.3.7. Agaroz Jel

Agaroz jelin hazirlanmasinda TBE (Tris/Borate/EDTA) tamponu kullanildi. TBE
(10X) (Fermentas, ABD) soliisyonundan 0.5X TBE olacak sekilde distile su ile diliie
edildi. 2 g agaroz (Sigma, ABD) tartilarak 100 ml'lik bir erlenmayere konuldu, 100 ml
0.5X TBE tamponu eklendi (% 2’lik agaroz). Mikrodalga firinda 3-5 dk kaynatildi. 10
mg/ml’ik etlidyum bromid (Merck, Almanya)'den 10 pl ilave edildi. Elektroforez taraklari
jel dokme kabina, tabandan bosluk kalacak sekilde ayarlanarak yerlestirildi. Yaklasik
60 °C'ye kadar sogutulan agaroz jeli, jel kabina dokiiliip donmasi i¢in oda sicakliginda 30

dk bekletildi. Taraklar dikkatlice ¢ikartilarak jel kullanima hazir hale getirildi.

3.4. MBL Varhginin E-Test Yontemiyle Saptanmasi

Acinetobacter spp. kdkenlerinde metallo-beta-laktamaz varliginin arastirilmasi igin
E-test yontemi ireticisinin tarifine uygun olarak yapildi. Kokenlerin EMB agar
besiyerindeki 24 saatlik kolonilerinden 4-5 koloni alinip Mueller Hinton Broth (MHB)
besiyerine ekilerek 37 °C’de 1-1,5 saat inkiibe edildi. Bakteri silispansiyonlar:t 0.5
McFarland bulanikligina ayarlandi ve MHA besiyerine steril ekiivyon yardimiyla her tarafa
esit olacak sekilde yayildi. Besiyeri yiizeyi kuruduktan sonra petrilerin ortasina bir tarafina
imipenem (IP) (4-256 pg/ml) diger tarafina imipenem (1-64 pg/ml)-EDTA (IPI)
emdirilmis E-test stripleri (BioMerieux, Fransa) steril bir sekilde yerlestirilerek 37 °C’de
18-24 saat inkiibe edildi. IP/IPI zonlarinin oran1 >8 olan kdkenler MBL pozitif olarak
degerlendirildi. MBL pozitif bulunan bir kdken ile negatif bulunan bir kdken sirasiyla
Sekil 3.1 ve Sekil 3.2°de gosterilmistir.
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Sekil 3.1. E test yontemiyle MBL pozitif bulunan bir kdken.

Sekil 3.2. E test yontemiyle MBL negatif bulunan bir kdken.
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3.5. PZR Yontemi ile MBL Genlerinin Varhgimin Arastirilmasi

3.5.1. DNA izolasyonu

Bakterilerin DNA izolasyonu ticari DNA ekstraksiyon kiti (High Pure PCR

Template Preparation Kit) (Roche, Almanya) ile {ireticisinin tarifine uygun olarak yapildi.
DNA Ekstraksiyon Kit Igerigi:
1. Doku Lizis Tamponu, 20 ml
2. Baglama Tamponu, 20 ml
3. Proteinaz K
4. Inhibitér Uzaklastirict Tampon, 33 ml
5. Yikama Tamponu, 20 ml
6. Ellisyon Tamponu, 40 ml
7. Filtreli Tiipler (100 adet)
8. Toplama Tipleri (2 ml'lik 400 adet)
Proteinaz K: distile flakon su ile 4,5 ml ekleme yapilarak ¢oziildii.
Inhibitor: Uzaklastirict Tampon: 20 ml %95°1ik etanol ile ¢oziildii.
Yikama Tamponu: 80 ml %95°1ik etanol ile ¢oziildii.
EliisyonTamponu: 70 °C’ ye 1sitild1.

Her tiipe 200 pl FTS koyuldu. Bunun igine 7-8 bakteri kolonisi eklendi. 3000
devirde 5 dk santrifiij edildikten sonra iistteki siipernatant kisim dokiildi. Tiipiin dibinde
kalan pelletin iizerine 6nce pipetaj yaparak 200 pul FTS daha sonra 5 pl lizozim (Merck,
Almanya) eklendi ve onceden 37 °C’ye ayarlanan 1s1 blogunda 15 dakika inkiibe edildi.
Dana sonra dncelikle 200 pl baglama tamponu sonrasinda pipetaj yaparak 40 pl proteinaz

K eklendi. 70°C’ye ayarlanan 1s1 blogunda 10 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda 100 ul
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isopropanol (Sigma, ABD) eklendi ve siispanse edildi. Siispansiyon filtreli toplama
tiplerine aktarildi ve 8000 devirde 1 dk santrifiij edildikten sonra toplama tiipleri
degistirildi. Yeni tiiplere 500 pl inhibitér uzaklastirici tampon eklendi ve 8000 devirde 1
dk santrifiij edildikten sonra toplama tiipleri degistiridi. Bu toplama tiiplere 500 pl yikama
tamponu eklendi ve 8000 devirde 1 dk santrifiij edildi. Toplama tiipleri degistirildi ve bu
degisen tiiplere tekrar 500 pl yikama tamponu eklenerek 8000 devirde 1 dk santrifiij
edildikten sonra tekrar toplama tiipleri degistirilerek 13000 devirde 10 sn santrifiij edildi.
Toplama tiipleri temiz kapakli ependorflara alindiktan sonra 6nceden 1s1 blogunda 70°C’de
5-10 dk 1sitilmig olan eliisyon tamponundan 200 pl eklendi, 8000 devirde 1 dk santrifiij
edildi. Boylece toplama tiiplerindeki sivi ependorfa alindi ve toplama tilipleri atild.

Ependorflarda siispanse halde bulunan DNA’lar ise -20°C’de kullanilincaya kadar saklandi.

3.5.2. IMP ve VIM Tipi Genlerin Amplifiye Edilmesi
3.5.2.1. IMP-1 Genlerinin Amplifiye Edilmesi

IMP-1 geninin amplifikasyonu Shita ve ark (2003)’nin belirttigi primerler
kullanilarak tarif ettikleri PZR yontemiyle yapildi (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 IMP-1 geni i¢in pzr yonteminde kullanilan primer dizisi

Uriin (Baz ¢ifti)
Gen Primer (5'—3") (bg)

F1 (5’-ACC GCA GCA GAG TCT TTG CC-3’)
blal]v[p_l 587
R1 (5’-ACA ACC AGT TTT GCC TTA CC-3’)

PZR karisimi 25 pl total hacimde 16,5 pl distile su, 2,5 pl PZR tamponu (10X),
1,5ul MgCl, (25 mM) (Fermantas, ABD), 1 ul ANTP (10 mM) (Fermantas, ABD), her bir
primerden 1 pl (25 pmol), 0.5 pl Taq polimeraz (5U/ul ) (Fermantas, ABD) ve 1 ul kalip
DNA olacak sekilde hazirlandi. Amplifikasyon programi 95 °C’de 5 dakika, toplam 40
siklus olacak sekilde 95 °C’de 1 dakika denatiirasyon, 53 °C’de 1 dakika baglanma,
68 °C’de 1 dakika uzama, son siklusu takiben 68 °C’de 5 dakika son uzama iglemi yapildi.
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3.5.2.2. IMP-2 Genlerinin Amplifiye Edilmesi

IMP-2 geninin amplifikasyonu Shita ve ark (2003)’nin belirttigi primerler
kullanilarak tarif ettikleri PZR yontemiyle yapildi (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2 IMP-2 geni i¢in PZR yonteminde kullanilan primer dizisi ve biiyiikligii

Uriiniin biiyiikliigii

Gen Primer (5'—3") (b¢)
¢

F2 (5°-GTT TTA TGT GTA TGC TTC C-3°)

blal]v[p_z 678
R2 (5’-AGC CTG TTC CCA TGT AC-3’)

PZR karigimi 25 pl total hacimde 18,25 pl distile su, 2,5 ul PZR tamponu (10X),
1,5ul MgCl, (25 mM) (Fermantas, ABD), 0,5 ul ANTP (10 mM) (Fermantas, ABD), her bir
primerden 0,5 pl (25 pmol), 0.25 pl Taq polimeraz (5U/ul ) (Fermantas, ABD) ve 1 pl
kalip DNA olacak sekilde hazirlandi. Amplifikasyon programi 95 °C’de 5 dakika, toplam
40 siklus olacak sekilde 95 °C’de 1 dakika denatiirasyon, 50 °C’de 1 dakika baglanma,
68 °C’de 1 dakika uzama, son siklusu takiben 68 °C’de 5 dakika son uzama iglemi yapildi.

3.5.2.3. VIM-1 Genlerinin Amplifiye Edilmesi

VIM-1 geninin amplifikasyonu Tsakris ve ark. (2000)’nin belirttigi primerler
kullanilarak tarif ettikleri PZR yontemiyle yapildi (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3 VIM-1 geni i¢cin PZR yonteminde kullanilan primer dizisi ve biiyiikliigii

Uriiniin biiyiikliigii

Gen Primer (5'—3") (be)
¢

F3 (5’-AGT GGT GAG TAT CCG ACA G-37)

blav1M_1 261
R3 (5’-ATG AAA GTG CGT GGA GAC-3")
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PZR karisimi 25 pl total hacimde 17,5 ul distile su, 2,5 ul PZR tamponu (10X), 2ul
MgCl; (25 mM) (Fermantas, ABD), 0,5 ul ANTP (10 mM) (Fermantas, ABD), her bir
primerden 0,5 pl (25 pmol), 0.5 pl Taq polimeraz (5U/ul ) (Fermantas, ABD) ve 1 pl kalip
DNA olacak sekilde hazirlandi. Amplifikasyon programi 95 °C’de 5 dakika, toplam 40
siklus olacak sekilde 95 °C’de 1 dakika denatiirasyon, 50 °C’de 1 dakika baglanma,
72 °C’de 1 dakika uzama, son siklusu takiben 72 °C’de 5 dakika son uzama iglemi yapildi.

3.5.2.4. VIM-2 Genlerinin Amplifiye Edilmesi

VIM-2 geninin amplifikasyonu Poirel ve ark. (2000)’nin belirttigi primerler kullanilarak
tarif ettikleri PZR yontemiyle yapildi (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. VIM-2 geni i¢in PZR ydnteminde kullanilan primer dizisi ve biiytikligi

Uriiniin
Gen Primer (5'—3) buyiikligii
(be)

F4 (5°-ATG TTC AAA CTT TTG AGT AAG-3’)
bla\/]]v[_z 801
R4 (5’-CTA CTC AAC GAC TGA GCG-3")

PZR karisimi 25 pl total hacimde 16,5 ul distile su, 2,5 pul PZR tamponu (10X),
1,5ul MgCl, (25 mM) (Fermantas, ABD), 1 ul ANTP (10 mM) (Fermantas, ABD), her bir
primerden 1pl (25 pmol), 0.5 pl Taq polimeraz (5U/ul ) (Fermantas, ABD) ve 1 pl kalip
DNA olacak sekilde hazirlandi. Amplifikasyon programi 95 °C’de 5 dakika, toplam 40
siklus olacak sekilde 95 °C’de 1 dakika denatiirasyon, 53°C’de 1 dakika baglanma,
68°C’de 1 dakika uzama, son siklusu takiben 68 °C’de 5 dakika son uzama islemi yapildi.

3.5.3. Amplifiye Edilen Gen Uriiniiniin Gosterilmesi

Amplifiye edilen PZR {irtinleri DNA marker (50-1000 b¢) (Fermantas, ABD) ile
birlikte, elektroforez tankinda (Wealtec, Elite 300 Plus, ABD) bulunan 0.5X TBE

32




(Fermentas, ABD) tamponu ic¢indeki %?2'lik agoroz jele 10 ul PZR firiinti, 3pul yiikleme
boyast (6X) (Fermantas, ABD) ile karistirilarak yiiklendi. 200 Volt'da 18 dakikalik
elektroforez isleminden sonra goriintileme cihazinda (WealtecDolphin-View, ABD)
incelendi. IMP-1, IMP-2, VIM-1, VIM-2 genleri i¢in sirastyla 587, 678, 261, 801 bg’lik
gen triinlerinin varlig1 yoniinden degerlendirildi (Sekil 3.3, 3.4, 3.5, 3.6).

IMP-1 DNA Marker
IMP-1 Pozitif Kontrol IMP-1
Negatif 587 be Negatif

Sekil 3.3. IMP-1 geninin PZR yontemiyle incelenmesi
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Negatif

IMP-2 DNA Marker IMP-2
Negatif

7

Sekil 3.4. IMP-2 geninin PZR yontemiyle incelenmesi

VIM-1 DNA Marker VIM-1
Negatif

l Negatif

o

Sekil 3.5. VIM-1 geninin PZR ydntemiyle incelenmesi
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VIM-2 VIM-Z_ DNA Marker
Pozitif Kontrol Negatif
801 he

% 600b¢
500 bg

Wl 400 bg
"= 300b¢
250bg

200bg

150 bg

100b¢

50bg¢

i

e — —

f)

Sekil 3.6. VIM-2 geninin PZR yo6ntemiyle incelenmesi

3.6. istatistiksel Analiz

Veriler SPSS 13 paket programinda analiz edildi. Siirekli degiskenler normal
dagilim ve varyanslarin esitligi yoniinden incelendi. Gruplar arasi karsilagtirmalarda
stirekli degiskenler i¢cin Mann-Whitney U testi, isimsel degiskenler i¢in ki-kare testi

kullanildi. Anlamlilik sinir1 olarak 0,05 kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen Acinetobacter spp. kokenlerinin izole edildigi 6rneklerin
cogunlukla Dahili Yogun Bakim (%32,7), Cerrahi Yogun Bakim (%22), Ortopedi ve
Travmatoloji (%10), Dahiliye (%6,7) ve Beyin Cerrahi (%6) kliniklerinden gonderildigi
tespit edildi. Kdkenlerin izole edildigi o6rneklerin gonderildigi klinikler Cizelge 4.1°de

gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Kokenlerin izole edildigi 6rneklerin gonderildigi klinikler

KLINIKLER N %

Dahili Yogun Bakim 49 32,7
Cerrahi Yogun Bakim 33 22

Ortopedi ve Travmatoloji 15 10

Dahiliye 10 6,7
Beyin Cerrahi 9 6

Goglis Hastaliklar 8 5,3
Dermatoloji 7 4,7
Genel Cerrahi 4 2,7
Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 3 2

Cocuk cerrahisi 2 1,3
Kardiyoloji 2 1,3
Enfeksiyon Hastaliklar 2 1,3
Plastik ve Rekonstriktif Cerrahi 2 1,3
Fiziksel Tip ve Rehabilitasyon 1 0,7
Kadin Hastaliklar1 ve Dogum 1 0,7
Noroloji 1 0,7
Uroloji 1 0,7
Toplam 150 100
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Kokenlerin 51’inin (%34) balgam, 23’tiniin (%]15,3) yara, 22’sinin (%14,7) trakeal
aspirat, 20’sinin (%13,3) idrar, 19’unun (%12,7) kan, 11’inin (%7,3) abse, 2’sinin (%1,3)
plevra sivist ve 2’sinin (%1,3) beyin omirilik sivis1 (BOS) 6rneklerinden izole edildigi

tespit edildi (Sekil 4.1).

M Balgam
W Yara

B Tr. Asp
W idrar

H Kan

H Abse

BOS

%14,7 %15,3 I Plevra sivisi

Sekil 4.1. Acinetobacter kdkenlerinin izole edildigi drnekler

Calismaya dahil edilen Acinetobacter spp. kokenlerinin 141’inin  (%94)
A. baumannii 9’unun (%6) 4. Iwofii, oldugu tespit edildi.

Calisilan Acinetobacter spp. kokenlerinin en duyarli olduklar1 antibiyotikler
gentamisin (%41,3), amikasin (%36,7), imipenem (%25,3), trimetoprim/sulfametaksazol
(%23,3), meropenem (%21,3), sefepim (%16,7), piperasilin/tazobaktam (%16), seftazidim
(%16), levofloksasin (%15,3) ve seftriakson (%8) olarak belirlendi. Orta duyarli olan
kokenler direngli kabul edildiginde elde edilen duyarlilik ve direng oranlar1 Sekil 4.2de

gosterilmistir.
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Sekil 4.2. Kokenlerin antibiyotiklere direng ve duyarlilik oranlari

CRO: Seftriakson, LEV: Levofloksasin, CAZ: Seftazidim, PTZ: Piperasilin/tazobaktam, FEP:
Sefepim, MEM: Meropenem, SXT: Trimetoprim/sulfametaksazol, IMP: imipenem, AK: Amikasin, GN:

Gentamisin

Acinetobacter spp. kokenlerine karsi bazi antibiyotiklerin otomatize sistem ile
belirlenen MIK degerleri Cizelge 4.2°de gosterilmistir. Bu sonuglara gdre gentamisin
MiKs, degerleri (bakterilerin en az %50’sine etkili olabilmek icin gereken MIK degerleri)
ve MIKg degerleri (bakterilerin en az %90’ina etkili solabilmek igin gereken MIK
degerleri) duyarlilik sinir1 i¢inde kalan higbir antibiyotik saptanmadi (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Otomatize sistem ile Acinetobacter spp. kdkenlerine karsi bazi antibiyotiklerin MIK degerleri

MIK 5o MiKy *MIK Aralig1

Sinir degerler
Antibiyotik png/ml pg/ml pg/ml
Imipenem <4->16 >16 >16 <1->16
Meropenem <4->16 > 16 >16 <0,25->16
Amikasin <16->64 > 64 > 64 <2->64
Seftazidim <8->32 > 64 > 64 <1->64
Seftriakson <8->64 > 64 > 64 <l1->64
Sefepim <8->32 > 64 > 64 <l->64
Gentamisin <4->16 8 > 16 <1->16
Levofloksasin <2->8 >8 > 8 <0,12->64
Trimetoprim/

<2/38->4/76 >16/304 | >16/304 | <1/19->16/304
sulfometaksazol
Piperasilin/

<16/4->128/4 > 128/4 > 128/4 <4/4->128/4
tazobaktam

*MIK araligi: Bizim ¢aligmamizdaki kokenlerin MK aralig

Calismaya dahil edilen 150 Acinetobacter spp. kdkeninin 67’sinde (%44,7) E test
yontemiyle MBL {iretiminin oldugu, 83’tinde (%55,3) MBL iiretiminin olmadig1 tespit
edildi. Caligmaya dahil edilen A. baumannii kokenlerinin 64 (%45,4)’linde, A. Iwoffii
kokenlerinin ise 3 (%33,3)’tinde MBL iiretimi saptandi. Kokenlerin tiir dagilimi Cizelge

4.3’te gosterilmistir.
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Cizelge 4.3. Calismaya dahil edilen Acinetobacter kdkenlerinin tiir dagilima.

Metallo-beta-laktamaz Toplam
Tiir Negatif Pozitif (%)
n % n %
A. baumannii 77 54,6 64 45,4 141 (100)
A. Iwoffii 6 66,7 3 33,3 9 (100)
Toplam 83 55,3 67 44,7 150 (100)

MBL pozitiflik orant en fazla Dahili Yogun Bakim (%63,2) ve Cerrahi Yogun
Bakim (%438,5) servislerinden gonderilen 6rneklerden izole edilen kdkenlerde tespit edildi.
MBL pozitif ve negatif kdkenlerin izole edildikleri hasta 6rneklerinin gonderildigi servisler

Cizelge 4.4’te gosterilmistir.
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Cizelge 4.4 MBL pozitif ve negatif kdkenlerin izole edildikleri hasta 6rneklerinin gonderildigi servisler

Metallo-beta-laktamaz

Klinikler Negatif Pogitif Toplam (%)
n % n %
Beyin Cerrahi 6 66,7 3 33,3 9 (100)
Cerrahi Yogun Bakim 17 51,5 16 | 48,5 33 (100)
Cocuk cerrahisi 1 50 1 50 2 (100)
Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar 3 100 0 0 3 (100)
Dahiliye 8 80 2 20 10 (100)
Dermatoloji 6 85,7 1 14,2 7 (100)
Dahili Yogun Bakim 18 36,7 31 63,2 49 (100)
Enfeksiyon Hastaliklar1 1 50 1 50 2 (100)
Fiziksel T1p ve Rehabilitasyon 1 100 0 0 1 (100)
Genel Cerrahi 3 75 1 25 4 (100)
Gogiis Hastaliklar 5 62,5 3 37,5 8 (100)
Kardiyoloji 2 100 0 0 2 (100)
Kadin Hastaliklar1 ve Dogum 1 100 0 0 1 (100)
Noroloji 1 100 0 0 1 (100)
Ortopedi ve Travmatoloji 9 60 6 40 15 (100)
Plastik ve Rekonstriktif Cerrahi 1 50 1 50 2 (100)
Uroloji 0 0 1 100 1 (100)
Toplam 83 55,3 67 | 44,7 150 (100)

MBL pozitiflik oran1 kan (%63,2), balgam (%56.9), idrar (%40), abse (%36.4),
trakeal aspirat (%31,8) ve yara (%26,1) o6rneklerinden izole edilen kdkenlerde daha fazla

saptandi (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5. MBL pozitif ve negatif kdkenlerin izole edildikleri klinik drneklerin dagilimlar.

Metallo-beta-laktamaz
Klinik Ornek Negatif Pozitif Toplam (%)
n % n %
Balgam 22 | 43,1 | 29 | 56,9 51 (100)
Trakeal Aspirat 15 | 682 | 7 | 31,8 22 (100)
Yara 17 | 739 | 6 | 26,1 23 (100)
Idrar 12 60 8 40 20 (100)
Kan 7 36,8 | 12 | 63,2 19 (100)
Abse 7 63,6 | 4 | 36,4 11 (100)
Plevra Sivisi 2 100 | O 0 2 (100)
Beyin Omirilik Sivisi 1 50 1 50 2 (100)
Toplam 83 | 55,3 | 67 | 44,7 150 (100)

MBL pozitif bulunan 67 kokenin 64 tanesi (%95,5) piperasilin/tazobaktam, 64
tanesi (%95,5) seftriakson, 63 tanesi (%94) meropenem, 63 tanesi (%94) seftazidim, 62
tanesi (9%92,5) sefepim, 60 tanesi (%89,5) imipenem, 58 tanesi (%86,5) levofloksasin, 56
tanesi (%83,5) trimetoprim/sulfametaksazol, 40 tanesi (%59,7) gentamisin ve 34 tanesi
(%50,7) amikasine diren¢li bulundu. MBL pozitif olan kdkenler imipenem (p<0,001),
meropenem  (p<<0,001),  seftazidim  (p=0,001), gentamisin  (p=0,005) ve
piperasilin/tazobaktama (p=0,001) daha direncli bulundu. Ayrica MBL negatif olan
kokenler levofloksasin (p=0,000) ve sefepime (p=0,007) daha duyarli bulundu. E test ile
saptanan MBL varlig1 ile antibiyotiklere karsi duyarlilik arasindaki iliski Cizelge 4.6

gosterilmistir.
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Cizelge 4.6. E test ile saptanan MBL varligi ile antibiyotiklere kars1 duyarlilik arasindaki iligki

Metallo Beta Laktamaz

Duyarlilik Toplam
Antibiyotik Negatif Pozitif P
durumu* (%)
n % n %
R 48 | 444 | 60 | 55,6 | 108 (100)
Imipenem I 2 50 2 50 4 (100) <0,001
S 33 | 86,8 5 13,2 | 38(100)
R 53 [ 457 63 | 543 | 116(100)
Meropenem I 1 50 1 50 2 (100) <0,001
S 29 | 90,6 3 9.4 32 (100)
R 38 | 52,8 | 34 | 47,2 | 72(100)
Amikasin I 10 | 43,5 | 13 | 56,5 | 23(100) 0,220
S 35 1 63,7 20 | 36,3 55 (100)
R 58 48 63 52 121 (100)
Seftazidim I 4 80 1 20 5(100) 0,001
S 21 | 87,5 3 12,5 | 24 (100)
R 62 (49,2 | 64 | 50,8 | 126 (100)
Seftriakson I 12 | 100 0 0 12 (100) 0,001
S 9 75 3 25 12 (100)
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Cizelge 4.6. E test ile saptanan MBL varligi ile antibiyotiklere karsi duyarlilik arasindaki iligki (devami)

Antibiyotik Duyarlilik Metallo Beta Laktamaz
Toplam
durumu® Negatif Pozitif p
(%)
N % n %

R 61 | 496 | 62 | s04 | 123(100)
Sefepim I 1| 50 1 50 | 200y | 0007

S 21 84 4 16 25 (100)

R 31 43,7 40 56,3 71 (100)
Gentamisin I 8 47,1 9 52,9 17 (100) 0,005

S 44 71 18 29 62 (100)

R 60 50,8 58 49,2 | 118 (100)
Levofloksasin | 2 22,2 7 77,8 9 (100) 0,000

S 21 91,3 2 8,7 23 (100)
Trimetoprim/ R 59 51,3 56 48,7 | 115(100)

0,072

sulfametaksazol S 24 68,6 11 314 35 (100)

R 60 48,4 64 51,6 | 124 (100)
Piperasilin/

I 2 100 0 0 2 (100) 0,001
tazobaktam

S 21 87,5 3 12,5 24 (100)

*R: Direngli, I:Orta duyarli, S: Duyarli
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PZR yontemiyle kdkenlerde arastirilan IMP-1, IMP-2, VIM-1 ve VIM-2 genlerinin
hicbiri tespit edilemedi.

Calismaya dahil edilen tiim kokenlerin izole edildigi 6rnekler, geldigi klinikler, E
test yontemi ile saptanan MBL varligt ve otamotize sistem ile belirlenen imipenem,
meropenem, amikasin, seftazidim, seftriakson, sefepim, gentamisin, levofloksasin,
trimetoprim/sulfametaksazol ve piperasilin/tazobaktama karsi antibiyotik duyarlilik

durumlarn Cizelge 4.7°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.7. Kokenlerin izole edildigi tarih, materyal, materyallerin gonderildigi klinik, tiirii metallo beta laktamaz varlig1 ve antibiyotik duyarliliklar:

Antibiyotik Duyarhiliklari

Izolat Gelc'ligi Protokol Servig* Materyal Tiir MBL**

No tarih No IMP | MEM | AK | CAZ CRO | FEP | GN | LEV | SXT | PTZ
1 06.2012 919566 B.Cerrahisi | Balgam A. baumannii negatif S S S S 1 S S S S S
2 06.2012 932318 DYB Balgam A.lwoffii pozitif S S S S S S S I R S
3 04.2012 879774 DYB Balgam A. baumannii pozitif R R R R R R R R R R
4 05.2012 911408 B.Cerrahisi Yara A. baumannii negatif R R S R R R S S R R
5 06.2012 926499 Enfeksiyon Yara A. baumannii negatif R R S R R R R I R R
6 04.2012 888472 DYB Balgam A. baumannii negatif S S S R R R S R R R
7 06.2012 937466 Enfeksiyon Idrar A. baumannii pozitif R R 1 R R R 1 R R R
8 06.2012 945791 DYB Balgam A. baumannii pozitif R R R R R R R R R R
9 04.2012 882390 B.Cerrahisi Idrar A. baumannii pozitif R R S R R R R R R R
10 06.2012 938659 | Dermatoloji Yara A. baumannii negatif S S S S R S S S R S
11 02.2012 856893 DYB Kan A. baumannii pozitif R R R R R R R R S R
12 04.2012 878059 Plastik Yara A. baumannii pozitif R R S R R R S S R R
13 06.2012 946035 CYB Balgam A. baumannii negatif R R S R R R R R R R
14 03.2012 861440 B.Cerrahisi Idrar A. baumannii pozitif R R 1 R R R R R S R
15 06.2012 920717 DYB Kan A. baumannii pozitif R R R R R R R R R R
16 06.2012 927710 CYB Balgam A. baumannii pozitif R R R R R R R R S R
17 02.2012 845008 CYB Balgam A. baumannii negatif R R R R R R R R R R
18 02.2012 843411 CYB Idrar A. baumannii pozitif R R R R R R R R R R
19 02.2012 857253 Dahiliye Balgam A. baumannii pozitif R R R R R R R R R R

20 02.2012 851607 DYB Balgam A. baumannii pozitif R R R R R R R R R R

21 12.2010 551662 DYB Balgam A. baumannii pozitif R R 1 R R R R R R R

22 08.2010 608322 Ortopedi Yara A. baumannii negatif R R R R R R R R R R

23 11.2010 597935 DYB Balgam A. baumannii negatif R R R R R R R R R R

24 11.2010 600893 Ortopedi Abse A.lwoffii pozitif S S S S S S S I S S

25 12.2010 612353 DYB Balgam A. baumannii pozitif R R R R R R R R R R

26 12.2010 604310 DYB Kan A. baumannii pozitif R R R R R R 1 R R R

27 05.2012 916020 Kardiyoloji | Balgam A.lwoffii negatif S S S S S S S S S S

28 06.2012 944621 CYB Idrar A. baumannii pozitif R R S R R R 1 R S R
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Cizelge 4.7. Kokenlerin izole edildigi tarih, materyal, materyallerin gonderildigi klinik, tiirii metallo beta laktamaz varlig1 ve antibiyotik duyarliliklar1 (devami).

Izolat Geldigi | Protokol . .. Antibiyotik Duyarliliklari
No tarih No Servis® Materyal Tar MBL* i ThEm | AK [ CAZ [CRO [FEP | GN [ LEV [5XT PTZ
29 06.2012 937806 Dabhiliye Balgam | A.baumannii negatif | S S S S S S S S S S
30 05.2012 910960 Dabhiliye Yara A. baumannii negatif | R R I R R R 1 R R R
31 03.2011 655507 DYB Tr. aspirat | A. baumannii negatif | R R R R R R R R R R
32 12.2010 | 609805 Gogiis Balgam | A. baumannii pozitif R R R R R R R R R R
33 12.2010 | 607489 Gogiis Balgam | A. baumannii negatif S S S S S S S R S S
34 12.2010 | 614626 CYB Tr. aspirat | A. baumannii negatif | R R R R R R R R R R
35 12.2010 | 615767 Ortopedi Balgam | A. baumannii negatif S R R R R R R R R R
36 11.2010 | 599942 Ortopedi Abse A. baumannii negatif | R R R R R R R R R R
37 12.2010 | 612893 DYB Balgam | A. baumannii pozitif S R R R R R R R R R
38 04.2011 671540 CYB Balgam | A. baumannii negatif | R R R R R R R R R R
39 03.2011 655863 DYB Tr. aspirat | A. baumannii negatif | R R R R R R R R R R
40 07.2011 726403 CYB Kan A. baumannii pozitif R R S R R R R R R R
41 03.2009 | 344998 Dabhiliye BOS A. baumannii negatif | R R I R R R 1 R R R
42 08.2009 | 388775 | G.Cerrahi P.sivis1 | A. baumannii negatif | R R R R R R S R R R
43 05.2010 | 506146 DYB Idrar A. baumannii negatif | R R R R R R S R R R
44 05.2010 | 506739 Noroloji Balgam | A. baumannii negatif S S S S I S S S S S
45 06.2011 713139 CYB Tr. aspirat | A. baumannii negatif | R R I I R R S R S R
46 05.2010 | 511189 CYB Balgam | A. baumannii negatif S S S R R R S R R R
47 01.2010 | 445125 Dabhiliye Idrar A. baumannii negatif | R R I R R R S R R R
48 08.2011 741519 DYB Kan A. baumannii negatif | R R I R R R R R R R
49 11.2010 | 601385 DYB Balgam | A. baumannii pozitif R R R R R R 1 R R R
50 03.2011 666570 DYB Tr. aspirat | A. baumannii negatif | R R R R R R R R R R
51 12.2010 | 609581 |B.Cerrahisi Kan A. baumannii negatif S R R R R R R R R R
52 07.2011 722965 G.Cerrahi Yara A. baumannii pozitif R R S R R R S R R R
53 05.2010 | 502594 CYB Tr. aspirat | A. baumannii negatif | R R R R R R S R R R
54 09.2010 | 563176 DYB Tr. aspirat | A. baumannii pozitif R R I R R R R I R R
55 04.2011 | 674891 DYB Kan A. baumannii negatif | R R R I R R S R S R
56 08.2011 738892 DYB Balgam | A. baumannii pozitif R R S R R R R R R R
57 01.2012 | 838105 DYB Tr. aspirat | A. baumannii pozitif R R R R R R R R R R
58 01.2012 | 837235 Dabhiliye Idrar A. baumannii negatif | R R I R R R R R S R
59 08.2010 | 552477 Cocuk Yara A. baumannii negatif | R R I R R R S R R R
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Cizelge 4.7. Kokenlerin izole edildigi tarih, materyal, materyallerin gonderildigi klinik, tiirii metallo beta laktamaz varlig1 ve antibiyotik duyarliliklari (devamui).

Izolat Geldigi | Protokol . . Antibiyotik Duyarliliklari
No tarih No Servis® | Materyal Tar MBL** |5 T MEM [ AR [ CAZ [ CRO [ FEP | GN [ TEV [ SXT [ P72
60 02.2012 | 839144 DYB Tr. aspirat | A. baumannii pozitif R R R R R I R R S R
61 01.2012 | 832586 CYB Balgam A. baumannii pozitif R R I R R S I R R R
62 02.2012 844181 DYB Balgam A.baumannii | pozitif R R S R R R R 1 R R
63 02.2012 845734 DYB Idrar A.baumannii | pozitif R R I R R R R R R R
64 09.2010 562921 DYB Balgam A.baumannii | pozitif R R R R R R R R R R
65 07.2010 532036 DYB Balgam A.baumannii | pozitif R R R R R R S R R R
66 07.2010 534157 DYB Idrar A.baumannii | negatif S S S R R R S R R R
67 06.2010 528058 Ortopedi Abse A. baumannii | negatif S S R R R R R R S R
68 09.2010 569506 CYB Kan A.baumannii | negatif R R I R R R R R R R
69 03.2011 656032 DYB Balgam A.baumannii | pozitif I I R R R R R R R R
70 01.2012 833734 Cocuk Idrar A. baumannii | negatif S S S S I S S S S S
71 11.2009 428181 DYB Tr. aspirat | A. baumannii | negatif R R R R R R S R R R
72 06.2010 526335 Dabhiliye Balgam A.baumannii | pozitif R R R R R R S R R R
73 09.2010 561756 Uroloji Yara A.baumannii | pozitif R R S R R R S I S R
74 08.2010 560168 CYB Balgam A.baumannii | pozitif R R R R R R R R R R
75 07.2010 537517 Gogiis P. stvisi A. baumannii | negatif S S S S I S S S S S
76 09.2010 563799 Cocuk Idrar A. baumannii | negatif S S S S I S S S S S
77 07.2010 534868 | B.Cerrahisi | Balgam A.baumannii | negatif S S S R R R S R R R
78 02.2012 840583 DYB Kan A.baumannii | pozitif R R S R R R I R R R
79 02.2011 649802 Gogiis Kan A.baumannii | negatif R R R R R R R R R R
80 08.2009 393759 | Dermatoloji Yara A. baumannii | negatif S S S S S S S S S S
81 01.2012 832621 DYB Balgam A.baumannii | negatif R R R R R R I R R R
82 06.2009 368020 DYB Tr. aspirat | A. baumannii | negatif R R R R R R R R R R
83 02.2012 849378 DYB Balgam A.baumannii | pozitif R R R R R R I R R R
84 06.2010 521103 CYB Balgam A.baumannii | negatif R R R R R R S R R R
85 08.2010 560745 CYB Yara A.baumannii | negatif R R S R R R R R R R
86 08.2010 560168 CYB Idrar A.baumannii | pozitif R R S R R R R R R R
87 09.2010 570104 | Dermatoloji Yara A.baumannii | negatif S S S S I S S S S S
88 09.2010 563357 CYB Balgam A.baumannii | negatif R R R R R R R R R R
89 01.2012 833163 CYB Kan A.baumannii | negatif R R I R R R R R R R
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Cizelge 4.7. Kokenlerin izole edildigi tarih, materyal, materyallerin gonderildigi klinik, tiirii metallo beta laktamaz varlig1 ve antibiyotik duyarliliklari (devamui).

izolat | Geldigi Protokol . .. Antibiyotik Duyarliliklari{
No | tarih No Servis® | Materyal Tir MBL™ |'MP |[MEM JAK | CAZ [CRO |FEP | GN | LEV [SXT [PTZ
90 03.2011 656569 | Dermatoloji Yara A. baumannii negatif S S S S I S S S S S
91 04.2011 671308 CYB Balgam | A.baumannii pozitif R R I R R R S R R R
92 08.2011 740329 DYB Tr. aspirat | A. baumannii | negatif R R R R R R S R R R
93 08.2011 738891 DYB Kan A. baumannii | pozitif R R S R R R R R R R
94 01.2010 453486 KHD Idrar A. baumannii | negatif S S S S I S S S S S
95 01.2010 443817  |Dermatoloji Yara A.lwoffii negatif S R I R R R S R R 1
96 05.2010 512638 FTR Idrar A. baumannii | negatif R R R R R R S R R R
97 08.2010 560168 CYB Kan A. baumannii | pozitif R R S R R R R R R R
98 08.2009 385875 Dabhiliye Yara A. baumannii | negatif R R R R R R I R R R
99 07.2009 363972 DYB Idrar A.lwoffii negatif S S S S S S S S R S
100 08.2009 390431 Ortopedi Abse A. baumannii | negatif R R R R R R R R R R
101 10.2010 581075 DYB Balgam | A.baumannii | pozitif R R I R R R R R R R
102 10.2011 774412 DYB Kan A. baumannii | pozitif R R S R R R R R R R
103 10.2011 772194 CYB Kan A. baumannii | pozitif R R I R R R R R S R
104 01.2012 822142 Gogiis Tr. aspirat | A. baumannii | negatif R R S R R R R R R R
105 07.2011 723166 DYB Kan A. baumannii | pozitif R R R R R R R R R R
106 10.2009 414185 Ortopedi Abse A. baumannii | pozitif R R S R R R R 1 R R
107 03.2010 477919  |Dermatoloji Yara A.lwoffii pozitif S S S S S S S S S S
108 11.2010 593721 Ortopedi Abse A.lwoffii negatif S S S S S S S S S S
109 08.2009 394318 Plastik Yara A. baumannii | negatif S S S S 1 S S S R S
110 08.2009 393794 C. Cerrahisi Yara A. baumannii | negatif R R R R R R R R R R
111 08.2009 386930 Ortopedi Abse A. baumannii | negatif S S R R R R I R S R
112 02.2010 462311 DYB Tr. aspirat | A. baumannii | negatif R R R R R R S R R R
113 05.2010 503980 CYB Tr. aspirat | A. baumannii | pozitif R R R R R R S R R R
114 08.2010 547497 DYB Kan A. baumannii | pozitif R R R R R R R R R R
115 02.2011 650877 Ortopedi Yara A. baumannii | pozitif R R I R R R S R R R
116 04.2010 486615 Ortopedi Abse A. baumannii | pozitif S R R R R R S R R R
117 11.2010 594397 Ortopedi Yara A. baumannii | pozitif R R I R R R R R R R
118 08.2010 551415 CYB Balgam A. baumannii | pozitif R R R R R R S R R R
119 02.2010 465925 CYB Tr. aspirat | A. baumannii | pozitif R R R R R R S R R R
120 03.2010 469888 CYB Tr. aspirat | A. baumannii | negatif R R R R R R S R R R
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Cizelge 4.7. Kokenlerin izole edildigi tarih, materyal, materyallerin gonderildigi klinik, tiirii metallo beta laktamaz varlig1 ve antibiyotik duyarliliklar1 (devamui).

izolat Ggg;lgl Protokol Servig* Materyal Tiir MBL** Antibiyotik Duyarliliklart{

No No IMP | MEM AK [CAZ | CRO |FEP |GN | LEV SXT PTZ
121 07.2011 726648 DYB Tr. aspirat | A. baumannii | pozitif | R R R R R R R R R R
122 03.2010 477237 Gogiis Balgam | A.baumannii | pozitif | R R R R R R R R R R
123 04.2011 674586 Dahiliye Kan A. baumannii | negatif | I I R R R R R R R R
124 02.2011 651906 G. Cerrahi Yara A. baumannii | negatif S R R R R R R R R R
125 02.2010 463564 | Ortopedi Abse A. baumannii | negatif | S S S I I I S S S I
126 03.2011 666588 DYB Balgam A. baumannii | pozitif | R R S I R R S R S R
127 04.2011 674352 Dabhiliye Balgam A. baumannii | negatif | R R R R R R R R R R
128 03.2011 659266 CYB Balgam A. baumannii | pozitif R R I R R R S R R R
129 02.2011 653336 | G.Cerrahi Balgam A.baumannii | negatif | R R R | R R R R R R R
130 03.2011 661573 CYB Kan A. baumannii | pozitif R R R R R R I R R R
131 02.2011 648134 Gogiis Balgam A. baumannii | negatif I R R R R R R R R R
132 05.2010 509264 Ortopedi Abse A.baumannii | pozitif | R R S R R R S R R R
133 12.2009 433819 |Kardiyoloji | Balgam A. baumannii | negatif | S S S S I S I I S S
134 02.2011 649764 CYB Balgam A. baumannii | pozitif R R R R R R I R R R
135 12.2009 432812 CYB Idrar A. baumannii | negatif | S S S R R R S R R R
136 05.2010 500997 | B.Cerrahisi Yara A.baumannii | negatif | S S S S S S S S S S
137 06.2011 710146 DYB Balgam A. baumannii | negatif R R R I R R S R S R
138 04.2009 346993 DYB Tr. aspirat | A. baumannii | negatif | R R S R R R I R R R
139 11.2009 419191 CYB Tr. aspirat | A. baumannii | negatif R R R R R R I R R R
140 09.2011 771422 | B.Cerrahisi BOS A. baumannii | pozitif R R I R R R R R R R
141 05.2010 511189 CYB Idrar A. baumannii | negatif | R R R | R R R S R R R
142 03.2009 336510 Ortopedi Abse A. baumannii | negatif S S S S I S S S R S
143 04.2009 351527 |B.Cerrahisi Idrar A. baumannii | negatif | R R S R R R S R R R
144 08.2011 740334 DYB Tr. aspirat | A.baumannii | negatif | R R S R R R R R R R
145 08.2011 740580 |Dermatoloji Yara A.lwoffii negatif S S S S S S S S S S
146 05.2010 500982 CYB Balgam A.lwoffii negatif S S S S S S S S S S
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Cizelge 4.7. Kokenlerin izole edildigi tarih, materyal, materyallerin gonderildigi klinik, tiirii metallo beta laktamaz varlig1 ve antibiyotik duyarliliklari (devamui).

Izolat Geldigi Protokol . . Antibiyotik Duyarliliklar:
ISIO arih ?\1(:) ° | servist Materyal Tir MBL* 'ip TMEM | AK [CAZ z:Ro F}IIEP GN ! LEV | SXT |PTZ
147 12.2010 612045 DYB Tr. aspirat | A. baumannii | pozitif I R R R R R R R R R
148 12.2010 606020 Gogiis Balgam A. baumannii | pozitif R R S R R R R R R R
149 06.2012 926848 DYB Balgam A. baumannii | pozitif R R R R R R S I S R
150 08.2009 391734 |C. Cerrahisi Idrar A. baumannii | pozitif R R R R R R R R R R

* B.Cerrahisi: Beyin Cerrahisi, DYB: Dahili Yogun Bakim, CYB: Cerrahi Yogun Bakim, G. Cerrahi: Genal Cerrahi, C. Cerrahisi: Cocuk Cerrahisi
**MBL: metallo beta laktamaz

TIMP: imipenem, MEM: meropenem, AK: amikasin, CAZ: seftazidim, CRO: seftriakson, FEP: sefepim, GN: gentamisin, LEV: levofloksasin,
SXT: trimetoperim/sulfometaksazol, PTZ: piperasilin/tazobaktam
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5.TARTISMA

Acinetobacter tiirleri intrinsik olarak antimikrobiyal ajanlara Enterobacteriaceae
tiirlerinden daha az duyarhdir (Lee ve ark. 2011). Kisa zamanda bir¢ok antibiyotik grubuna
direncli hale gelen Acinetobacter tiirleri, oOzellikle A. baumannii, nozokomiyal
infeksiyonlarin sorumlusu olarak hastanelerde neden olduklar1 salginlar nedeniyle son

yillarda diinya genelinde ortak bir sorun haline gelmislerdir (Dal ve ark. 2012).

Tiim diinyada oldugu gibi tilkemizde de ¢ogul ilag direngli suslarin izole edilmeye
baslamas1 ve direncin giderek artmasi, 4. baumannii infeksiyonu siliphesi ile yatan
hastalarda klinisyenlerin ampirik tedavi se¢ceneklerini giderek azaltmaktadir (Yavuz ve ark.

2006, Giilhan ve ark 2007, Aktas ve ark 2009).

A.baumannii’ye karsi potansiyel aktivitesi olan antimikrobiyal ajanlar genis
spektrumlu penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar, aminoglikozidler, florokinolonlar,
karbapenemler, polimiksinler, sulbaktamlar ve glisilsiklinlerdir. Bununla birlikte izolatlarin
biiyiik bir kismi1 siklikla kullanilan aminopenisilinler, iireidopenisilinler genis spektrumlu
sefalosporinler, birgcok aminoglikozidler, kinolonlar, kloramfenikol ve tetrasiklinler gibi
antibakteriyel ajanlara direnglidir (Bergogne-Be're’zin ve Towner 1996). Sefepim ve
sefpirom hala Acinetobacter’lere kars1 aktif olmasina ragmen gelisen bu direng sebebiyle
genis spektrumlu penisilinler, sefalosporinler ve monobaktamlar ciddi Acinetobacter

infeksiyonlarinin ampirik tedavisinde onerilmemektedir.

Klinik olarak faydali biitlin aminoglikozidlere karst diren¢ oranlar
Acinetobacter’lerde diger patojen bakterilerden daha fazladir. Acinetobacter tiirlerindeki
aminoglikozid modifiye edici enzimlerinin iiretimine baglidir. Aminoglikozid modifiye
edici enzimlerin biitliin gruplar Acinetobacter tiirlerinde bulunur. Amikasin ve tobramisin
bircok A. baumannii izolatina kars1 aktif kalan iki ajandir. Aminoglikozidler siklikla tek
basina kullanilmaz, genellikle kombinasyon tedavisinde kullanilir. Ulkemizin farkl
hastanelerinde yapilan c¢alismalarda A.baumannii izolatlarinda degisik aminoglikozide
kars1 diren¢ oranlarit bildirilmistir. Manisa’da yapilan bir ¢alismada 402 A.baumannii
susunun %20.9’u amikasine, %71.1’1 gentamisine direngli bulunmustur (Gazi ve ark.

2005). Trakya Universitesi Tip Fakiiltesinde (2008) yapilan baska bir calismada incelenen
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92 Acinetobacter baumannii kokeninin %90,2’i gentamisine %76’s1 aminoglikozidlerden
amikasine direngli olarak bulunmustur (Karagdl 2008). Akan, 2002 yilinda Ankara’da
gerceklestirdigi calismada izole edilen 277 Acinetobacter susunun %59,8’inin amikasine,
%78’inin gentamisine, direncli oldugunu tespit etmistir. 2004 yilinda yapilan bir bagka
calismada (Ardig ve ark) ise amikasine %359, gentamisine %35 oraninda duyarli oldugu
bulunmustur. Altoparlar ve ark (2005) gentamisin ve amikasin direncini sirasiyla % 22,2
ve % 11,1 olarak bulmuslardir. Manisa’da Gazi ve ark lar1 amikasine % 63,3 ve
gentamisine %358,7 direng tespit etmislerdir. Diger iilkelerde yapilan ¢calismalarda Nepal’de
Kumar Mishra ve ark. (2013) gentamisin ve amikasin diren¢ oranini sirastyla %62,9 ve %
54,8, Vlieghe ve ark (2013) %50 ve %35, Safari ve ark. (2013) % 88 ve % 84 olarak
bulmuslardir. Szejbach ve ark (2013) ise karbapenem direncli 78 kdkende gentamisin ve
amikasin diren¢ oranini sirasyla %100 ve %53,4 bulmuslardir. Karthika ve ark. (2009)
calismalarinda amikasin direncini %80, Gupta ve ark (2012) ise % 81,2 olarak
bulmuslardir. Bu veriler 1s181nda lilkemizde Acinetobacter’lerde gentamisin direng orani %
22,2 ile %78, amikasin diren¢ orani ise % 11,1 ile % 63,3 arasinda degistigi tespit
edilmistir. Diger lilkelerde ise gentamisin direng orani % 50 ile 100, amikasin diren¢ orani
ise % 35 ile 84 arasinda degismektedir. Bizim ¢alismamizda kokenlerin en duyarli oldugu
antibiyotikler gentamisin ve amikasin olmasina ragmen % 58,7 gentamisin ve % 63,3

amikasin direnci bulunmustur.

Kinolonlar 4. baumannii’ye karsi 1990’a kadar iyi aktivite gosteren ajanlardi
(Towner 2009). Fakat klinik izolatlarda bu antibiyotiklere karsi hizla direng gelismistir.
Siprofloksasin gibi eski ajanlarla karsilagtirlldiginda moksifloksasin gibi daha yeni
florokinolonlar invitro 4. baumannii’ye kars1 daha aktiftir (Towner 2009). Ulkemizde
yapilan ¢alismalarda; Acinetobacter kokenlerinde siprofloksasine diren¢ oranim1 Gazi ve
ark. (2005) % 57.2, Ardig ve ark. (2004) % 55, Karagol ve ark. (2008) %84,7, Akan ve ark
(2002) %74, olarak bulmuslardir. Diger iilkelerde yapilan ¢alismalardaki Acinetobacter
kokenlerindeki siprofloksasin direng oranlar1 %74,1 (Gupta ve ark. 2012), %72 (Karthika
ve ark. 2009), %64,5 (Kumar Mishra ve ark. 2013), %45 (Vlieghe ve ark. 2013), %96,8
(Oh ve ark 2003), % 100 (Szejbach ve ark 2013) olarak bildirilmistir. Yine diger iilkelerde
yapilan caligmalarda levofloksasin diren¢ orant % 91 (Safari ve ark 2013), % 61,5

(Szejbach ve ark 2013) olarak bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda levofloksasin kdkenlerin
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ikinci sirada en direngli oldugu antibiyotik olarak tespit edilmis olup diren¢ oran1 %84,7

olarak bulunmustur.

Beta laktam antibiyotikler Acinetobacter tiirlerinin neden oldugu infeksiyonlarin
tedavisinde siklikla kullanilmalarina ragmen bu antibiyotiklere kars1 hizla direng gelistirme
oranlar1 her gegen giin artmaktadir (Lee ve ark 2011, Eliopoulos ve ark 2008). Ozellikle
MBL iireten kokenler, aztreonam disindaki tiim beta laktam antibiyotiklerini hidroliz
edebilme yetenegindedirler (Lee ve ark 2011). Bu kdkenler karbapenem, sefalosporin ve
sefamisinlere kars1 direng gosterirler ve bu durum MBL {ireten Acinetobacter kdkenlerinin

tedavisinde karbapenem kullanimin1 kisitlamaktadir (Giirler 2008, Akalin 2003).

Ulkemizde; Gazi ve ark. (2005)’nin ¢aligmasinda kékenlerin %66.4°ii piperasilin-
tazobaktama, %69.4’1 seftazidime, %82.6’s1 seftriaksona, %36.3’1i meropeneme, %40.5°1
imipeneme direngli bulunmustur. Karagél’iin yaptigi calismada kokenlerin tamami
sefotaksime direngli, % 93,4’1 piperasilin/tazobaktama, % 97,8’i seftriaksona, % 89,1’
sefepime, % 68,4’ meropeneme ve % 54,3’ imipeneme direngli olarak bulunmustur
(Karagol, 2008). Akan, 2002 yilinda Ankara’da gerceklestirdigi calismada izole edilen 277
Acinetobacter susunun %53,6’sinin imipeneme, %87,3’linlin piperasilin/tazobaktama,
%88,1’inin seftazidime direngli oldugunu tespit etmistir. Ardi¢ ve ark. (2004) ise
imipeneme %23, meropeneme %26, seftazidime %65, piperasilin/tazobaktama %69
oraninda diren¢li oldugunu bulmustur. Altoparlar ve ark (2005) inceledikleri ¢ok az
sayidaki A4.baumannii 1zolatlarinin %77,8’inin azteronam, %66,7’sinin seftazidim,
%44,4Unii  piperasillin/tazobaktam, %33,3’linlin imipenem, %33,3’linlin meropeneme,
direncli oldugunu belirlemislerdir. Diger iilkelerdeki ¢alismalarda; Karthika ve ark. (2009)
caligmaya dahil ettikleri tiim kokenlerin imipeneme, %89 unun ise meropeneme direngli
olduklarini bildirmislerdir. Nepal’de yapilan calismada %85,5’inin sefepime, %82,3 ilinilin
seftazidime, %358’inin piperasilin/tazobaktama, %50’sinin meropenem ve % 35,5’inin
imipeneme direncgli oldugu bulunmustur (Mishra ve ark. 2013). Kambogya’da Vlieghe ve
ark (2013)’nin 20 Acinetobacter kokeni ile yaptiklari ¢alismada ise kokenlerin %45’ inin
seftazidim, %5’inin meropeneme direngli oldugu bulunurken, hi¢ birinde
piperasilin/tazobaktama diren¢ bulunamamistir. Hindistan’da Gupta ve ark (2012)’nin
calismalarinda ise 85 Acinetobacter susunun %54,1’inin imipenem ve %31,1’inin
piperasilin/tazobaktama direngli oldugu saptanmistir. Oh ve ark’nin (2003) ¢aligmasinda

kokenlerin %19,4’1i imipenem ve seftazidime direngli bulunurken, %71°1 ise imipeneme
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duyarli seftazidime direngli oldugu tespit edilmistir. Safari ve ark, (2013) inceledikleri 100
A.baumannii izolatinin %98’inin sefotaksim, %98’inin seftazidim, %97’sinin aztreonam,
%95’inin piperasillin/tazobaktam, %94 {iniin meropenem, %85’inin imipeneme direngli
oldugunu belirlemislerdir. Szejbach ve ark (2013)’nin inceledikleri 78 karbapenem direncli
A. baumannii suslarinin %94,9’u meropenem, %89,7°1 imipeneme direngli bulunmustur.
Boylece iilkemizde yapilan ¢aligmalarda piperasilin/tazobaktama diren¢ oranlariin %66,4
ile %93,4 arasinda, seftazidime diren¢ oranlarinin %65 ile %88,1, meropeneme direng
oranlarinin %26 ile %68.,4, imipeneme direng oranlarinin ise %23 ile %54,3 arasinda
degistigi goriilmektedir. Diger iilkelerde yapilan ¢alismalarda ise piperasilin/tazobaktama
direng oranlarinin %31,1 ile %95, meropeneme direng oranlarinin %50 ile %94,9,

imipeneme direng oranlarinin ise %5 ile %100 arasinda degistigi goriilmektedir.

Acinetobacter tiirlerine karsi1 karbapenemler hala en etkili antimikrobiyaller olarak
bilinmekle birlikte, karbapenem direnci giderek yayginlasmaktadir (Murray ve ark 2013).
Cin’de 2007 yilinda iilke capinda yapilan bir ¢aligmaya gore imipenem ve karbapenem igin
direng oranlar sirasiyla %40, %35 olarak belirlenmistir (Wang ve ark 2008). Ancak 2010
yilinda Zhang ve ark lar1 karbapeneme duyarli olmayan A4. baumannii izolatlarinin

yayginligiin dramatik bir sekilde %80’e ulagtigini bildirmislerdir.

Karbapenem direngli P.aeruginosa ve Acinetobacter spp. igeren hastane kiimeleri
(ayni1 ribotip ve PFGE paternleri) Kuzey Amerika’dan Latin Amerika ve Avrupa’ya kadar
yaygin hale gelmistir (Deshpande ve ark 2004). Arjantin ve Israil’de birgok bolgede
karbapenem direngli A.baumannii kiimesi gosterilmistir (Deshpande ve ark 2004).
Karbapenem direngli P.aeruginosa ve A.baumannii salginlart New York’ta bir bolgede
tespit edilmistir (Deshpande ve ark 2004). MDR ve/veya MBL fireten P.aeruginosa daha
¢ok Latin Amerika ve Avrupa’dan izole edilmistir.

MBL iiretimine bagl karbapenem direnci 6zellikle P. aeruginosa ve A. baumannii
kokenlerinin neden oldugu hastane infeksiyonlarinda 6nemli bir sorun olup, farkl
bolgelerden farkli direng oranlari bildirilmektedir (Sesli-getin ve ark. 2009).

Karbapenemazlarin identifikasyonu i¢in farkli fenotipik yontemler gelistirilmekle
birlikte bu yontemler bu enzimlerin spesifik inhibitorleri kullanilarak belirlenebilmektedir.
Fenotipik testlerin klinik laboratuvarlarda rutin olarak hizli ve dogru bir sekilde

uygulanmasi klinik ve epidemiyolojik a¢idan 6nemlidir (Aktas 2012).
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Ulkemizde Sesli-Cetin ve ark. (2009) yaptiklari ¢alismada MBL iiretimi imipeneme
direncli 4. baumannii kokenlerinde kombine disk yontemi ile %62, IMP-EDTA cift disk
sinerji testi ile %73, modifiye hodge testi ile %58 oraninda bulmustur. Ulusoy Al ve ark.
(2011) calismalarina dahil ettikleri 79 imipenem direngli Acinetobacter izolatlarinin
kombine disk sinerji testi ile 46’sinin (%58.2), ¢ift disk sinerji testi ile 44 {iniin (%55.7),
modifiye hodge testi ile 55’inin (%69.6) MBL iirettigini tespit etmistir. Tiirkdag: ve ark.
(2012) yaptiklar1 calismada kombine disk yontemi ile karbapenem direncli 202
A.baumannii susunun 139’unda (%69) MBL iiretimi saptarken Altoparlar ve ark. (2005)
yine ayni yontemle imipenem direngli 3 A.baumannii sugunun birinde MBL {iretimi

saptamistir.

Ulkemizde Toraman ve ark. (2004) karbapenemlere direngli olarak saptanan
Acinetobacter suslarinda E-Test-MBL stripleri ile metallo beta laktamaz arastirmasi
yapmis; 14 Acinetobacter susundan li¢ tanesinde (%21) metallo beta-laktamaz tiretimi
saptamigtir. Karbapenem direngli olarak saptanan suslarin MBL tiretim sikligini ise %21
olarak bulmuslardir (Toraman ve ark. 2005). Aktas ve ark. nin (2009) ¢alismasinda E-test-
MBL stripleri ile imipeneme direngli suslarda metallo beta laktamaz iiretimi %80 olarak
saptanmis; suslarin MBL f{iretim siklig1 ise %16 olarak bulunmustur. Sesli-Cetin ve ark nin
(2009) ¢alismasinda MBL iiretimi % 40 iken Ulusoy Al ve ark.nin (2011) ¢alismasinda bu
oran %51,9 olarak bulunmustur. Diger iilkerde ise Gupta ve ark (2012)’nin ¢alistiklari
imipenem direncli 46 Acinetobacter susundan 19 (%41,3)’'unda kombine disk testiyle
MBL iiretiminin oldugu tespit edilmis, bu yontemle pozitif oldugu belirlenen suslardan 12
tanesinde E test yontemi denenmis ve biitiin suslar MBL pozitif bulunmustur. Villalo'n ve
ark. (2012) calismalarinda E test yoOntemini kullanarak inceledikleri A.baumannii
izolatlarinin %67,8’inin fenotipik olarak MBL pozitif bulurken, Safari ve ark (2013) yine
ayn1 yontemle bu orant %99 olarak bulmustur. Amilah ve ark. (2012)’nin ¢alismalarinda
imipenem direngli 57 Acinetobacter spp. izolatlar1 i¢inde sadece iki (%3,5) izolat hem EPI
(EDTA-fenantrolin-imipenem) mikrodiliisyon testi hem de EDTA ve 2-MPA diskleri
kullanilarak MBL pozitif olarak bulmustur. EPI mikrodiliisyon testi ile MBL negatif
bulunan tiim A4.baumannii (%15,8) ayn1 zamanda EDTA ve 2-MPA diskleri ile de MBL
negatif bulunmustur. Acinetobacter spp. izolatlarinin ikisi (%3,5) EDTA ve 2-MPA
yonteminin her ikisiyle de MBL i¢in pozitif bulunmustur (Amilah ve ark 2012). Amudhan

ve ark (2011) calistiklar1 imipenem ve meropenem direngli 116 A.baumannii izolatindan
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113’tintin MHT ile MBL pozitif oldugunu gdstermistir. Szejbach ve ark. (2013) tarafindan
yapilan ¢aligmada incelenen karbapenem direngli 18 4.baumannii susu arasindan %94,4’i
imipenem/EDTA ve imipenem diskleri arasindaki bakteri biiylime inhibisyon zon
caplariin karsilastirilmasina dayanan fenotipik metod kullanilarak, %88,9‘a MBL E test
kullanilarak, %66,7’si seftazidim, imipenem, meropenem ve EDTA’l1 ¢ift disk sinerji testi
kullanilarak MBL pozitif bulunmustur. Sader ve ark (2004) calismalarinda inceledikleri
imipenem, meropenem ve seftazidime direngli Pseudomonas spp. ve Acinetobacter
spp.’den 89 izolatin (33 Acinetobacter spp., 54 Pseudomonas aeruginosa, and 2 P.
fluorescens) E test yontemiyle fenotip olarak MBL pozitif oldugunu bulmustur. Oh ve
ark’nin (2003) Modifiye Hodge testi ile taradiklar1 99 P.aeruginosa ve 31 A.baumannii
olmak iizere toplam 130 izolatin 30’unu MBL pozitif saptarken bes izolatin belirsiz
oldugunu bulmus, fakat bu 35 izolatin hepsinin PZR yontemi ile MBL {irettigini

saptamiglardir.

(Calismamiza dahil edilen 150 Acinetobacter spp. kokeninin 67’sinde (%44,7) E test
yontemiyle MBL {iretiminin oldugu, 83’iinde (%55,3) MBL iiretiminin olmadig:
saptanmistir. Bu ¢alismalardaki MBL arasindaki farklilik; farkli yontemlerin kullanilmast,
sadece karbapenem direngli kokenlerin calisilmasi ve oranin hastaneden hastaneye

degisebilmesi ile aciklanabilir.

Yan ve ark MBL iiretiminin belirlenmesi i¢in kullanilan ii¢ farkli yontemi
karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda Acinetobacter suslarinda duyarlilik ve 6zgiilliikk oranlarini
cift disk sinerji yontemi i¢in %95, kombine disk yontemi i¢in, %96.7 ve E-test MBL
yontemi i¢in %100 olarak belirlemislerdir (Yan ve ark 2004).

Yong ve arkadaslari, imipenem ve imipenem+EDTA diskleri kullanilarak rutin
MBL enziminin arastirilmasi i¢in kullanilabilecek bir yontemin gelistirildigini bildirmistir.
Migliavacca ve ark yine imipenem ve EDTA ile bir mikrodiliisyon yontemi gelistirmis ve
yaklasik %95 duyarlilbik ile MBL tespiti yapilabildigini bildirmislerdir. Calismada
kullanilan E Test- MBL (AB Bio-Disk/isve¢) yonteminde, PZR ile enzim geninin
saptandig1 suslarda %94 duyarlilik ve %095 ozgiillik ile MBL tespiti yapilabildigi
gosterilmigstir. Yine Walsh ve ark’nin (2002) yaptiklar1 bir calismada E testin MBL’in
fenotipik tayinindeki duyarlilig1 %94 ve 6zgiilliigli %95 olarak belirlenmistir.
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MBL pozitif suslar genellikle beta-laktamlara, aminoglikozidlere ve
florokinolonlara direnglidir. Buna ek olarak genellikle polimiksinlere duyarli kalirlar
(Walsh ve ark 2005). Altoparlar ve ark (2005) da ¢alismalarinda MBL pozitif olan suslarin
imipenem, meropenem, seftazidim, piperasilin/tazobaktam, sefoperazon/sulbaktam,

ofloksasin, siprofloksasin ve gentamisine direng¢li oldugunu saptamaistir.

Yurt disinda ise Oh ve ark (2003) c¢alismalarinda MBL pozitif bulduklart 60
P.aeruginosa izolatinin 28’nin (%46,7) imipenem ve seftazidime direng gosterdigini tespit
etmislerdir. Ayrica VIM-2 iireten 29 P. aeruginosa izolatinin 9’u aztreonama duyarliyken
bunlardan 2’sinin ayni zamanda amikasine de duyarli olduklar tespit edilmistir. IMP-1
tireten 2 P.aeruginosa izolatindan biri gentamisin, amikasin, siprofloksasine digeri ise
siprofloksasin ve aztreonama duyarl bulunmustur. VIM-2 iireten 4 4.baumannii izolatinin
ise 2’si imipenem, 1’1 siprofloksasin ve sefoperazon/sulbaktama duyarli iken higbiri
aztreonama kars1 duyarlilik géstermemistir. Carvalho ve ark (2013) MBL pozitif buldugu
tek A.baumannii susunun amikasin, gentamisin, sefepim, seftazidim, imipenem,
meropenem ve siprofloksasine direncgli; ampisilin/sulbaktam ve piperasilin/tazobaktama

duyarli oldugunu belirlemistir.

MBL’ler beta-laktam halkasindaki amid bagini keserek beta-laktamlara kars1 direng
saglarlar (Frere 1995). Acinetobacter cinsi bakterilerin beta laktam antibiyotiklere karsi
direng gelistirmesinde en yaygin mekanizma kromozom veya plazmid kontroliinde beta
laktamaz tiretimidir (Maragakis ve Perl 2008). MBL bakteriler tarafindan ekstraselliiler
veya periplazmik enzimler olarak iiretilirler (Sacha ve ark 2008). Biitin MBL’ler
imipenemi hidrolize eder (Massidda ve ark 1991). MBL genlerinin yayilimi genis
spektrumlu sefalosporinler veya karbapenemlerin bolgesel tiikketimi ile belirlendigi
diistiniilmektedir (Lee ve ark 2003, Lombardi ve ark 2002). MBL’nin hidroliz
mekanizmas1 komplekstir ve bir MBL’den digerine degisir (Spencer ve ark 2001).

MBL’nin karbapenem hidrolize etme aktivitesi ¢ok giicliidiir. MBL genlerinin
ortaya ¢ikmasi ve bakteriyel patojenler arasindaki yayilimlari antimikrobiyal tedavinin

gelecegi icin 6nemli bir endise konusudur (Marra ve ark 2006).

Klinikte imipenem kullanilmaya basladiktan sonra IMP-tipi ve VIM-tipi MBL
iireten Gram negatif basiller sirasiyla Japonya’da ve Italya’da goriilmiistiir (Peleg ve ark

2008). ilk kez saptanan MBL, Kore’de P. aeruginosa’da 1995 yilinda saptanan VIM-2’dir
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ve sonra 1998°de yilinda VIM-2 ve IMP-1 Acinetobacter tiirlerinde saptanmistir (Lee ve
ark 2002, Yum ve ark 2002).

MBL’lerin sadece IMP, VIM ve SIM tipleri Acinetobacter spp.’de bulunmustur
(Peleg ve ark 2008). 2003-2004’teki bir calismada imipeneme direngli 545 Acinetobacter
spp. izolatinin 135’ inde MBL bulunmustur. IMP-1, VIM-2 ve SIM-1" in bu oran1 sirastyla
% 61, % 33 ve % 6’dir (Lee ve ark 2005). 2006’ daki bir calismada ise karbapenem
direncli 31 Acinetobacter spp. arasindan VIM-2 sadece bir izolatta bulunurken IMP-1 15
izolatta bulunmustur (Sung ve ark 2008).

Metallo-beta-laktamaz varligt MBL E-test, EDTA kombine disk yontemi gibi
fenotipik yontemlerle belirlenebilmekte ancak kesin olarak tanimlamak i¢in molekiiler
yontemlerle dogrulamak gerekmektedir (Budak ve ark 2012). Molekiiler yontemlerin
duyarlilig1 fenotipik yontemlerden daha yiiksektir (Aktas 2012).

Ulkemizde MBL genlerinin saptandig1 az sayida calisma vardir. Ozgiimiis ve ark
(2007)’nin yaptig1 calismada 100 P.aeruginosa susunun 1’inde VIM, 9’unda IMP-1 tipi
MBL bulunmustur. Sara¢’in Mersin Universitesi'nde yaptig1 ¢alismada 29 P.aeruginosa
susunun 11 tanesinde VIM-1 geni bulunurken IMP-1, VIM-1 ve VIM-2 genleri
bulunamamuistir (Sarag 2011). Aktas ve ark’larinin (2008) ¢alismasinda da 11 A.baumannii
klinik izolatinda degisik fenotipik yontemlerle %0-100 arasinda degisen oranlarda MBL
pozitifligi gozlenirken, blaypymp varligl hicbir izolatta gdsterilememistir. Koseoglu Eser
ve ark (2009) calismasinda 124 Acinetobacter’den 64’1 (%51,6) fenotipik olarak MBL
pozitif bulunmus fakat bu suslarin hi¢c birinde blapp.; ve blayp, genlerini tespit
edememislerdir. Ulusoy Al ve ark (2011) tarafindan yapilan bagka bir ¢aligmada 79
Acinetobacter izolatinda ¢esitli fenotipik yontemlerle (E test %51,9, kombine disk sinerji
testi %58,2, cift disk sinerji testi %55,7, modifiye Hodge testi 9%69,6) MBL {iretimi
saptanmis fakat hicbir izolatta PZR yontemiyle IMP-1 geni bulunamamustir. Sarigiizel ve
ark. (2013) calismalarina dahil ettikleri Acinetobacter kokenlerin %40’ inda blapsp.; ve
blayny.; tespit etmislerdir. Tirk Dagi ve ark (2012)’larmin ¢alismasinda da blaynymve
varlig1 saptanamamistir. Calismamizda fenotipik olarak MBL {iretiminin oldugu belirlenen
Acinetobacter kokenlerinin hicbirinde PZR yontemiyle blanp.1, blapip2, blaym1 ve
blayn, genleri saptanamamustir. Ulkemizde yapilan calismalarda Acinetobacter’lerde bu

genlerin P. aeruginosa’larda oldugu kadar fazla olmadig1 goriilmektedir.
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Yurt disinda Sader ve ark (2004)’nin ¢alismasinda, MBL fenotipi pozitif olan 33
Acinetobacter tiriiniin sadece yedisinde blapp.; varligi tespit edilmistir. Mezzatesta ve
arkadaslarinin  (2008) c¢alismasinda ise, 107 Acinetobacter izolatinda %50 oraninda
karbapenem direnci saptanirken, izolatlarin higbirisinde blayn ve blapnp varligi
bulunamamistir. Amudhan ve ark. (2011) ¢alistiklar1 imipenem ve meropenem direngli 116
A.baumannii izolatin 54’tinde PZR yontemi ile MBL iiretimin oldugunu saptamis; bunlarin
53’iinde sadece blavny, birinde ise hem blapp hem de blayn geni bulunmustur. Karthika
ve ark. (2009)’nin calismasinda 39 (%70,9) izolat cift disk sinerji test yontemiyle MBL
tiretimi i¢in pozitif bulunurken blapp.; geni sadece 23 (%42) izolatta gorilmis, blaviv.o
ise higbir izolatta tespit edilememistir. Oh ve ark (2003) PZR yontemiyle inceledikleri 130
izolattan (99 P.aeruginosa, 31 A.baumannii) hi¢birinde blaymn.; geni bulamazken 33’iiniin
(29 P.aeruginosa, 4 A.baumannii) blayn-, geni, 2’sinin (P.aeruginosa) blapsp.; geni olmak
tizere toplam 35 izolatin MBL firettigini saptamistir. Ayrica imipenem ve seftazidime
direncli 60 P.aeruginosa’nin %46,7 (28)’sinin, 6 A.baumannii’nin %33,3 (2)’linilin blayn»
tagidigini, imipeneme duyarli seftazidime direngli bulunan 22 A.baumannii izolatinin ise
%9,1 (2)’inin blayps, tasidigini tespit etmislerdir (Oh ve ark 2003). Khosravi ve Mihani
2008 yilinda yaptiklar1 ¢alismada disk diflizyon yontemiyle imipenem direncli bulduklar
41 P.aeruginosa susun’dan E test yontemiyle fenotipik olarak MBL pozitif bulunan 8
(%19,51) susun PZR yontemiyle blaypy geni bakimindan pozitif, blapp geni bakimindan
negatif oldugunu belirlemistir. Villalo'n ve ark. (2013) calismalarinda fenotipik olarak
MBL pozitif bulduklar1 40 A.baumannii izoalatlarinin ise higbirinde PZR yontemiyle ile

metallo beta laktamaz kodlayan bir gen varligini tespit edememislerdir.

Cogu izolat 1970’lere kadar genis spektrumlu antibiyotiklere duyarliyken, daha
sonradan A. baumannii her antibiyotik sinifina dikkat ¢ekici bir direng gelistirme egilimi
gostermeye baslamistir (Livermore ve Woodford 2006). Karbapenem direngli
A.baumannii’ler diinya ¢apinda giderek artan nozokomiyal infeksiyonun 6nemli nedenidir
(Koh ve ark 2007). MBL iireten organizmalar nedeniyle ciddi infeksiyonlar1 olan hastalar
bu organizmaya tamamen direngli antibiyotikler ile tedavi edildiklerinde zayif bir sonug
alindig1 bilinmektedir (Livermore ve Woodford 2006). Hastanede MBL pozitif izolatlarin
varlig1 sadece terapétik bir sorun degildir, infeksiyon kontrol ¢alismalari icin de 6nemlidir.

MBL pozitif izolat bulunan hastalar yiiksek riskli olarak belirlenmeli ve uygun izolasyon
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onlemleri alinmalidir. Gerekirse hasta ile temas halinde olan klinsyenler ve diger saglik

calisanlar1 tibbi hasta formlar1 doldurularak uyarilmalidir (Walsh ve ark. 2005).
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6. SONUC

Bu calismada Mustafa Kemal Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina gesitli boliimlerden gonderilen klinik 6rneklerden
izole edilen Acinetobacter kokenlerinde MBL tipi beta laktamaz arastirilmasi, IMP-1,

IMP-2, VIM-1, VIM-2 genlerinin saptanmas1 amag¢lanmistir.

Mart 2009-Haziran 2012 tarihleri arasinda izole edilen 150 Acinetobacter spp.
kokeni ¢aligmaya dahil edilmis olup kdkenlerin %34’linlin balgam, %15,3’{liniin yara,
%14,7’sinin trakeal aspirat, %13,3’liniin idrar, %12,7’sinin kan, %7,3’linlin abse,
%1,3’tlintin BOS, %1,3’liniin plevra sivis1 orneklerinden izole edildigi tespit edilmistir.
Izole edilen Acinetobacter kokenlerinin %94’{iniin A. baumannii, %6’smin A. Iwofii

oldugu saptanmustir.

Klinik 6rneklerden izole edilen Acinetobacter spp. kokenlerinin antibiyotik
duyarhiliklar1 Vitek 2 otomotize sistem (BioMerieux, Fransa) ile belirlenmistir.
Caligmamizdaki kokenlerin en duyarli oldugu antibiyotiklerin sirasiyla gentamisin
(%41,3), amikasin (%36,7), imipenem (%25,3), trimetoprim/sulfametoksazol (%23,3),
meropenem (%21,3) ve sefepim (%16,7) oldugu tespit edilmis olup bu oran iilkemizde
yapilan diger c¢aligmalarla benzer diizeydedir. Otomotize sistemle imipeneme ve
meropeneme karsi kokenlerdeki MIK araligi sirastyla <1->16 pg/ml, <0,25->16 pg/ml
bulunmustur. Bu yontemde her iki antibiyotige kars1 elde edilen MiKs, ve MiKgy degeri
>16 olarak bulunmus olup bu degerlerin duyarlilik sinirlar1 i¢inde kalmadigi tespit

edilmistir.

Calismamizda E-test yontemiyle orneklerin 67 (%44,6)’si MBL pozitif olarak
saptanmistir.  MBL iireten kokenlerle olusan infeksiyonlarda karbapenem grubu
antibiyotiklere duyarli olsalar bile tedavi esnasinda direng geliserek tedaviye cevap
allmamayacaglr unutulmamalidir. Calismamizda MBL iirettigi saptanilan kokenlerin
imipeneme, meropeneme, seftazidime, seftriaksona, gentamisine, piperasilin/tazobaktama

daha direngli oldugu bulunmustur (p<0,05).
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Calismamizda PZR yontemiyle kokenlerdeki blapp.1, blanp.2, blaym.1 ve blayi

genleri aragtirilmigtir ancak kdkenlerin hi¢birinde bu genler tespit edilmemistir.

MBL iireten organizmalar nedeniyle ciddi infeksiyonlar1 olan hastalar bu
organizmaya tamamen direngli antibiyotikler ile tedavi edildiklerinde zayif bir sonug
alindig1 bilinmektedir (Marra ve ark 2006). Bu nedenle daha etkili bir tedavi ig¢in
MBL’lerin ve MBL kodlayan genleri tagiyan kokenlerin saptanmasi gerekmektedir.
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