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OZET

Yogun bakim {initelerinde (YBU) gelisen enfeksiyonlarda nonfermentatif
bakterilerin goriilme sikligi artmaktadir. Birgok antibiyotige karsi direngli olduklari
bilinen bu bakterilerde karbapenemlere de yiiksek oranda direng gozlenmektedir.
Calismada, YBU’deki hastalardan izole edilen nonfermentatif bakterilerde karbapenem
direncine neden olan Metallo Beta Laktamaz (MBL) varliginin fenotipik ve genotipik
analizler ile belirlenerek Pulsed field gel electrophoresis (PFGE) ile izolatlar arasi

iligkinin ortaya konmasi amaglanmaistir.

Nisan 2014-Aralik 2014 tarihleri arasinda Yiiziincii Y1l Universitesi Dursun
Odabas Tip Merkezi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda imipenem veya meropenem
direngli 51 Acinetobacter baumannii ve 51 Pseudomonas aeruginosa izolati ¢alismaya
dahil edilmistir. Izolatlarmin antimikrobiyal duyarliliklari, Kirby-Bauer disk difiizyon
yontemi ve BD Phoenix (Becton Dickinson, ABD) otomatize sistemi ile belirlenmistir.
MBL varligi, ¢ift disk sinerji testi (CDST), kombine disk testi (KDT), Modifiye Hodge
testi (MHT) ile tespit edilmistir. Tiim izolatlarda karbapenem direncine yol acan IMP,
VIM, GES, GIM, SPM, OXA-10, OXA-23 ve OXA-51 gen bolgeleri Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) ile belirlenmistir. Ayrica tiim izolatlarda pulse field gel
electrophorez (PFGE) ile Klonal iliski ortaya konmustur.

Toplam 102 izolatin hi¢ birinde IMP, VIM, GES, GIM gen bdlgeleri tespit
edilmemigtir. A. baumannii izolatlarinin tamaminda en az bir gen bolgesi pozitif olmak
tizere %98’1 OXA-51, %77’si OXA-23 ve %4’inde SPM geni pozitif bulunmustur. Bu
izolatlarda; %77 oraninda OXA-23 ile OXA-51 ve %4 oraninda OXA-23, OXA-51 ile
SPM birlikteligi saptanmustir. P. aeruginosa izolatlarinda ise OXA-51 %18 ve OXA-10
ise %14 oraninda tespit edilmistir. A. baumannii i¢in duyarliligi en yiiksek fenotipik test
olarak KDT (%94.1) bulunmustur. CDST’nin duyarliligi % 0 oldugu ve MBL analizi
icin uygun bir fenotipik test olmadigi goriilmiistiir. P. aeruginosa igin ise duyarliligi en
yiiksek testler sirasiyla CDST (%93.7), KDT (%87.5) ve MHT (56.2) olarak
bulunmustur. PFGE yontemi ile klonal iliski analizi sonuglarina goére A. baumannii
izolatlarinin kiimelesme oran1 % 80 olarak belirlenirken P. aeruginosa da bu oran % 53

olarak belirlenmistir.



Sonug olarak, tiim izolatlarda iilkemizde daha oOnce bildirilen gen bdlgeleri
calismamizda da benzer olarak bulundu. Fenotipif testlerden A. baumannii igin en

uygun KDT bulunurken P. aeruginosa i¢in ise CDST bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: A. baumannii, P aeruginosa, metallobetalaktamaz



SUMMARY

Nonfermentative bacterias have increased gradually infections of the intensive
Care Units. Nonfermentative bacterias are highly resistant to most of the antibiotics
especially carbapenems. This study aimed that the phenotypic and genotypic tests were
evaluated of screening MBL-producing nonfermentative bacterias of resistant to
carbapenems in patients at our hospital’s Intansive Care Units (ICU) and investigate the

relationship between strains by Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE).

In study, imipenem or meropenem resistant 51 Acinetobacter baumannii and 51
Pseudomonas aeruginosa isolates were included at during April 2014 - December 2014
Microbiology Laboratory of Dursun Odabas Medical Center in Yuzuncu Yil University.
Antimicrobial susceptibility testing of the isolates were performed by Kirby-Bauer disk
diffusion method and BD Phoenix (Becton Dickinson, ABD) automated system at
intensive care units in our hospital. MBL presense was investigated by Double Disk
Synergy Test (DDST), the Combined Disk Test (CDT) and Modified Hodge test
(MHT). All strains that cause carbapenem resistance by IMP, VIM, GES, GIM, SPM,
OXA-10, OXA-23 and OX-51 gene regions was determined with Polymerase Chain

Reaction (PCR). PFGE was used to investigate of the clonale relationship.

The highest specificity is determined by MHT. IMP, VIM, GES, GIM gene
regions have not been detected of of PCR evaluation in any of totaly 102 isolates. The
genes of OXA-51 (98 %), OXA-51 (77 %), OXA-23 (77%) and SPM (4 %) were found
in A. baumannii isolates. In these strains, We identified together with OXA-23&0XA-
51 % 77 and OXA-23&0XA-51&SPM % 4 genes. The genes of OXA-51 (18 %) and
OXA-10 (14 %) detected in P. aeruginosa isolates. CDT (% 94) was found to be most
sensitive for A. baumannii. DDST sensitivity was found 0 % for MBL analysis and it
wasn’t suitable analysis of phenotypic assays. Respectively DDST (94%), CDT (88 %)
and MHT (56 %) sensitivity was found to be highest sensitivity for the Pseudomonas
aeruginosa. According to PFGE clonal analysis results determined of clustering rate of
A. baumannii 80 % and P. aeruginosa isolates were 53 %. For most of our hospital

carbapenem resistance was found to be responsible for production of MBL.

Xl



As a result, in all regions of the gene are found similarly as previously reported
in our country’s study, but the OX-48 gene was detected firstly.

Key Words: A. baumannii, P aeruginosa, metallobetalactamase.
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1. GIRIS VE AMAC

Antibiyotik direnci yaygin ve kontrolsiiz antibiyotik kullanimina bagli olarak
giiniimiizde biiyiik bir sorun haline gelmistir. Ozellikle yogun bakim iinitelerinde
sikca goriillen hastane enfeksiyonlarinda coklu ilag direnci (CID) belirlenen
mikroorganizmalar daha ¢ok 6nem kazanmistir. Nonfermentatifler genellikle dogada
saprofit konumda yaygin olarak rastlanmakla birlikte, immun sistemi baskilanmis
bireylerde ve uzun siireli antibiyotik kullaniminin yaygin oldugu yogun bakim
Unitelerinde  yatan  hastalarda  ciddi  enfeksiyonlara neden  olabilen
mikroorganizmalardir. Bu {initelerde hastalik etkeni olarak en sik izole ettigimiz
nonfermentatifler Pseudomonas ve Acinetobacter izolatlaridir. Bu bakterilerin etken
oldugu enfeksiyonlarda kullanilan antibiyotiklere karsi direncin artmasi tedavide
giicliiklere sebep olmaktadir. Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
tarafindan 1974 yilinda baslatilangenis kapsamli SENIC (Study on the Efficacy of
Nasocomial Infection Control) projesinde enfeksiyon kontrol programlarinin
uygulandigi hastanelerde hastane enfeksiyonu hizinda onemli azalmalar tespit
edilmistir. Direngli nonfermentatif mikroorganizmalarin sebep oldugu enfeksiyonlar
mortalitenin artmasina, hastane yatis sliresinin uzamasina ve tedavi maliyetinde

artiglar gibi sorunlara sebep olmaktadir (1,2).

Mikroorganizmalarla miicadelede Beta laktam antibiyotikler gilinlimiizde
stratejik tedavi segenegi olarak onemini korumaktadir. Bu antibiyotikler ‘penisilin
baglayict proteinler’ olarak adlandirilan (PBP) enzimler {izerine etkili olarak
bakterilerde hiicre duvari sentezini inhibe ederek etkili olurlar. Bakterilerde beta
laktam antibiyotiklere kars1 gozlenen direng; PBP’lerde goriilen degisiklikler, beta
laktamaz enzimleri ve permeabiliteye bagl olarak gerceklesebilir. Beta laktamazlar
her bakteride goriilmekle beraber gram negatiflerde arasinda daha 6nemlidir. Gram
negatiflerin en Onemli antibiyotik diren¢ mekanizmas1 beta laktamazlardir.
Bunlardan en 6nemlileri: Genis Spektrumlu Beta Laktamazlar (GSBL), Kromozomal

Indiiklenebilir Beta Laktamazlar (IBL), Karbapenemazlar (3).

Karbapenemler, penisilin ve sefalosporin gibi beta laktamlara rezistan bakteri

tiirlerinin ¢oguna kars1 etkilidir. Ozellikle CID gram negatiflerin yol agtif



enfeksiyonlarda oldukca iyi bir tedavi segenegidir. Ama Son yillarda &zellikle
nonfermantatif gram negatif bakteriler arasinda karbapenemlere karsi artan bir direng
problemi gdzlenmektedir. Ulkemizde oldugu gibi hastanemizde de izole edilen

bakterilerde CID artis1 oldukea ciddi bir sorun olmaya baslamstir (4,5).

Bu ¢alismada hastanemiz Yogun Bakim Unitelerinde (YBU) yatan hastalarda
en sik rastlanan nonfermentatiflerden Pseudomonas ve Acinetobacter izolatlarinda
CID gelisimine sebep olan MBL direnci fenotipik ve genotipik analizlerle ortaya
konulmasini amaglanmistir. Cesitli materyallerden izole edilen 51 adet Pseudomonas
ve 51 adet Acinetobacter izolatlarinda Metallo Beta Laktamaz (MBL) aktivitesini
cesitli fenotipik yoOntemlerle tespit ederek, bu yontemlerin altin standart olan
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yontemi ile uyumu karsilastirilmistir. Pulsed
field gel electrophoresis (PFGE) ile de klon analizi yapilarak izolatlar arasi iliski

ortaya konmustur.



2. GENEL BILGILER

2.1. Non Fermantaif Gram Negatif Bakteriler

Nonfermentatif basiller, karbonhidratlari enerji kaynagi olarak, fermentasyon
disindaki metabolik yollarla kullanan aerobik, sporsuz bakterilerdir. Klinikte
karsilagilan bakterilerin cogu metabolik yollarinda karbonhidratlar1 kullanarak enerji
elde ederler. Infeksiyon hastaliklar1 etkeni olabilen bakterilerin identifikasyonu i¢in
de c¢esitli metabolik Ttriinlerin tespit edilmesi ve Olglimii kullanilmaktadir.
Nonfermentatifler, dogada yaygin olarak toprakta ve suda bulunmakla birlikte,
hastane ortami florasinda da sik rastlanan bakteri grubunu olusturmaktadir.

Insanlarda deri, solunum yolu ve oral florada da bulunabilmektedirler (6,7).

Nonfermentatifler son yillarda 6zellkle yogun bakim iinitelerinde antibiyotik
tedavisi alan hastalarda firsat¢1 ajanlar olarak ciddi enfeksiyonlara yol agmalar
nedeni ile karsimiza olduk¢a sik ¢ikmaktadirlar. Nonfermentatifler, intrinsik veya
kazanilmig antibiyotik direncini tasimaya egilimlidirler (8). Bu mikroorganizmalar
arasinda, direncli izolatlarla olugsmus enfeksiyonlarda kullanilan yeni antibiyotiklere
kars1 bakteriyel direncin hizla artmakta oldugunu belirten ¢alismalar oldukca kaygi
vericidir. Nonfermentatif bakterilerin iyi bilinen iki {iyesinden Pseudomonas ve
Acinetobacter tiirleri, yogun bakim {initelerinde (YBU) yatan hastalarda septisemi,
endokardit, intrakraniyal enfeksiyonlar, cerrahi alan enfeksiyonlari, solunum sistemi,
genitoliriner sistem Ve gastrointestinal sistem enfeksiyonlar1 gibi bir ¢ok

nazokomiyal enfeksiyon tablolarina sebep olmaktadir (9,10).

2.1.1. Acinetobacter Cinsi

Ik kez 1911 yilinda Beijerinck isimli arastirmaci tarafindan topraktan izole
edilmis ve Micrococcus calcoacetius olarak isimlendirilmislerdir. Brisou ve Pre’vot
1954°de benzer morfolojik oOzellikler gosteren bu mikroorganizmalar arasinda

bazilarin hareketsiz olduklarin1 géstermisler ve Yunanca hareketsiz anlamina gelen



‘Akinetos’ sozcliginden tiireyen ‘Acinetobacter’ admi vermislerdir (11,12,13).
Baumann ve ark. 1968 yilinda Acinetobacter’lerin biyokimyasal ve morfolojik

Ozelliklerini ayrintili olarak ortaya koymuslardir (14).

Acinetobacter cinsi Moraxellaceae familyasi iginde siniflandirilmakta ve
hareketsiz, oksidaz negatif, Gram negatif yaklagik 1-1.5 pmx1.5-2.5 pm
boyutlarinda kokobasil bakterilerden olugmaktadir. Oxidaz testi negatiftir.
MacConkey besiyerinde genellikle iirer. Tabiatta yaygin olarak bulunmakta ve insan
deri florasinda da bulunabildiginden klinik oOrneklerden de sik olarak izole
edilebilmektedirler. Acinetobacter tiirleri viicudun nemli bdlgelerinde flora elemant
olarak yer almaktadir (15). Normal saglikli bireylerin yaklasik % 25’inin derisinde

Acinetobacter tiirlerini tagidiklar1 gosterilmistir (16).

Son zamanlarda Afganistan, Irak ve Kuveyt bolgesinde yaralanarak hastaneye
yatan 102 askerin kan kiiltiirlerinde A. baumannii izole edilmistir. Afganistan’dan
donen Kanadal1 askerlerde de CID Acinetobacter spp. bagl ventilatér ilskili pndmoni
tanimlanmistir.  Yine Vietnam savasinda gorev alan askerlerde ekstremite
yaralanmalarinda en sik izole edilen Gram-negatif bakteri A. baumannii olmustur.
Biitiin bu olgularda nemli ve kuru ortamda yasayabildigi i¢in Acinetobacter tiirlerinin

¢evresel kontaminasyon kaynakli olduklari distiniilmiistiir (17).

Hastanede takip edilen hastalarda tasiyicilik orani daha yiiksek olup bunun
nedeni carpraz kontaminasyon ve hastane ortaminin kaynak olusturmasidir. Yapilan
cesitli caligmalarda ozellikle de hastane salginlarinin oldugu donemlerde yatan
hastalarda bogaz tasiyicihigt % 7-8 olarak tespit edilmis ve trakeostomi

stiriintiilerinde ise % 45 oraninda saptanmistir (18).

Virulans potansiyelleri diisiik oldugundan bagisiklik sistemi normal
bireylerde enfeksiyon olusturma potansiyelleri olduke¢a diisiiktiir. Asidik pH’da ve
diisiik 1silarda tireyebilmeleri yaninda bilinen sitotoksin iiretimleri yoktur. Hiicre
duvarinin yapisinda bulunan lipopolisakkaritlerin endotoksijenik o6zelligi ¢ok iyi
bilinmemektedir. Acinetobacter sepsislerinin semptomlarindan bu endotoksinin
invivo liretimi sorumludur. Bakterinin insan organizmasinda iireyebilmesi de 6nemli
viriilans faktorlerindendir. Bazi Acinetobacter tiirlerinin dis membran reseptorleri

gibi sideroforlari tiretebildikleri tespit edilmistir (19).



Acinetobacter tiirlerinin antibiyotiklere direngli izolatlarinin enfeksiyon
etkeni olarak siklikla saptandigi ve bu nedenle eradikasyonunda zorluklar yasanan
bir mikroorganizmadir (20). Acinetobacter izolatlar1 genel olarak penisilin, ampisilin,
sefalotin, kloramfenikole direng prevalansi, bdlgeden bolgeye hatta hastaneden
hastaneye gore degisiklik gostermektedir. Artan oranlarda karsimiza g¢ikan direng

sorunu tedavi yaklagimlarinda en biiyiik problemimizdir (21).

A. baumannii’nin beta-laktam antibiyotiklere kars1 direncinden sorumlu
onemli mekanizmalardan biri kromozom veya plazmid kontroliinde betalaktamaz
enzimlerinin dretilmesidir (22). A. baumannii’ nin iirettigi beta-laktamazlar arasinda
Ambler smiflandirmasinda A’da yer alan TEM-1, PER-1, VEB-1, SHV-12, TEM-
116, TEM-92, CTX-M-2, CTX-M-43 gibi genislemis spektrumlu beta laktamazlar
Oonemli yer tutmaktadir. A. baumannii izolatlari, Ambler simif A betalaktamazlar
disinda Ambler sinif C’de yer alan ve‘Acinetobacter Derived Cephalosporinases’
(ADCs) olarak da bilinen AmpC enzimleri de tiretmektedirler. A. baumannii’de bu
enzimin asir1 derecede iiretilmesinde ‘ISAbal’ adi verilen bir IS elementinin rolii
oldugu ve bu element sayesinde genis spektrumlu sefalosporinlere karsi direng
gelistigi bilinmektedir (23,24). A. baumannii, karbapenemazlar da iiretmekte olup
bunlar Ambler sinif D’de yer alan OXA tipi beta-laktamazlari, Ambler sinif B’de yer
alan metallo beta-laktamazlar1 kapsamaktadir. OXA tipi beta-laktamazlar arasinda
OXA-23 benzeri, OXA-40 benzeri, OXA-58 benzeri, OXA-51 benzeri, OXA-69
benzeri, OXA-24 beta laktamazlar bulunmaktadir. Ayrica penisilinleri,
sefalosporineri ve karbapenemleri hidrolize eden IMP-1, IMP-2, IMP-4, IMP-5,
IMP-6, IMP-11, VIM-1, VIM-2, SIM-1, IMP-12, IMP-9 yer almaktadir (20).

Giiniimiizde iirkiitiicii  bir sekilde CID  Acinetobacter salginlar
bildirilmektedir. Bu gibi durumlarda standart tedavi protokolleri halen tam olarak
oturtulmamistir. Invivo ve invitro denemelerde basarili bulunan cesitli kombine
tedavi secenekleri kullanilmaktadir (19,21). Acinetobacter tiirlerinin tedavisinde
karbapenemler ve kolistin kullanilmaktadir. Fakat karbapenemlere de direng artist
elimizde tek segenek olarak kolistini birakmigtir. Nadir olmakla birlikte ne yazik ki
kolistin direngli izolatlar da izole edilmektedir (22,23). CLSI kurallarina gore

Onerilen antibiyotikler ve sinir degerler asagidaki tabloda verilmistir.



Tablo 1. Acineteobacter baumanni’de CLSI kurallarina gére dnerilen

antibiyotikler ve sinir degerler

Antibiyotikler CLSI
Imipenem/Meropenem 4/16
Ciprofloksasin 1/4
Levofloksasin 2/8
Amikacin 16/64
Gentamycin, Tobramycin 4/16
Netilmicin 8/32
Ampicillin-Sulbactam 8/32
Piperacillin-Tazobactam 16/128
Ticarcillin-Clavulonate 16/128
Ceftazidime, Cefepime 8/32
Ceftriaxone, Cefotaxime 8/64
Polymixine B, Colistin 2/4
Trimetoprime-Sulfamethoxazole 2/4
Doxycycline, Minocycline, Tetracycline 4/16

Acinetobacter tiirleri tiim diinyada oldugu gibi son yillarda iilkemizde
YBU’lerde de siklikla rastlanan patojenlerdendir. Ozellikle ¢evrede yogun ve uzun
siireli bulunabilmesi kalic1 sorunlar yaratmasinda baglica etmenlerdendir. Klasik
olarak kromozomal beta laktamazlar (AmpC) tasiyabildikleri Verona Imipenemase
(VIM) ve Imipenemase (IMP) gibi karbapenemaz genlerini tasiyan ya da diger
mekanizmalar ile diren¢ kazanan kokenlerin sebep oldugu salginlar bildirilmektedir.
Oxasilinase (OXA) kaynakli direng ve bu izolatlarin yaptig1 salginlar da giderek

onem kazanmaktadir (24).



2.1.2. Pseudomonas Cinsi

P. aeruginosa, 1850 yilinda Sedillot isimli arastimaci tarafindan cerrahi yara
pansumanlarinda mavi renk degisikligi yapan bir ajan olarak tanimlanmustir. Ilk
olarak Bacillus pyocyaneus ve daha sonra Pseudomonas pyocyanea olarak
adlandirilmigtir. Piyosiyanin izolasyonu Lucke tarafindan 1862'de yapilmistir (25).
Pseudomonas cinsi bakteriler, Pseudomonadaceae ailesi icinde yer alan Gram
negatif, nonfermentatif, sporsuz, polar flagellalar1 ile hareketli, aerobik diiz veya
hafif kivrik, 0.5-0.8umx1.5-3pum biiyiikliigiinde basillerdir. Cogu, kanli agarda beta
hemolitiktir ve bazi izolatlar nitrat ya da arginin kullanarak anaerob ortamda da
tireyebilirler. P. luteola ve P. oryzyhabitans disinda oksidaz pozitiftirler. En iyi 30-37
°C’de iirerler, 42 °C’de de iireyebilirler, ancak 4 °C’de iireyemezler Bazi izolatlar
yesil renk veren piyosiyanin, Siyah renk veren piyomelanin, kahverengi renk
olusturan piyoverdin ve rengi koyu kirmizi olan piyorubin pigmenti iiretir.
Piyosiyanin ve piyoverdin pigmentlerini lireten Pseudomonas tiirleri Miiller Hinton
Agar (MHA) da yesil-mavi koloniler yaparlar. Karbonhidratlar1 fermente etmezler,
glikoz ve ksiloz gibi sekerlere oksidatif etki gosterirler ama maltozu etkilemez.
Nitratlardan gaz  olusturabilirler, L-arginin  dehidrolaz  pozitifken L-lizin
dekarboksilaz negatiftirler. Katalaz ve Simmon’s sitrat pozitiftirler. Pseudomonas
aeruginosa’nin epitel hiicrelerine tutunmalani saglayan piluslar1 ve protein yapili
adhezinleri vardir. Iki cesit hemolizin iiretmekte olup biri 1siya dayanikli glikolipit
olan Lipid A ve digeri ise 1stya duyarli bir protein olan fosfolipaz C sayesinde
mikroroganizmanin biyolojik etkisini diizenler. Hiicre dis1 bir enzim olan exotoksin
A ise eUF-2’yi inaktive ederek protein sentezinde inhibisyona sebep olmaktadir
(15,26).

Biyokimyasal ozelliklerine gore farkli sekerlere karsi olan oksidasyon
ozellikleri, 42°C de biiyiime ozellikleri ve flagella formasyonlarina gore izolatlarin
identifikasyonu yapilabilmektedir. Tatli lizim benzeri koku yaymalar1 ve pyosiyanin
pigmenti tiretmeleri P. aeruginosa icin 6zel tani kriteri olarak kabul gérmektedir
(27,28).

Saglikli insanlarda nadiren hastalik etkeni olan Pseudomonas bakterisi sik

rastlanan bir insan saprofitidir. Konak immunitesinin bozuldugu; yanik, kanser



kemoterapisi, noétropeni, hipogammaglobulinemi, kompleman eksikligi gibi
bagisiklik sisteminin baskilandigi durumlar, endotrekeal entiibasyon, uzun siireli
iiriner veya damar i¢i kateter uygulamalari, genis spektrumlu antibiyotiklerin yaygin
kullanim1 enfeksiyonlara zemin hazirlamaktadir (28). Pseudomonas enfeksiyonlari
kolonizasyon, invazyon ve sistemik yayilim olmak iizere ii¢ asamali olarak
gelismektedir. Cilt mukoza ylizeylerine kolonize olan bakterilerin yayilimasinda,
virlilans faktorleri yaninda konagin immun direnci ve fiziksel savunma
mekanizmalar1 6nemlidir. Enfeksiyon bu durumlar 1s1¢inda kolonizasyon asamasinda
kalabilecegi gibi sistemik enfeksiyonlara da ilerleyebilmektedir (15,28).
Pseudomonas aeruginosa, cesitli efliikks pompalarinin ekspresyonu, dis zar
gecirgenliginde azalma ve B-laktamaz enzimi sayesinde p-laktam antibiyotiklerin bir
coguna intrinsik olarak direnglidir. Ote yandan P. aeruginosa izolatlarinda
kromozomal mutasyonlarin sikligi ve porin degisikligi AmpC’yi asir1 iireten ya da
efluks pompa islevi artmis mutantlarin ortaya ¢ikmasimi saglamistir. Antibiyotik
baskisinin bu mutantlar1 seleksiyona ugratmasi, ¢ogul direngli bir P. aeruginosa
izolatinin ortaya ¢ikmasina neden olur. Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar
(GSBL) (smif A/grup 2be enzimler) Ozellikle Enterobacteriaceae iiyelerinde
bulunmakla birlikte, 1980'li yillardan beri P. aeruginosa izolatlarinda da
bildirilmekte ve artarak yayginlagmaktadir. P. aeruginosa'da bu tiir enzimler ii¢iincii
kusak sefalosporinleri hidrolize ettiginden giiniimiize kadar bir¢ok enzim
bildirilmistir. Bunlar TEM, SHV ve bunlarin tiirevleri (TEM-42, TEM-21, SHV-12,
TEM-4, SHV-5, SHV-2A), GES-2, GES-1, PER-1, VEB-1 ve IBC tipi beta-
laktamazlardir (29). Ambler grup D'de yer alan ve daha ¢ok P.aeruginosa'da
bulunanan OXA tipi (simif D) GSBL'ler yer almaktadir ve bu grupta bes farkl
oksasilinaz bildirilmistir. Beta-laktamaz inhibitorleri tarafindan zayif bir bigimde
inhibe edilirler. OXA-I grubu OXA-10, OXA-7, OXA-5 ve tiirevleri (OXA-17,
OXA-16, OXA-14, OXA-11) ile OXA-13 ve tiirevlerini (OXA-28, OXA-19); OXA-
I1 grubu OXA-20, OXA-15, OXA-3 ve OXA-2'yi; OXA-III grubu OXA-31, OXA-
30, OXA-4 ve OXA-1'i; OXA-IV grubu OXA-9'u; OXA-V grubu ise LCR-1
enzimini igermektedir (30,31,32,33). CLSI kurallarina gore onerilen antibiyotikler ve

sinir degerler asagidaki tabloda verilmistir.



Tablo 2. Pseudomonas aeruginosa’da CLSI kurallarina gére dnerilen

antibiyotikler ve sinir degerler

Antibiyotikler CLSI
Imipenem/Meropenem 4/16
Ciprofloksasin 1/4
Levofloksasin 2/8
Amikacin 16/64
Gentamycin, 4/16
Piperacillin-Tazobactam 16/128
Ceftazidime, Cefepime 8/32
Cefaperazon 8/64
Polymixine B, Colistin 2/4
Trimetoprime-Sulfamethoxazole 2/4
Norfloksasin 4/16

Karbapenemler, bakteriyel dirence karsi gelistirilmis en genis spektrumlu
beta-laktam antibiyotikler olarak bilinmekle birlikte, &zellikle son doénemlerde
Pseudomonas izolatlarinda karbapenamaz iiretimindeki artis, bu antibiyotiklere karsi
direnci de beraberinde tasimaktadir. Son yillarda CID Pseudomonas enfeksiyonlar
ozellikle YBU’lerde yatan hastalarda artarak énem kazanmaktadir. Tedavi segenegi

olarak kombine terapiler denenmektedir (34).

2.2. Beta-Laktam antibiyotiklerin etki mekanizmalari ve siniflandirilmasi

Antibiyotiklerden mikroroganizmalarin sadece {iremelerini durduranlar
bakteriyostatik; mikroorganizmalarin 6liimiine sebep olanlar ise bakteriyosidal olarak
adlandirilmaktadir. Molekiiler formasyonunun antibakteriyel etkisinden sorumlu
cekirdek kisminda B-laktam halkasi icermekte olan antibiyotiklere B-laktam
antibiyotikler veya kisaca -laktamlar denmektedir. Beta-Laktam antibiyotikler
bakterilerin hiicre duvar sentezini inhibe ederek etkili olmaktadirlar. B-laktam halkasi
bir azot ve {i¢ karbon halkasindan tesekkiil eden doymus bir halka yapisi
gostermektedir (35).



Beta-laktam antibiyotikler, giiniimiizde en sik kullanin antibiyotiklerin
basinda gelmektedir ve baslica 5 grupta toplanmaktadirlar: (35).
e Penisilinler
e Beta-laktamaz inhibitorleri
e Sefalosporinler
e Monobaktamlar
e Karbapenemler

Beta-laktam antibiyotikler, peptidoglikan sentezinde gorev alan transpeptidaz
ve karboksipeptidaz gibi enzimleri inhibe ederek hiicre duvari sentezini durdururlar
(36). Her grup; Beta-Laktam antibiyotigin 6zelligini veren halka ve bu halkaya bagli
yan zincirlerinin 6zelliklerine gore belirlenir (37).

Beta-laktam antibiyotikler, bakteri hiicre duvarinda yer alan peptidoglikan
yapinin Sentezinden sorumlu olan ve Penisilin Baglayan Protein (PBP) adi verilen
sitoplazmik membran yerlesimli hedef proteinlere baglanarak etkili olurlar (38,39).
Bakteri hiicre duvarinin asil polimeri olan peptidoglikan tabaka hiicre duvarina
seklini vermekte ve bakterileri ozmotik basinglara karsi korumaktadir. Beta laktamlar
D-alanyl-D-alanin transpeptidaz aktivitesinde aktif serin tarafinda yer alan hidroksil
grubunu agilleyerek inhibisyon olustururlar (39). Beta-laktam antibiyotik tarafindan
PBP’leri inhibe olan bakteri peptidoglikan sentezlemeye baslayarak hiicre duvarinin
yapisint bozmaktadir. Bdylece bakterinin ozmotik yapist bozularak ve o6lecektir.
Beta-laktam antibiyotikler hedeflerine baglanmak ve etkili olabilmek i¢in Outer
Membran Protein (OMP) denilen protein kanallarindan gegmektedirler. Bu gegis
esnasinda periplazmik aralikta bulunan beta-laktamazlardan da etkilenmemeleri

gerektigi bilinmelidir (40).

Penisilinler

Temel formasyonu bir tiazolidinon halkasi, beta laktam halkasi ve bir yan
zincirden olusmaktadir. Penisilinler, Beta-laktam antibiyotiklerin énemli bir grubunu

olustururlar. Dogal, semisentetik ve genis spektrumlu penisilinler olarak {i¢ baslikta

toplanmaktadirlar.
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Dogal Penisilinler: Klasik dogal penisilinler, penisilin G ve penisilin V bu
grupta yer alir. Penisilin V ise oral yoldan kullanimi olan tek penisilin tiirii olup
Penisilin G ise mide asidinde inaktive olacagindan sadece parenteral yolla
kulllanilmaktadir. Dogal penisilinler, baslica gram pozitif bakterilere ve ayrica
Bacillus anthracis, Clostridium spp., Neiseria spp. ve Spiroketlere etkilidirler. Gram
pozitif bakteriler dis membran icermediklerinden, sitoplazmik aralik {izerinde kalin
bir peptidoglikan tabaka uzanmaktadir. Beta-laktamazlar bu tabakaya yapisik veya
bakteri hiicresi etrafinda serbest olarak yer almaktadirlar. Gram negatif enterik
bakteriler ve stafilokoklar etkilenmemektedir (41).

Semisentetik Penisilinler: Staphylococ’larin neredeyse tiimiiniin salgiladigi
penisilinaz enzimine dayanikli tek penisilin grubu olan Penisilinazlara direngli
penisilinler bu grupta yer almaktadirlar. Sadece Staphylococ enfeksiyonlarinda tercih
edilmeleri nedeniyle antistafilokokkal penisilinler olarak da adlandiriimaktadirlar.
Ancak metisilin direngli stafiolokoklarda (MRS) etkinlikleri yoktur. Metisilin ve
nafsilin gibi penisilinazlara direngli penisilinler ve dikloksasilin, kloksasilin ve
oksasilin gibi izoksazolil grubundaki penisilinler bu grupta bulunmaktadir (41).

Genis Spektrumlu Penisilinler: Karboksipenisilinler, aminopenisilinler,
areidopenisilinler’den olusmaktadir.

Aminopenisilinler: Bu grup icerisinde amoksisilin, ampisilin, bakampisilin
ve pivampisilin yer almaktadir. Aminopenisilin grubu, penisilinin etki spektrumuna
ilave olarak Gram negatif bakterilere de etki ederler. Beta laktamaz olusturan tiim
bakterilere ve Pseudomonas’lara etkisiz olup Enterococ’lara penisilinlerden daha
etkilidirler (41).

Karboksipenisilinler: Bu grup Karbenisilin ve tikarsilin gibi antibiyotikleri
icermektedir. Aminopenisilinlerin etki spektrumuna ilave olarak P. aeruginosa,
Serratia ve Enterobacter tiirlerine de etkilidir. Staphylococ’lar, Enterobacteriaceae
familyas1 ve Pseudomonas aeruginosa beta laktamlara karst oldukga direnglidirler.
Enterococcus  tiirlerine  etkisiz ~ olmalarina  ragmen  aminoglikozidlerle
kombinasyonlart sinerjistik etki olusturmaktadir. Enterobakterilerden Kilebsiella
tiirlerine kars1 etkili degildirler (41, 42).

Ureidopenisilinler: Azlosilin, piperasilin ve mezlosilin gibi antibiyotiklerin

dahil oldugu ireidopenisilinler miroorganizmalar iizerine olduk¢a etkilidir.
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Antipseudomonal etki giiglerine gore: Piperasilin, Azlosilin >Mezlosilin >Tikarsilin

>Karbenisilin olarak siralanmaktadir (41,43).

Beta-laktamaz (BL) Inhibitorleri

Beta laktam halka o6zellikleri sebebi ile beta laktam antibiyotiklere oldukga
benzeyen BL inhibitorlerinin, tek baslarina antimikrobiyal etkinlikleri oldukca

distiktiir. Bunlar klavulonik asit, sulbaktam, tazobaktam ve avibactamdir (41).

Sefalosporinler

Sefalosporinler, 1945 yilinda bir fungus olan Cephalosporium acremonium
fermentasyonu ile elde edilmistir. Bir beta laktam halkas ile dihidrotiazin halkasinin
birlesmesinden olusan 7-amino sefalosporanik asit (7-APA) c¢ekirdek igerirler

(41,44). Etki spektrumlarina gore 4 kusaga ayrilirlar:

Birinci Kusak Sefalosporinler: Sefadroksil, sefazolin, sefaloridin, sefalotin,
sefaleksin, sefapirin ve sefradin bu grupta yer almaktadirlar. Parenteral uygulama
yolu ile tim grubun etkinlikleri birbirine benzemekle birlikte sefazolinin
antistafilokokkal etkisi oldukca yiiksektir. Bu grup Metisiline duyarl stafilokoklara

ve pnomokoklara etkili bulunmustur (35).

Ikinci Kusak Sefalosporinler: Sefaklor, sefonisid, seforonid, sefamandol,
sefprozil, sefuroksim, sefmetazol, sefotetan, sefoksitin ve sefaklorun analogu olan
lorakarbef bu grupta yer almaktadir. Birinci kusak sefalosporinlere gore stafilokok ve
streptokoklara daha az, anaeroblara ve gram negatiflere daha fazla etkilidir. Gram
negatif bakteriler karsi1 etkideki genislemeye bagli indol pozitif Proteus izolatlara,
bazi Enterobacter tiirlerine ve H. influenza’ya oldukga etkilidirler. Anaeroblara karsi
etkisi de diger kusaklardan daha yiiksektir (35).

Uciincii Kusak Sefalosporinler: Bu kusakta sefoperazon, sefotaksim,
seftazidim, seftriakson, sefiksim, sefpodoksim, seftizoksim, seftibuten, sefdinir ve

sefditoren yer almaktadir. Birinci kusak sefalosporinlere gore gram pozitif koklara
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daha az, ikinci kusaklara gore ise Enterobacteriaceae ve P. aeruginosa tiirlerinde
daha fazla etkilidirler. Enterobacter ve Serratia tiirlerine karsi etkinlikleri sinirh
oldugundan bu bakterilerin enfeksiyonlarinda bu durum goz Oniinde
bulundurulmalidir. Gram negatifler ile olusan ciddi enfeksiyonlarda aminoglikozit

kombinasyonlar1 daha etkili olmaktadir (41,44).

Doérdiincii Kusak Sefalosporinler: Bu kusaga sefepim ve sefpirom dahildir.
Gram pozitif bakterilere kars1 birinci kusak kadar etkili bulunurken, Gram negatiflere
karst {iciinii kusak kadar etkilidirler. Ugiincii kusak etkilerine ilave olarak
Enterobacter tiirlerine karsi da etkili olmaktadirlar. Anti-anaerob etkiler zayif olup
ciddi gram negatif enfeksiyonlarda ve febril notropenik hastalarin baslangig
terapisinde tercih edilirler. Sefoksitin aminoglikozitler ile kombine terapilerde
sinerjistik etki gosterirken diger sefalosprinlerle kombine terapi tercih edilmez.

Ciinkii beta-laktamaz tiretimini indiikleme olasiklari vardir (41,44).

Monobaktamlar

Aztreonam bu grubun en 6nemli antibiyotigidir. Yapisindaki beta laktam
halkasina ilave olarak bagka halka icermemeleri ile diger beta-laktamlardan ayrilir.
Gram negatifler bakterilerde PBPs’e baglanarak hiicre duvari sentezinde inhisyon
gerceklestirmektedirler. Gram negatiflerden Enterobacteriaceae ve Pseudomonas
gibi tiirlere karsi oldukga etkili, gram pozitif ve anaerobik bakterilere karsi
etkisizdirler.

Dar etki spektrumundan dolay: polimikrobiyal hastaliklarda tek baglarina
kullanilmamalidir. Uriner sistem enfeksiyonlarin tedavisinde aminoglikozitlere

alternatif olarak disiiniilebilirler (45).
Karbapenemler
Sefalosporinlerin bir ¢ift bag iceren bes iiyeli D halka yapisindaki bir metilen

aminoasiti yerine bir siilfiriin gelmesi ile diger beta-laktamlardan ayrilmaktadir.

Streptomyces cattleya tarafindan iiretilen bir bilesik olan tianamisin tiirevi olan
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Karbapenemler Beta-laktamlarin en genis spektrumlu grubudurlar. Mikobakteriler ve
Aeromonas disinda tiim bakteriyel ajanlara etkilidirler.

GSBL ve AmpC iireten bakterilere kars1 oldukca etkili ajanlardir. Imipenem,
meropenem, ertapenem ve doripenem klinik kullanimi olduk¢a fazla olan
antibiyotiklerdir. Biapenem, faropenem ve panipenem ise o6zellikle Japonya’da
kullanilmaktadir (41,46,47).

2.3. Antibakteriyel Diren¢ Mekanizmalari

Beta-Laktam Antibiyotiklere karsi olusan antibiyotik direnci, bir bakterinin
antimikrobiyel maddeye karsi korunabilme Ozelligine baglidir. Bakterilerin
antibiyotiklere kars1 gosterdikleri direng ¢esitli nedenlere bagli olabilmektedir.

2.3.1. Dogal Direng

Bir bakteri tiiriiniin genetik yapisindan kaynaklanan direnci tanimlamaktadir.
Dogal direng, mikroorganizmalarin tiir 6zelligi olarak ilacin hedefi olan yap1
taglarina sahip olmamalar1 veya ilacin yapisal 6zelliginden kaynaklanan hedefine
ulagmasindaki bir soruna bagli olabilmektedir (48).

2.3.2. Cevreye Bagh Direng

Antimikrobiyal maddenin invivo ve invitro etkinligi arasindaki farki baglh
olarak gelisen bir tanim olup, invitro etkili bulunan bir antimikrobiyel canli dokularin
oksijen basinci, pH’1 ve dogal bariyerlerine bagli olarak etki gostermeyebilir (48).

2.3.3. Kazanilmis Direng

Bakterilerin genetik yap1 degisimlerine bagl olarak eskiden duyarli oldugu

antimikrobiyal maddeye direng gdstermesi anlamina gelmektedir (35,36). Ug degisik

mekanizma ile olusmaktadir (48).
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Kromozoma Bagh Direng

Bu diren¢ tipi kromozomlarda olisan spontan bir mutasyona bagl
gerceklesmektedir. Her gende gergeklesen spontan mutasyonlar; bakteri hiicresinin
metabolizma ara iiriinleri ve bazi ¢evre faktorlerine bagl olarak 107 ile 10™ siklikta
olusabilmektedir. Bunun sonucu olarak da mikroorganizma hiicre Yapisinda
degisikliklere neden olmaktadir.

Bakterilerin ilag gecirgenliklerinde azalma ya da hedef aldig1 yapida
degisiklikler  gerceklesebilir. Ortamda antibiyotik  bulundugunda, duyarh
mikroorganizmalar baskilanmakta ve direngli olan bakteriler lehine pozitif

seleksiyon gergeklesecektir (48,49).

Plazmidlere Bagh Diren¢

Plazmidler kromozomdan bagimsiz olarak replikasyona ugrayan, Kromozom
dist genetik yapilardir. Klinikte gozlenen direng siklikla plazmid koékenli olup R
plazmid adi verilen yapilar ile antibiyotiklere karsi direng gelisebilmektedir. R
plazmid igeren mikroorganizmalar bu 6zelliklerini duyarli bakterilere aktarmakta ve
onlarin da direngli 6zellik kazanmasina sebep olmaktadir.

Bu direng, daha siklikla antibiyotiklerin eliminasyonuna sebep olan veya
hiicre gegirgenliginin azalmasina sebep olan enzimler araciligiyla gergeklesmektedir.
En sik rastlanan enzimler TEM-1 ve SHV-1"dir (49,50,51,52).

Transpozonlara Bagh Direnc¢
Bir DNA molekiiliinden digerine gecebilen DNA dizilerine Transpozonlar
denir. Bu yapilarin plazmidlerden farki bagimsiz replikasyon géstermemeleridir. Bu

yiizden kromozom veya plazmid yapisina dahil olabilmekte ve bunlarin arasinda yer
degistirebilmektedirler (48).
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2.4. Beta Laktam Antibiyotiklere Diren¢c Mekanizmalari

Beta-laktam antibiyotiklere karsi direng gelisimi mikrooganizmalarda tig

yolla ger¢eklesmektedir.

2.4.1. Tlacin Hedef Bolgesindeki Degisiklikler

Beta-laktam antibiyotiklerin hedef bdlgesi olan PBP’lerdeki degisiklikler;
PBP sayisinda azalma, kromozomal mutasyonlar araciligiyla PBP’nin beta-laktam
antibiyotige ilgisinde azalma veya beta-laktam antibiyotiklere kars1 disiik ilgi

gosteren PBP’lerin sentezlenmesi seklinde gerceklesebilmektedir (49,50,53).

2.4.2. D1s Membran Gecirgenliginin Bozulmasi

Gram negatiflerde beta-laktam antibiyotikler, dis membran proteini denen
porlar aracilig: ile hiicre i¢ine girebilmektedirler. Gegisler dis membran {izerindeki
Porin C ve Porin F ile ger¢eklesmektedir. Dis membran {izerinde yer alan ve D,
proteini olarak adlandirilan protein araciligi ile imipenem, dis membrandan
girmektedir. Dolayist ile Gram negatif bakterilerde porin F veya C proteinlerini
mutasyona ugratan bu durum tiim beta-laktam antibiyotiklere direnci ortaya
cikarirken imipeneme karsi duyarli kalmaktadir. Nonfermenter bakteriler, dis
membran  iizerindeki D,  proteinlerin  kaybi ile imipeneme  direng

gosterebilmektedirler (49,54).

2.4.3. Beta-Laktamaz Enzimleri ile ilacin inaktive Edilmesi

Penisilinler ve sefalosporinler gibi beta-laktam antibiyotikleri Beta-laktamaz
enzimleri, hidrolize ugratip etkisizlestirerek direng gelisimine yol agmaktadirlar. Bu
enzimler sayesinde beta-laktam halkanin karbonil grubu ile ester kopriisii kurularak
siklik amid bagi pargalanmakta ve bir agil-enzim tiirevi olugsmaktadir. Daha sonra ise
enzim acil molekiil yapisindan ayrilmakta ve rejenerasyona baslamaktadir. BL

enzimi bakterilerde yapisal olarak bulunabildigi gibi indiklenebilir ozellik te
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gosterebilmektedir. Gram pozitif bakterilerde ¢ogunlukla indiiklenebilir 6zellikte
iken Gram negatiflerde ise bir kismi indiiklenebilir 6zellikte bir kismi da yapisal
ozelliktedir (49,52).

Bakteri plazmidi, kromozomu, transpozon veya integron gibi tasinabilir genetik
elemanlar tizerinde Beta-laktamaz genleri yerlesebilmektedir. Yapisal olarak PBP’lere
benzemekle birlikte, hem Gram negatif hemde Gram pozitif aerop ve anaerop
bakterilerce sentezlenebilme o6zelligi gostermektedir. Gram pozitiflerden en ¢ok
Staphylococcus familyas: tarafindan sentezlenirler. Anaeroplardan ise Clostridium ve
Fusobacterium’lar  penisilinleri  pargalayabilmekte iken  Bacteriodes’ler ise
sefalosporinleri  pargalayabilmektedirler. Gram negatiflerde beta laktamazlar
periplazmik aralikta yerlesim gostermekte, Gram pozitiflerde ise direkt hiicre disina
salinmaktadir. Bu sebepten dolayr Gram negatiflerde beta laktam direnci ile ilgili olarak

antibiyotik gecirgenligi ile ilgili mekanizmalar 6nem arzetmektedir (49,54,55,56).

2.5. Beta-laktamazlar

Abraham ve Chain, 1940 yilinda penilinaz1 bulmuslar ve giiniimiize kadar bir
¢ok BL enzimi tanimlanmistir. Ambler, 1980 senesinde molekiiler yapilarina gore beta-
laktamazlar1 4 sinifa ayirmstir:

Smif A: Serin amino asitini aktif bolgelerinde tasiyan ve oOzellikle de
penisilinleri hidrolizasyona ugratan beta laktamazlardir. Cogunlukla Gram negatiflerde
karsimiza ¢ikan Temoniera (TEM-1) enzimi bu grubun 6rnegidir.

Simf B: Cinkoya bagli tiyol gruplan ile aktif olabilen metalloenzimler bu
grubun elemanidirlar.

Smif C: Serin aminoasitini aktif bolgelerinde tasiyan, 6zellikle sefalosporinlere
etkili olabilen ve kromozomal Amp C geni ile kodlanan enzimler bu gruptadir.

Smif D: Oksasilini hidrolize edebilmei 6zelligindek serin beta laktamazlar bu
grubu olusturmaktadir (57).

Beta laktamazlarin en giincel smiflandirmasini ise Bush, Jacoby ve Mederios
1995 yilinda yapmislardir. Biyokimyasal Ozellikleri ve substrat profillerine gore

gruplandirma ile dérde ayrilmis olan bakteriler Tablo 2’de goriilmektedir.
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I. Grup: Klavulonik asit tarafindan inhibe edilmeyen sefalosporinazlar,

Il. Grup: Smif A ve D iginde yer alan Beta-laktamaz inhibitérlerine duyarlt
olan enzimler,

I11. Grup: EDTA disindaki BL inhibit6rlerine direng gésteren MBL’ler,

IV. Grup: Klavulonik asit ile inhibe olmayan penisilinazlar bu grupta yer
almaktadir (52).

Birden ¢ok beta laktamaz bir bakteride ayni anda goriilebilir ve bu siklikla
karsilasilan bir durumdur. Boylece kromozomal kokenli BL enzimleri i¢ ige gegerler.

Kromozomal beta laktamazlar Grupl’de, GSBL enzimleri Grup 2’de ve diger beta

laktamazlar Grup 3’de sorun olarak en sik karsimiza ¢ikan enzimlerdir.

Tablo 3. Beta-laktamaz gruplari ve genel 6zellikleri

Beta Alt Molekiiler )
Laktamaz Grup Sumif Substrat Ozellik
Grubu (Ambler)
Cogunlukla Gram-negatif bakterilerdeki
1 c Sefalosporinler kromozomal_ gnzimler (an_cak plaz_mid_de
de kodlanabilir) Klavulanik asitle inhibe
olmaz.
2a A Penisilinler Staf_il_o!<ok ve enterekoklardaki
penisilinazlar
- Cogunlukla Gram-negatif bakterilerdeki
2b A Pemsmnl.er’ eni spektrumlu  betalaktamazlar
Sefalosporinler goms p
(TEM-1, TEM, SHV-1)
Penisilinler, Dar  Oksiimmunosefalopsporin ve
ve Genis monobetalaktamlara direng olusturan
2 2be A . .
(Birgogu Spektrumlu geniglemis spektrumlu betalaktamazlar
Klavulanik Sefalosporinler (GSBL)
asitle obr A Penisilinler Inhibitorlere  direngli TEM  (IRT)
inhibe __ betalaktamazlar __ _
olur) 2¢C A Penisilinler Karbenisilini hidroliz eden Enzimler
2d D Penisilin, Oksasilini hidroliz eden Klavulanik asit
Oksasilin ile az inhibe olurlar
. Klavulanik asit ile inhibe olan
2e A Sefalosporinler sefalosporinazlar
Penisilin, Karbapenemleri hidroliz eden, aktif
2f A Sefalosporin, bolgedeserin igeren ve klavulanik asit
Karbapenemler ile inhibe olan enzimler
3a.3b Karbapenemler
3 3’,0 : B dahil bir ¢ok beta- Metallo-Beta-Laktamazlar
laktam
4 5 Penisilinler Diger gruplara girmeyen  dizileri
belirlenmemis
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2.5.1. Grup 1 (Amp C) Beta-Laktamazlar

Biiytlik ¢ogunlugunu kromozomal enzimlerin olusturmasina ragmen kromozomal
plazmidlere AmpC beta laktamaz genlerinin transferi ile meydana gelen plazmid
kontroliindeki beta laktamazlar bu grupta yer almaktadir. Molekiiler siniflandirmaya
gore Siif C’de yer almaktadirlar. Bu grubun enzimleri, penisilinleri, 1., 2., 3. kusak
sefalosporinleri ve monobaktamlar1 hidrolize edebilmektedirler. Bu enzimlerin asiri
tiretimi ve OMP degisimleri gibi mekanizmalar birlesirse karbapenem direncine yol
acabilir. Bu enzimlerin aktif bolgelerindeki yapisal 6zelliklere bagli olarak klavulonik
asit ve siilfonlar, beta-laktam halkalarina baglanamazlar. Bu sebepten oOtiirii beta-
laktamaz inhibitérlerinden olan klavulonik asit ve sulbaktama direng gosterirler (58,59).

Bu grupta yer alan beta laktamaz enzimleri indiiklenebilir 6zellikte olup
bakteriler tarafindan normalde baskilanip diisiik diizeyde sentezlenmekte iken ortama
bir beta laktam antibiyotik ilavesinde enzim sentezinde artis seklinde ortaya
cikarmaktadir. Farkli beta-laktam antibiyotikler farkli oranlarda artis yaparken,
antibiyotik ortamdan uzaklastiginda bakteri tekrar diisiik miktarlarda senteze baslar.
Boylece kalic1 direng s6z konusu olmamaktadir. Temel sorun ise dereprese mutantlarin
indiiksiyona ihtiyag duymadan yiiksek oranda beta laktamaz iretebilmeleridir.
Indiiklenebilir kromozomal B, tasiyan Gram negatif izolatlarda normalde 10°-10°
arasinda bir siklikta dereprese mutant bulunabilmektedir. Bu mutantlarda beta-laktamaz
enzimlerinin sentezi siirekli ve yiiksek diizeyde olmaktadir. Bu enfeksiyonlarin
tedavisinde beta-laktamazlarin kullanimi ile direngli dogal mutantlarin ortamda
¢ogalmasi saglanacaktir. Karbapenemler hem indiikleyici kromozomal mutantlara hem
de dereprese mutantlara kars: etkilidirler. Boylece dereprese mutantlarin seleksiyonuna
sebep olmazlar (49).

1989 yillarinda kromozom kontroliindeki AmpC enzimleri, plazmid kontroliinde
goriilmeye baslanmistir. Kromozomal AmpC B genlerinin plazmidlere aktarimlar ile
plazmid kokenli aktarilabilir AmpC tipi beta laktamazlar1 ortaya ¢ikarmislardir. Plazmid
kokenli AmpC tipi enzimler indiiklenebilir olmama 6zellikleri ile diger kokenlerden
ayrilmaktadirlar. Giliniimiizde plazmid kdkenli AmpC tipi enzimlerin sayisi yirmiden
fazladir. FOX, LAT, MOX, BIL, MIR, CMY &rnek olarak gésterilebilir (49,58,59).
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2.5.2. Grup 2 Beta-Laktamazlar

Bu grubun tiimii molekiiler sinif A ve D’yi igermektedir. Plazmidler tarafindan
transferleri klinik agidan 6nem arz etmektedir. Substrat profil farkliliklarina gore
gruplandrilmaktadirlar. Penisilinleri hidrolize ugratan klavulonik asitle inhibe olabilen
enzimler bu grupta yer almaktadir (60).

Grup 2a: Gram pozitif bakterilerde yer alan penisilinazlar bu grup igerisine
dahil edilmektedir. penisilinleri sefalosporinlerden daha hizli hidrolize edebilen
enzimler bu grupta bulunmaktadirlar (49,52,61).

Grup 2b: Bu grupta genis spektrumlu TEM-1, TEM-2 ve Sulfhydryl-Variable
(SHV-1) enzimleri bulunmaktadir (62).

Grup 2be: Oksiimino-aminotiazolil sefalosporinleri hidrolize eden yeni BL’ler
bu grupta yer almaktadir. Ozellikle GSBL’lerin tedavisinde oksiimino beta-laktamlar ve
monobaktamlar gibi antibiyotikler yaygin olarak kullanilmaya baglamistir. Bunun
sonucunda TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 gibi enzimlerin 1-4 amino asit formasyonlarinda
gozlenen degisiklikler nedeniyle GSBL’ler ortaya c¢ikmistir. Karbapenemler ve
sefamisinler bunlara dayaniklidir. GSBL’ler, klavulonik asit, tazobaktam gibi BL
inhibitdrlerine ve sefoksitin, sefotetan gibi sefalosporinlere duyarhidirlar. Ozellikle
Klebsiella ve E. coli izolatlarinda yaygin olarak goriliirler. Bu grupta yaygin olarak
rastlanan Pseudomonas extended resistance (PER-1) enzimi ilk olarak iilkemizde izole
edilmistir (62).

Grup 2br: SHV ve TEM enzimlerinin BL inhibitérlerine direngli mutantlari
bulunmaktadir. Inhibitdrlere direngli enzimlerin ¢ogu TEM tiirevi oldugundan
inhibitorlere rezistan TEM (IRT) olarak adlandirilir. TRC-1 enzimi ve TEM-30’dan
TEM-36’ya kadar olan TEM enzimleri bu grupta bulunmaktadir (52).

Grup 2c: Bu grup iginde klavulonik asit gibi BL inhibitorlerine duyarli ve
karbenisilini hidrolize ugratan enzimler yer almaktadir. PSE-4, PSE-3, PSE-1, BRO-2,
BRO-1, AER-1 ve SAR-1 enzimler bu gruba dahil edilmektedir (52).

Grup 2d: Oksasilini hizli hidrolize eden beta laktamazlardan OXA grubu
enzimler bu grupta yer almaktadir. OXA beta laktamazlar, dar spektrumlu, genis
spektrumlu ve karbapenemaz iireten OXA’lar olmak lizere ti¢ siifta toplanmistir. OXA

tipi enzimler GSBL gibi genis spektrumlu sefalosporinleri hidrolize ugratabilirken
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karbapenemleri de hidrolize ugratabilmektedirler. OXA-1’den OXA -10’a kadar alt
tipleri olan enzimler dar spektrumlu enzimler olup son yillarda ugradiklar1 mutasyonlar
sayesinde bazilar1 genis spektrumlu hale doniismiistiir (60).

Ik olarak Hacettepe Universitesi Hastanesinde izole edilen OXA-11,
Pseudomonas izolatinda tespit edilmistir (51). Yine OXA-21, OXA-20, OXA-19, OXA-
18, OXA-17, OXA-16, OXA-15 ve OXA-14 diinyada ilk olarak farkli Pseudomonas
izolatlarinda tespit edilmistir (63,64,65,66,67). Istanbul Universitesi Cocuk Yogun
Bakim Unitesinde ise ii¢ hastanin hayatim1 kaybettigi OXA-48 iireten karbapenem
direngli Klebsiella pneumoniae salgini bildirilmistir (68). Acinetobacter tiirlerinde beta
laktamaz direncinin temel sebebi OXA tipi beta-laktamazlardir. Ozellikle OXA-58,
OXA-51 ve OXA-23 en sik rastlanan tiplerdir. ilk olarak 1985 yilinda Isveg’te
Acinetobacter baumannii’de OXA-23 karbapenemaz tespit edilmistir (69).

Aktif bolgelerinde korunmus ii¢ bolge igeren D grubu beta-laktamazlar yer
almaktadir. Bu bolgeler enzim reaksiyonlarinda substrat enzim etkilesimlerini kararli
hale getiren hidrojen baglarmin ve diger kovalent olmayan baglarin meydana
gelmesinde goérev almaktadir (70). Tablo 3’de gruplarin igerdigi korunmus bolgeler
acikca goriilmektedir.

Tablo 4. Ambler siniflamasina gére grup A,C ve D beta-laktamazlarda

korunmus ti¢ bolgenin karsilagtirilmasi (70).

GRUP

ADI 1. bolge 2. bolge 3.bolge
130 131
GRUP A Ser®-X-X-Lys" Ser AS':}%? i Lys/Arg?**-Thr/Ser® -Gly**®
(S-X-X-K) (S.D-N) (K-T-G, K-5-G, R-S-G, R-T-G)
Ser®-X-X-Lys Tyr-Ala/Ser-Asn Lys/Arg/HisThy/Ser-Gly
GRUP C
(S-X-X-K) (Y-A-N) (KT-G)
GRUP D Ser®-X-X-Lys Ser*®-X-Val/lle Tyr/Phe'*-GlyAsn
(S-T-F-K) (S-XV) (Y-G-N yada FGN)

Grup 2e: Grup 1 deki enzimlerden degisik olarak klavulonik asitle inhibe olan
sefalosporinazlar1  kapsamaktadir. Bacteriodes fragilis ve Proteus vulgaris’in

kromozomal enzimleri ve S. maltophilia’nin kromozomal L-, enzimi bu grupta yer
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almaktadir. B. uniformis ve B. vulgatus’un kromozomal Cbja Ve Cfxa, E. coli’den izole
edilen EC-; enzimi ile Y. enterocolitica’dan izole edilen Cbla; enzimleri bu gruba dahil
edilmistir (52).

Grup 2f: Serin beta laktamazlar grubuna dahil olan karbapenemlere etkili ama
metalloenzim olmayan enzimler bu grupta yer almaktadir. 1984 yilinda tespit edilen E.
cloaca’nin indiiklenebilen IMI-1 enzimi, 1990 yilinda yine bir E. cloaca izolatinda
tespit edilen NMC-A enzimi ve S. marcescens’in SME-1 enzimi bu grupta
bulunmaktadir. Klavulonik asitle inhibe olabilmektedir ve Aztreonama direngten

sorumlu olup, tigiincii kusak sefalosporinleri hidrolize edememektedirler (52).

2.5.3. Grup 3 Beta-Laktamazlar

Molekiiler sinif B’de yer alan MBL enzimleri bu grubu olustururlar. Serin yerine
aktif bolgelerinde bir Zn*? iyonu bulunduran enzimlerdir yani aktiviteleri icin Zn*?
iyonlarma ihtiyag duyarlar. Tazobaktam, klavulonik asit ve sulbaktam gibi BL
inhibitorleride bu enzimlere etkide bulunmazlar, ama Etilendiamin tetraasetik asit
(EDTA) gibi bir metal selatorleri ile inhibe olabilirler. Bu grupta bulunan enzimler hem
kromozomal hem de plazmid kokenlidirler. Monobaktamlar disinda karbapenemler de
dahil olmak {izere tiim beta laktamlar1 hidrolize ugratabilirmektedirler. Bu beta
laktamazlar a,b,c olmak iizere iig alt grubta toplanirlar (60):

Grup 3a: Bu enzimler karbapenemler ve sefalosporinlere gore penisilinleri daha
etkili olarak hidrolize ugratirlar. Maksimum etki i¢in ortamda Zn*? iyonlarina ihtiyag
duyarlar. S. maltophilia’nin L; enzimleri ve P aeruginosa’da izole edilen VIM-1, VIM-
2, VIM-3 CcrA, IMP-8, IMP-7, IMP-6, IMP-5, IMP-4, IMP-3, IMP-2, IMP-1, PCM-1,
enzimleri bu grupta yer almaktadirlar (60).

Grup3b: Bu grup enzimler penisilin ve sefalosporinlere karsi hidrolitik etki
gostermezler. Bu sebeple varliklarini nitrosefin testi ile gosteremeyiz. Ozellikle de
substrat olarak karbapenemleri tercih ederler. Aeromonas cinsinden tiiredikleri igin
genellikle A. hidrophilia’da bulunur ve ger¢ek karbapenemaz olarak da
adlandirilmaktadirlar (60).

Grup 3c: Diger beta-laktam antibiyotiklere gore karbapenemlere daha zayif

etkigdsteren bu grup giiclii sefalosporinaz etkiye sahiptirler. Bu enzim grubu

22



sefamisinler ve genis spektrumlu sefalosporinler de dahil olmak tizere sefalosporinleri
cok yiiksek seviyede hidrolize ugratabilmektedir. L. gormanni’nin MBL enzimi bu
grupta yer almaktadir (60).

2.5.3.1. Metallobetalaktamazlar (MBL)

1980 yilinda Ambler tarafindan MBL’ler simnif B serin beta laktamazlar icine
dahil edilmislerdir. 1989 yilinda ise Bush tarafindan grup 3 alinmislardir. Bu
smiflandirma 1995 yilinda giincellenmis, 1997 yilinda ise modifiye edilmistir (52,71).

MBL’lerin hepsinde bulunan ortak 6zellik, apa katlantisinin bulunmasi ve
sliper impose aktif bolge yapilarinin olmasidir. Cogunlukla esnek bir halka yapisina
sahip olan bu yapilarin; beta-laktam substratlarinin hidrolizini ve baglanmasin
baslattigi diistiniilmektedir. Bir¢ok beta-laktam antibiyotigin MBL’lere substrat
olabildigi ve bu 6zellikleri ile de ¢ok genis spektrumlu aktivitelerinin olusmasina neden
olduklar1 bilinmektedir. Sefamisinler ve karbapenemlerin de dahil oldugu genis bir
aralikta beta-laktam bilesiklere direng olusturmaktadirlar (72).

Zayif substrat olarak kabul edilen tazobaktam, klavulonik asit ve sulbaktam gibi
serin inhibitdrlerden de etkilenmemektedirler. Ilging olarak MBL’ler aztreonami inhibe
edememektedirler. Aztreonam digindaki tim beta-laktamlar1 hidrolize ugratan IMP ve
VIM serisi MBL enzimleri igerirler. Aztreonamin bu 6zelligi nedeniyle terapotik MBL
inbitorii olabilecegi seklinde yorumlar yapilmistir (73).

diger aktif bolgelerinde ¢inko iyonu bulunduran MBL enzimleri EDTA gibi
metal selatorleri ile inaktive olurlar. MBL enzimi ,lk olarak 1960 yilinda B. cereus’ta
tanimlanmustir, 1980°1i yillarin basinda ise S. maltophilia’da tespit edilmistir. Daha
sonra imipenemi hidrolize eden MBL enzimi A. hydrophila’da ve B. fragilis da
tanimlanmustir (74).

Japonya’da 1991 yilinda plazmid kokenli MBL enzimi; S. marcescens ve P.
aeruginosa izolatlarinda IMP-1 bulunana kadar sadece kromozomal enzimlerin varlig:
bilinmekteydi. Aktarilabilir MBL direnci kesfi ile karbapenemlere direng gelisimi ile
ilgili endiseler de artis dikkati ¢ekmistir. MBL’leri kodlayan genler Klas 1 ve Klas 3
integronlar araciligiyle tasinip, sonra transpozonlarin igine yerlestirilerek yiiksek

diizeyde aktarilabilir bir genetik materyal elde edilir. Ayrica integron igindeki
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aminoglikozid direncine neden olan baska gen kasetleri de bu antibiyotiklerin alternatif
tedavide kullanimlarma engel teskil etmektedir. Biitin MBL’ler imipenemi hidrolize
edebilir ama bu 6zellikleri genellikle degiskenlik gostermektedir. Diger beta laktamaz
antibiyotikleri de hidrolizasyon yeteneklerine gbre alt gruplara (3a,3b,3c)
ayrilmaktadirlar (71,75,76,77,78,79).

Molekiiler diizeyde siniflandirma ve standardizasyonu edilmesi oldukca zor
goriinen MBL’lerden Sinif B; de ¢inko iyonu ile birlesecekleri aktif bolgelerinde ii¢
histidin ve bir sistin amino grubu i¢eren enzimlerden olusmaktadir. SFH-1’in yer aldig1
Sinif B, ise birinci pozisyondaki histidin yerine asparajin yer almaktadir. Sinif Bs’de
tetramer yapidaki L; enzimi bulunmaktadir (80,81). Metallo-beta-laktamazlar

kromozomal ve aktarilabilir MBL’ler olarak ikiye ayrilirlar.

Kromozomal Kodlu MBL’ler

Indiiklenebilir dzellikte olan bu grup MBL enzimler, bu geni tasiyan bakterilerde
genellikle beta-laktam antibiyotiklere diren¢ veya direng kazanabilme Ozelligi
kazandirmaktadir. Bu bakteriler genellikle firsatg1 patojenler olarak bilinmektedir (82).

Aktarilabilir MBL’ler

Ozellikle plazmid aracili transferler ile hastane enfeksiyonlarmin yayilmasina
neden olmaktadirlar.

IMP tipi Metallo Beta Laktamazlar: ilk olarak 1988 yilinda Japonya’da izole
edilen bir P. aeruginosa izolatinda, konjugatif bir plazmidle tasinan MBL geni
tanimlanmustir (83). Imipenem ile beraber Beta-laktam antibiyotikleri de hidrolize
edebilme yeteneklerinden dolay1 bu enzime IMP-1 ad1 verilmistir (84).

VIM-tip Metallo Beta Laktamazlar: Genis spektrumlu enzimler olan bu
MBL’ler; karbapenemler dahil bir ¢ok beta-laktam antibiyotige etkilidirler. Kazanilan
MBL’lerin ikinci baskin grubu VIM tipi enzimlerdir. ilk olarak 1997 yilinda italya’nin
Verona kentinde P. aeruginosa izolatinda VIM-1 tanimlanmistir.Ozellikle uzak dogu ve
Akdeniz bolgelerindeki Gram negatif basillerden izole edilmislerdir. P. aeruginosa
izolatlarinda tespit edilen blayiv genellikle integron kaynakli bir MBL genidir. Su anda
diinyada olduk¢a yaygin olarak goriilmekte olan blay integron ve transpozonlar
lizerinde bulunmaktadir. italya’da nosokomiyal enfeksiyonlarmn kaynagi olarak P.

putida izolatlarinda da tespit edilmesi ¢evre kaynakli izolatlarin MBL kaynagi yada
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MBL vektorii olabilecekleri diisiiniilmektedir (85). Ayrica Yunanistan’da E. coli ve
birkag K. pneumoniae izolatinda VIM-1 tespit edilmistir (86). ilk olarak Giiney
Fransa’da 1996 yilinda nétropenik bir hastanin kan kiiltiiriinden iiretilen P. aeruginosa
izolatinda VIM-2, tespit edilmistir. Bu izolatin sefepim, seftazidim ve imipenem gibi bir
cok beta-laktam antibiyotige direngli, fakat aztreonama duyarli olduklar1 bulunmustur
(87).

Yine Tayvan’da 2001 yilinda P. aeruginosa izolatlarinda VIM-2 ve VIM
serisinin yeni ortaya ¢ikan alt tipi olan VIM-3 izole edilmistir (88). Yunanistan’dan
transfer edildigi bildirilen ve Isve¢’teki bir hastanede yatan hastadan elde edilen P.
aeruginosa’da karbapenem direngli VIM-4 izole edilmistir (89). Ilk olarak iilkemizden
Ankara’dan K. pneumoniae ve P. aeruginosa izolatlarinda VIM-5 de izole edilmistir
(90). Singapur’daki iki P. putida izolatinda VIM-6 identifiye edilmistir (91). Yeni
blayyv genlerinden ilki Kolombiya’da P. aeruginosa’dan izole edilen blayv.g olarak
literatiirlere girmistir (92). Ayrica Ingiltere’den; blaym_o Ve blaym_10, Arjantin ve
Italya’dan ise blayyy_11 tespit edilmistir (93).

SIM-tip Metallo Beta Laktamazlar: Brezilya’da Sao Paulo’da 1997 yilinda
Antimicrobial Surveillance Program (SENTRY) arastirma programi dahilinde bir P.
aeruginosa izolatindan tanimlanmis ve blaspm.y olarak adlandirilmistir (94). Izolat
kolistin disinda standart tim Gram negatiflere etkili antibiyotiklere direngli
bulunmustur. Diger MBL’lerle kiyaslandiginda IMP-1 ile benzerlik orant % 35.5 olarak
bulunmustur (95,96).

GIM-tip Metallo Beta Laktamazlar: MBL’lerin ¢ogunda oldugu iizere blagm.,
45 kb’lik kii¢iik bir plazmidde transfer edilen Klas 1 integronda bulunur. Bu integron
tizerinde iki aminoglikozid diren¢ geni (aaaA4 ve aadA;) ve bir beta-laktamaz gen
(blapxa-2) kaseti de bulunmustur. GIM-1 metallo beta laktamaz ise ilk olarak 2002
yilinda Almanya Dusseldorf’da farkli tip merkezlerindeki farkli hastalardan izole edilen
bes P. aeruginosa izolatinda yeni bir klas B beta laktamaz olarak gosterilmistir (German
Imipenemase). Bu enzimin IMP ve VIM benzeri enzimlerden igerik olarak tamamen
farkli oldugu ve sadece polimiksin B’ye duyarli oldugu belirlenmistir. PFGE analizinde
tirler arasinda ayrim yapilamadi. GIM-1 enziminin IMP-1 ile % 43.1, IMP-4 ile %
43.1 ve IMP-6 ile % 43.5 oraninda benzerlik gostedikleri bulunmustur. VIM-7 ile %
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31.2, VIM-1, VIM-4 ve VIM-5 ile % 28.8 ve SPM-1 ile ise % 28 oraninda benzerlik
gosterdikleri bulunmustur (97,98).

OXA tip MBL’ler: OXA tipi enzimler oksasilinaz aktivitesi gosterirler ve
MBL’leri ilgilendiren molekiiler simif D’de yer alirlar. Acinetobacter izolatlarinda
OXA-27, OXA-26, OXA-25, OXA-24 ve OXA-23 tipi, P. aeruginosa’da OXA-24,
OXA-18, OXA-10 ve OXA-2 tipi saptanmistir. Bunlar karbapenemaz aktivitesi
gosterirler (99,100,101,102,103). Genel olarak seftazidim, , sefotaksim, oksasilinazlar
Ve aztreonami ya hi¢ hidrolize etmezler ya da zayif bir sekilde hidrolize ederler (104).
OXA tipi karbapenemazlarin biiylik ¢ogunlugu imipenem ve Ozellikle meropeneme
kars1 zayif hidrolitik aktivite gosterirler. Yine efluks pompalarinda aktivite artis1 veya
dis membran proteinlerinde kayip ile birlikte bulunduklarinda daha genis spektrumlu
direncin olusumuna sebep olurlar. Sinif D beta-laktamaz genleri kazanilmis ozelikte

olup, genellikle IS elementleri veya Sinif 1 integron yapilarin {izerinde yerlesirler (105).

MBL’lerin Tespiti

Bakterilerde MBL enzim genlerinin tespiti GSBL’lerin erken tespiti kadar
onemlidir. Klinik mikrobiyoloji laboratuarinda MBL enzimi tasiyan bakterilerin
tanimlanmasinda ¢esitli fenotipik ve genotipik testler kullanilmaktadir.

Deneysel MBL Enzim Inhibitérleri: MBL inhibitorii olarak ¢ok farkl
bilesikler bulunmaktadir. Bunlar triflorometil alkolleri, ketonlar, tiyoester tiirevleri,
tiyoller, trisiklik dogal iriinler, sisteinil peptidler, siiksinik asit tiirevleri, siilfonil
hidrozonlar,  bifenil  tetrazoller, penisilin  tiirevleri, tiyoksi-sefalosporinler,
merkaptokarboksilatlar, 1-pB-metilkarbapenem ve sefotetan olarak siralanabilir
(106,107,108,109). Bildigimiz tiim serin beta laktamaz inhibitor ve inaktivatorleri MBL
enzimlerinin tiimiine kars1 etki gosteremezler. Biitin MBL’lerin inaktivatorii olarak
dipikolinik asit ve EDTA 10-phenantholine belirtilmistir. Beta-laktam/beta-laktamaz
inhibitér kombinasyonlarinin kullanilmasi, MBL enzimi iireten bakteriler ile olusan
enfeksiyonlarin tedavisinde tedavide etkili olamamaktadir. Biitin MBL’lerde etkili
olabilecek tek bir inhibitoriin bulunmasi, MBL yapilarindaki aktif bolgelerin
farkliligindan dolay1 olduk¢a zordur. MBL enzim inhibitorleri ile ilgili diger bir

problem de MBL’lerin aktif bolgeleri memeli hiicrelerinin fonksiyonlart i¢in hayati

26



onemi olan enzimlerle benzer oOzellik gostermeleridir. Ornegin 2-oxaaldehitlerin
katabolizmasi igin gerekli bir tiyoesteraz olan gliosalaz-2, MBL enzimleri ile benzer
protein yapilarina sahip olup ¢inko baglanma bdlgeleri ile yapisal benzerlik
gostermektedir (110,111).

Calismalarda bu bilesikler farkli MBL enzimlerine kars1 etkileri aragtirildigi igin
bilesiklerin birbirleriyle karsilastirilmasi olduk¢a zordur. P. aeruginosa’da bulunan
Imipenemase (IPM-1) enzimine karsi bazi tiyoester tiirevleri, 1-p-metilkarbapenem ve
penisinat siilfon gibi bilesikler etkili bulunmakla birlikte ¢alisilan diger bilesiklerin
MBL’ler lizerine etkili olmadiklari tespit edilmistir (112).

Fenotipik Metodlar ile MBL Tespiti: Ama bu giine kadar rutin tamda
kullanilmak tizere Enterobacteriaceae ailesi, P. aeruginosa ve A. baumannii’nin MBL
direng geni tagidigini tespit eden standart bir fenotipik yontem ve test kriteri ortaya
konamamistir. MBL’ler aktif bolgelerindeki serin yerine ¢inko iyonu bulunduran
enzimler olduklarindan metal selatorii olan EDTA’nin MBL’yi inhibe etme 6zelligine
dayali tespit yontemleri kullanilmaktadir (112,113).

Kombine Disk Testi (KDT): Plak igerisine iki imipenem diski yerlestirilir. Bir
tanesine EDTA 10 ul eklendikten sonra inhibisyon zon ¢api farkliliklari degerlendirilir.
Tek basmma imipenem diski zon c¢ap1 ile EDTA solusyonunun eklendigi
imipenem/EDTA diskinin inhibisyon zonundan <7 mm kiiciik ise MBL pozitif olarak
kabul edilmektedir (114,4).

Resim 1. Pozitif Kombine Disk Testi

Cift Disk Sinerji Testi (CDST): Bu testte amag; EDTA varligi halinde

IMP/CAZ inhibisyon zonunun genisleme gosterip gostermemesine bakilarak MBL
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pozitifliginin tanimlanmasidir. EDTA/MPA (Merkaptoasetik Asit)/SMA (Sodyum
Merkaptoasetik Asit) bu amagla kullanilan kimyasallardir.

Bu yontemde IMP veya CAZ diskinin merkezinden 10 mm uzaga bos disk
yerlestirilmesi ile yapilmaktadir. Bos disk iizerine EDTA, MPA ve SMA’dan biri
eklendikten sonra imipenem diski inhibisyon zonunun EDTA, MPA ve SMA eklenmis

bos diske dogru genislemesi sinerjistik inhibisyon zonu olarak degerlendirilir (107,
115).

Resim 2. Pozitif Cift Disk Sinerji Testi

Gradiyent Test Yonetmi: Test stribinin bir tarafinda imipenem bulunurken
diger tarafta ise imipenem/EDTA bulunmaktdir. imipenem MIK degerinin EDTA nin
bulundugu taraftaki MIK degerinden 8 kat altinda bir deger bulunmasi MBL pozitifligi
lehine yorumlanmaktadir. Gradiyent test MBL belirleme potansiyeli olduk¢a yiiksek

olmasina ragmen maliyeti fazla bir yontemdir (116).

Resim 3. Pozitif Gradiyent Testi (117)
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Modifiye Hodge Testi (MHT): Imipenem duyarli bir bakterinin MBL olusturan
bir bakteri ile birlikte oldugunda da iireyebilmesi esasina dayanmaktadir.

Bu test penisilinaz tireten N. gonorrhoeae tespitinde kullanilan Hodge Testinin
MBL iiretimini gosterebilmek amaci ile S. aureus American Type Culture Collection
(ATCC) 25923 yerine E. coli ATCC 25922 kullanilmaktadir. Penisilin diski yerine ise
imipenem diski kullanilarak modifiye edilmesi esasmna dayanmaktadir. imipeneme
duyarli bir ATCC E. coli izolatinin karbapenemaz olusturan bakteri varhiginda
imipenemin hidrolizine nedeniyle yonca yapragi seklinde inhibisyon zonu igeriye dogru
girinti  olusturmas1 seklinde karbapenemaz varligimmin gosterilmesi  prensibine
dayanmaktadir (115,118).

Resim 4. Pozitif Modifiye Hodge Testi (119)

Modifiye Hodge

Testi

Diger Yontemler: MBL’lerin izoelektrik noktasi kromojenik substrat
nitrosefinli karsit boyama jeli yardimi ile tespit edilmektedir. Bu yontem birbirinden
farkli MBL’lerin izoelektrik noktalar1 hakkinda yararli bilgiler saglamakla beraber MBL
tanimlanmasinda 6nerilmemektedir (120).

Molekiiler olmayan testler i¢cinde altin standart olarak belirtilen ve duyarlilig1 en

yiksek olan yontem 06zel spektrofotometrik cihazlar yardimi ile bakteriden
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saflastirilarak elde edilen enzimin imipenem ve meropenem hidrolizininin tespit
edilmesidir (121).

Genotipik metodlar ile MBL Tespiti: Genotipik metodlarin fenotipik
metodlara gore duyarliliklari oldukga yiiksektir. Bu metodlar arasinda;

e Plazmid analizi

e Ribotipleme

e Pirosekanslama: Tek Lokus sekans analizi, multilokus sekans analizi

e Mikroarray-DNA chip teknolojisi

e DNA Dizi Analizi Esasli Yontemler

e Matrix-Assisted Laser  Desorption/lonization  time-of-flight, Mass
Spectrometry (MALDI-TOF MS)

e Polimeraz zincir reaksiyonu temelli yontemler: REP-PCR, AP-PCR

e Kromozomal DNA’nin restriksiyon enzim analizi: RFLP, PFGE

Plazmid Analiz: Bakteriyel tipleme yontemi olarak kullanilan ilk molekiiler
teknik Plazmid analizi teknigidir. Plazmidler kendi kendilerine replikasyon yapabilen
ve c¢ogunlukla aktarilabilen prokaryotik sitoplazma iginde ekstrakromozomal DNA
elementleri seklinde bulunan yapilardir. Plazmid izolasyonundan sonra tipleme
gerceklestirilir ve agaroz jel elektroforezi yontemiyle plazmidlerin sayi ve biiyiikliikleri
Kiyaslanir. Bazi bakteriler 100-150 kb biiyiikliigiinde ayristirilmasi oldukga zor olan
biiyiik plazmidleri tagirlar. Boyle suslar i¢in, plazmid izolayonunundan sonra uygulanan
metodlara bir Restriksiyon Enzimi (RE) ile kesim asamas: ilave edilir. Izolatlarn iligki
durumlariin yorumlanmasi meydana gelen ¢ok sayidaki fragment nedeniyle daha
kolaylagsmaktadir. Plazmid restriksiyonu ayrica 50 kb’dan daha kiiciikk plazmid
formasyonuna sahip Enterococcus ve Staphylococcuslarin analizi amaciyla yaygin
olarak kullanilmaktadir. Lv ve ark. ¢alismalarinda % 80 oraninda CID isolatlar tespit
edimistir. Bu direngten sorumlu olarak 150 kilobaza (Kb) sahip genis bir piazmid
sorumlu bulunmustur (121). Chen ve ark. da bu resistans paterninin kromozomal olarak

kodlanan genlerden ziyade, plazmidlerle aktarilan genlere bagh olarak gerceklestigini
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bulmuslardir (122). RE analizinin yonteme dahil edilmesi yontemin ayirim giiciinii

artirir (123,124,124,125,126).

Ribotipleme: Izolatlarin tiplendirimesinde az-kesen RE (Low-cutting restriction
endonuclease) enzimlerine ve PFGE yontemine ilave olarak RFLP metodu da
kullanilmaktadir. Southern blotlama metodunda yorumlanabilecek diizeyde bant sayisi
elde edilir. Kromozomal DNA’y1 kesen ozel restriksiyon enzimleri uygun analizin
gerceklestirilmesi i¢in ¢ok sayida fragmente ayirirarak izolatlar arasi genetik
kiyaslamaya imkan saglar. Southern blotlama sayesinde bu sinirlayici 6zelligin
istesinden gelinebilir. Kisaca, bakteriyel DNA sik-kesen RE (Frequently-cutting
restriction enzymes) enzimleri tarafindan kullanilarak kesilmektedir. DNA fragmentleri
agaroz jel elektroforezi yontemiyle ayristirilir ve daha sonra bu fragmentler naylon ya
da nitroseliiloz bir membrana aktarilir. Sonra radyoaktif ya da kolorimetrik maddelerle
isaretlendigi homolog bir DNA pargasi (prob) olan 6zgiil DNA dizilimleri membrandaki
DNA’ya yapistirilir. Uygun kosullar saglanarak, prob denen yapi komplementer bir baz
ciftine hibridize edilerek ve probla isaretli bant paternleri uygun kosullarda
degerlendirilir.  Bu metodun ayrim giicii bakteriyel genomda hedeflenen genetik
yapilarin kopya sayisiyla ve elektroforezi islemini takiben restriksiyon fragmentleri
arasindaki dagilimla iligkili bulunmustur. Elde edilen fragmentlerin biiyiikliigiindeki ve
sayisindaki degisiklikler mikroorganizmalarin tiplemesinde kullanilmaktadir. 2005
yilinda yapilan bir ¢alismada robotipleme metodu kullanilarak MBL aktivitesi
incelendigi K. pneumoniae isolatlarinin tiimiiniin farkli ribo-gruplarda bulundugu ortaya
konmustur (131). Fakat 1 S. marcescens isolati ve tiim P. aeruginosa isolatlart ayni
ribogroup 127-415°de bulunmustur.  Southern blotlama metodunun en yaygin
hedeflerden biri rRNA geni, ribotipleme metodu kullanilarak analiz edilmektedir. Tipik
olarak, ribotipleme metodunun ayirim giicii PFGE ya da diger PZR-bazli metotlardan
daha zayif bulunmustur; ancak bazi organizmalar bu metotla ¢alisilabilmektedir.
Ribotipleme yonteminin potansiyel bir avantaji da oldukg¢a otomatize olmasi1 nedeniyle
insan giiclinden tasarruf saglamasi1 ve kisiye bagh farkliliklarin smirlandirilmisg

olmasidir (123).
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Pirosekanslama: Ger¢ek zamanli bir DNA dizi analiz metodu olup, sekans
primeri PZR ile amplifiye edilerek tek zincirli DNA kalibina hibridize edilmektedir.
ATP siilftirilaz, DNA polimeraz, lusiferaz, apiraz enzimleri ve bu enzimlerin substratlar
olan adenozin 5’ fosfosiilfat ve lusiferin ile inkiibasyonlar1 gergeklestirilir. DNA
polimeraz enzimi dNTP’nin DNA zincirine yerlesmesini katalizler. Her niikleotid
yerlesimine, yerlesim gosteren niikleotid miktarinca pirofosfat salinimi eslik etmektedir.
Haruta ve ark. 2000 yilinda gergeklestirdikleri ¢alismada pirosekanslama ile DK4 -
lactamaz geni ve onun iriinii olan K. pneumoniae DK4’ii orta derece karbapenem
direncinden sorumlu bulmuslardir. Bu resistansin konjugal olarak E. coli’lere

gecebildigini belirtmislerdir (142).

Mikroarray-DNA chip teknolojisi: Hibridizasyon temelli bir test olan bu
metod ile tek zincirli niikleik asit sekanslart komplementerlerine tutunmaktadir. Dizisi
bilinen DNA probu kuyucuklara veya cam yiizeylerde immobilize edilmektedir. Hedef
RNA akstraksiyoni ile DNA’ya reverse transkripsiyonu olusturulur ve floresans boya
kullanilarak isaretlenir. Bilinmeyen sekanslardan olusan hedef DNA lama hibridize
olur. Hedef DNA’da bulunan komplementer sekanslar prob DNA’ya baglanir. Hedef
baglanma sirasinda agiga ¢ikan sinyal floresans siddeti olarak belirlenir. Bu yontem ile
yapilan yeni arastirmalar, bu metodun A. baumannii izolatlarinda karbapenemaz
varligin1 4 saat gibi kisa siirelerde ortaya konmaktadir. Ayrica bu metodun duyarliligi,
ozgilliigli, negatif prediktif degeri ve pozitif prediktif degeri olduk¢a yliksek
bulunmustur (143,144).

DNA Dizi Analizi Esash Yontemler: Bu genotipik metod iki baslik altinda: Tek
lokus dizi tiplendirme (Single locus sequence typing: SLST) ve Multilokus dizi
tiplendirme  (Multilocus sequence typing: MLST) olarak adlanirilmaktadir.
Housekeeping gene olarak adlandirilan 7 korunmus gen igindeki belirli kisimlar
kullanilarak, bakteri izolatlarinin tanimlanabildigi giivenilir bir yontemdir. Her bir genin
i¢c kisminda lokalize olan yaklasik 450-500 baz ¢ifti biiyikligiindeki parcalar, otomatize
DNA dizilimleyicisi sayesinde iki iplik¢ik yoniinde dogru bir sekilde dizilimlenerek
kullanilmaktadir. Bakteri tirtinde lokalize bu farkli dizilimler, her bir korunan temel

gene Ozel farkl alleller olarak atanmakta ve her bir izolat i¢in 7 lokusta bulunan alleller,
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allelik profili ya da dizilim analizini belirler. Tiirlere ait her bir izolat korunan 7 temel
gen lokusundaki allellere karsi gelen 7 tamsayi dizisi araciligiyla dogru bir sekilde
tamimlanmaktadir (138). Bu yontemle izolatlarin arastirilmasi amaciyla 6nce PZR
metodundan faydalanilir. Sonug olarak elde edilen PZR firiinleri ¢oklu lokus dizilim
analiziyle sayesinde elde edilir (139,140). Young ve ark. 2009 yilinda Hindistan
Enterobactericaea isolatlarinda gergeklestirdikleri NDM-1 MBL analizinde MLST
metodunu kullanmislar prevalans ve yaygmligi belirlemisler. Ulkede antibiyotik
kullanimin1 kontoliinde ve plazmidlerin yayiliminda hizli alarm vermesi sebebiyle bu

metodun dnemli oldugunu belirtmislerdir (141).

Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization time-of- flight, Mass
Spectrometry  (MALDI-TOF MS) (Matriks ile desteklenmis lazer
desorpsiyon/iyonizasyon uc¢us zamani kiitle spektrometresi): Alman ve Japon bir
grup arastirmaci tarafindan 1980’lerin sonunda, proteinlerin peptid kiitle parmak izi
olarak adlandirilan; kiitle spektrometre cihazlar1 i¢in Kkullanilan bir iyonizasyon
teknigini gelistirmislerdir. Iyonize lazer atislar1 sayesinde protein, peptid ve seker gibi
biyomolekiillerin ve polimer, dendrimer, makromolekiil gibi biiyik organik
molekiillerin analizi bu metod ile tespit edilmistir. Frekansi ayarlanmis ve lazer vurus
atimlar1 uygun hale getirilmis buhar fazinda intakt polimer yapilari tagiyan ve polimer
zincirlerinin elektrik yiiklenmesine sebep olan matriks yapiya enerji aktarirlar
(145,146). MALDI-TOF MS ile direng belirlenmesi; en yaygin olarak duyarli ve
direngli izolatlar arasindaki spektrum farkinin belirlenmesi ile gergeklestirmektedirler.
OXA-24, OXA-23, IMP-7, KPC-3, KPC-2, NDM-1, VIM-1 gibi karbapenemaz
iretimine sebep olan genleri saptamak {izere A. baumannii, E. coli, E. cloacae, K.
pneumonia ve S. marcescens’de meropenem ve ertapenemin indikator antibiyotikler
olarak kullanilmaktadir. MALDI-TOF MS metodu ile yapilan yeni ¢alismalarda bu
yontemin karbapenemaz saptamadaki duyarliliginin ve 6zgilliigliniin oldukga yiiksek

oldugu ortaya konmaktadir (6,25,147,148).
Polimeraz Zincir Reaksiyonu Temelli Yontemler: Bu yontemde DNA

probing kullanimi sayesinde MBL tespiti yapilmaktadir. Bakterinin MBL geni tastyip

tasimadiginin ve MBL’nin tipinin belirlenmesinde PZR metodu oldukga yaygin olarak

33



kullanilan bir molekiiler yontemdir. PZR, molekiiler biyolojide olduk¢a fazla tercih
edilen bir tekniktir ve basitge niikleik asitlerin ¢ogaltilmasi olarak tanimlanmaktadir.
PZR, DNA yapisindaki iki zincirin yiiksek 1s1 ile birbirinden ayrilmasina
(denatiirasyon), daha sonra sentetik oligoniikleotitlerin hedef DNA’ya baglanmasina
(hibridizasyon) ve son olarakta zincirin uzamasi (polimerizasyon-gift iplikli DNA’larin
sentezi) seklinde bu sikluslarin belirli sayida tekrari prensibine dayanmaktadir. Her
adim uygun olan farkli 1sida gergeklestirilir. Yontemin temeli, ¢ogaltilmak istenen
bolgenin iki ucuna spesifik, bu bolgedeki baz dizilerini tamamlayici bir ¢ift sentetik
oligoniikleotid primerin kullanimi sayesinde sinirlandirilan genin enzimatik olarak
sentezlenmesine dayanmaktadir. Bu yontem birkag saat i¢inde hedef bolge milyonlarca
sayida cogaltilabilmektedir (136,137,138). Molekiiler metodlarin altin standardi ise

sekans analizi ve klon analizidir (123-135).

Kromozomal DNA’min restriksiyon enzim analizi: PFGE, RFLP: DNA
temelli tiplendirme yontemleri icerisinde PFGE olduk¢a 6nemlidir ve 6zellikle salgin
arastirmalarinda yaygim bir kullanima sahiptir (127). PFGE, molekiiler tiplendirme
yontemleri iginde altin standart olarak kabul edilmektedir.

Bu yontemde; sivi veya kati1 besiyerlerinde iiretilen bakteriler, diisiik erime 1s1l1
agarozlarda stispanse edilerek kiigiik kaliplar icine dokiilmektedir. Bakteri hiicrelerinin
deterjan ve enzimler yardimi ile par¢alanarak DNA izolasyonlar1 gergeklestirilmektedir.
PFGE'de bozulmamis DNA yapilart gerekli oldugu icin DNA'da kirilmalara sebep
olabilen geleneksel DNA izolasyon basamaklart bu metod i¢in uygun degildir. Lizis
islemini takiben agaroz kaliplar birkag kez yikanmakta veya diyaliz edilerek
karbonhidrat ve protein gibi kontaminantlarin uzaklastirilmas: gerceklestirilir. Agaroz
icinde bulunan bakteriyel DNA, nispeten az sayida olan ve bilyiik pargalar olusturabilen
bir RE araciligiyle kesime ugratilmaktadir. Daha sonra DNA pargalari bulunduran
kaliplar, elektroforez islemi uygulanacak jel i¢indeki uygun ¢ukurcuklara
yerlestirilmekte ve belirli araliklarla yon degistirmekte olan elektrik akimi
uygulanmaktadir. DNA, elektroforez islemi sirasinda farkli yonlere dogru hareket
ettiginde bantlar birbirinden ayrilmaktadir. Jel iizerine uygulanan elektrik alaninin yon
degistirmesi sayesinde daha kii¢iik olan DNA pargalar1 daha hizli hareket edecek ve
boylece biiyiik DNA parcalari geride kalacaktir. 10-800 kilo bazlik DNA segmentlerinin
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bu tip bir elektrik akimi ile net olarak ayrimina olanak saglamaktadir. Elektroforez
islemi sonucunda jel etidyum bromiirle boyanmakta ve her bir izolatin igerdigi bant
profili goriiniir hale getirilmektedir. Bilgisayar programlari yardimi ile bu bant profilleri
degerlendirilmekte ve izolatlarin birbirleriyle olan iliskileri belirlenmektedir (128).
Bilgisayara dayali analiz metodlarinda, incelenen mikroorganizmalara ait PFGE
profillerinin saklanmasi i¢in "veri bankas1" olusturulabilmektedir. Boylece ¢alisilan tim
izolatlarin profillerinin, daha once var olan veri bankasi verileri ile karsilastiriima
imkan1 saglamaktadir. MBL analizinde iilkemizde ve diinyada olduk¢a genis kullanimi
mevcuttur (129,130).

2.5.4. Grup 4 Beta-Laktamazlar

Klavulonik asitle inhibe olmayan ve molekiil sinifi heniiz belirlenmemis olan ve
penisilinazlar bu grubu olustururlar. A. feacalis, B. fragilis, Burcholderia cepacia’daki
beta laktamazlar, C. jejuni’den izole edilen enzimler, Clostridium butyricum’un
indiiklenebilen enzimi, E. coli’nin plazmid kontroliindeki SAR-, beta laktamaz bu

grubu olusturmaktadir.

2.6. Karbapenemlere diren¢ mekanizmalari

Karbapenemler AmpC ve GSBL enzimlerine dayanikli olmalar1 ve membranlari
hizla asabilme yetenekleri sayesinde CID Gram negatiflerde tercih edilen antibiyotik
grubudur. Karbapenemlere karsi degisik mekanizmalar ile direng gelisimi
gbzlenmektedir:

e Ilacin bakteri icinde etkin konsantrasyona ulasamamasi

e Karbapenemleri hidrolize ugratan enzimlerin (karbapenemazlarin) varligi (60).
2.6.1. Tlacin hiicrede etkin konsantrasyona ulasamamasi
Porin Degisimleri

Bu ozellikle P. aeruginosa izolatlarinda goriilen temel diren¢ mekanizmasi

olarak karsimiza ¢ikmaktadir. P. aeruginosa’da karbapenemler igin 6zel bir porin olan
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OprD’nin kayb1 bu grup antibiyotiklere diren¢ gelismesine neden olmaktadir. OprD

kayb1 6zellikle imipenem tedavisi sirasinda siklikla gelismektedir (71).

Aktif pompa sistemlerinin indiiklenmesi

Amfilik bilesikler etkin bir bariyer olusturan biyolojik membranlardan kolaylikla
gecebilmektedir. Amfilik bilesiklerin hiicreler {izerine olast zararli etkilerinden
korunabilmek igin ¢esitli mekanizmalar gelistirilmesinde en 6nemli olan1 aktif pompa
sistemleridir.

Aktif pompa sistemleri, bakterileri ¢ogunlugu amfilik olan ilaglara ve c¢esitli
substratlarin zararl etkilerine karsi da hiicreleri korumaktadir. Bakterilerdeki pompa
sistemleri, bazi ilaglarin kullanimu ile indiiklenebilmekte ve bu direng¢ tiim substratlara
kars1 da olabilmektedir (76).

Hastanelerde P. aeruginosaizolatlart izole edildiginde beta-laktam
antibiyotiklerle tedavisinde MexAB-OprM gibi pompa sistemlerinin aktivasyonu ve
bunlar1 kontrol eden regiilator genlerde mutasyonlar olusabilmektedir. Boylece yalniz
beta-laktamlara degil aym1 zamanda kloramfenikol, tetrasiklinler, kinolonlar ve

trimetoprime de direng gelisimi gézlenebilmektedir (77,78,79).

2.6.2. Karbapenemazlar: Karbapenemleri Hidroliz Eden Enzimler

Beta-laktam smifinin en genis spektrumlu antibakteriyel etkinlige sahip olan
karbapenemlerden en az birini belirgin olarak hidrolize eden beta laktamazlar olarak
tanimlanmaktadirlar. Bu enzimlerin biiyiik cogunlugu sadece karbapenemlere degil ayni
zamanda birgok beta laktam antibiyotige de etkilidirler (72,80).

Ekstrinsik Karbapenemazlar: Ambler smiflandirmasina gére A, B veya D
molekiiler sinfina dahil olabilirler. Penisilinler, genis spektrumlu sefalosporinler ve
aztreonama, tazobaktam, sulbactam, clavulonik asit ve karbapenemlere direng
gelisimine neden olan enzimlerdir. Enterobacteriaceae A. baumannii ve P. aeruginosa
tirlerinde tespit edilmistir. Sinif A birkag Enterobacteriaceae izolatinda tespit edilirken

Sinif D sadece Acinetobacter spp.’de bulunmaktadir.
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Intrinsik Karbapenemazlar: Molekiiler sinif B’de yer alan bu grup aktif
bolgelerinde ¢inko iyonu igermekte ve BL’ler ig¢inde kendine 6zgii 6zelliklere sahiptir.
Bu grup karbapenemazlar Kkatalitik aktive i¢in ¢inko iyonuna ihtiya¢ duyarlar ve EDTA
ile birlestiklerinde bu 6zellikleri kaybolmaktadir. Diger molekiiler siniflara ait enzimler
serin bazli olup kromozomal karbapenemaz aktiviteleri yoktur. Bu grupta B. cepacia
PCM-1, S. maltophilia Lj, B. fragilis CcrA, C. indologenesis IND-1, IND-2, IND-3,
IND-4, B. cereus Il, C. menigosepticum blag enzimleri bu grupta yer almaktadir.

Bunlarin tiimii Bush siniflandirmasinda 3. Gruba dahil edilmektedir (149).

2.6.3. Hedef PBP Degisimleri

PBP’ler peptidoglikan sentezinde yer alan enzimlerdir. Tek baslarma nadir
karsilasilsada diger mekanizmalar ile birliktelik gosterdiklerinde 6nem arzederler. Bu
tip direng gosteren mikroorganizmalar beta laktam antibiyotik varliinda da

peptidoglikan sentezini siirdiirebilirler (60).

2.7. Hastane Enfeksiyonlarinda Molekiiler Mikrobiyolojinin Onemi

Hastane enfeksiyonlarina yol acan izolatlar arasindaki iliskinin belirlenmesi
onceleri fenotipe dayali yontemlerle gergeklestirilmekteydi. Fakat fenotipik metodlar
zay1lf ayirim giicline sahip olmalari, pahali ve zaman alict olmalar1 gibi dezavantajlar
nedeniyle zamanla yerlerini yiiksek ayrim giiciine sahip, yiiksek tekrarlanabilirlik
Ozelligi gosteren molekiiler yontemlere birakmislardir. Son zamanlarda hastanelerde
tan1 ve tedavi amaciyla kullanilan steril olmayan aletlerden kaynaklanan (solunum yolu
geregleri, kateterler, endoskoplar) salginlar karsimiza siklikla g¢ikmaktadir. Saglik
personellerinin elleriyle ve nadiren direkt temas yoluyla da yayillma olmaktadir.
Molekiiler tipleme yontemleriyle ayni klinikteki farkli hastalarin izolatlar1 veya bir¢ok
klinigi ilgilendiren salgin izolatlari, hastane ¢evresi ve saglik personellerinin ellerinden
tiretilen izolatlarin DNA parmak izleri karsilagtirilarak bulagin kaynagi saptanmaktadir.
Molekiiler mikrobiyolojik yontemler sayesinde hastane enfeksiyon etkenlerinin bulagsma
yollar1, bulasma mekanizmalar1 ortaya konulmaktadir. Hastane kaynakli salginlarin

onlenmesi igin enfeksiyon kaynaginin ve yayilma yollarmin belirlenmesi i¢in modeller
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kullanilarak bir ¢ok analiz gergeklestirilmistir (150). Molekiiler yontemler, hastane
enfeksiyonlarinin epidemiyolojisi konusunda yeni acilimlar saglamistir. Ayrica
enfeksiyonlarin izleminde ve hizli tamisinda, kokenlerin identifikasyonu ve klonal
benzerliklerinin  saptanmasinda, antibiyotik direncinin saptanmasinda ve yeni
teknolojilerin gelistirilmesine sebep olmustur (150). Salgina sebep olan izolatlar
arasindaki iligkinin saptanmasi ve kaynaginin belirlenmesinde yararli ve giivenilir bir
genotipleme yontemi olan PFGE “altin standart” olarak kabul edilmektedir (129,130).
Genellikle izolatlarin duyarlilik durumlarina gore tek basina veya kombine
terapilerde fosfomisin, tetrasiklinler ve glisiklinler, rifampin florokinolonlar,
aminoglikozidler aztreonam piperasilin- tazobactam ve kolistin kullanilabilmektedir.
Tedavi kadar bu izolatlarin yayiliminin 6nlenmesi de 6nemli bir basamaktir. Bir
hastanede MBL pozitif bir izolatin tespiti terapotik bir problem olmayip ayni zamanda
enfeksiyon kontrol komitesinin de ciddi onlemler almasini gerektiren bir durumdur.
Boyle durumlarda laboratuarlar Enfeksiyon Kontrol Komitelerini acilen bilgilendirmeli

ve gerekli uyarilarda bulunularak 6nlem alinmasi saglanmalidir.
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Orneklerin toplanmasi

Calisma Nisan 2013-Aralik 2014 Yiiziincii Y1l Universitesi Tip Fakiiltesi T1bbi
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda yiiriitilmiistiir. Belirtilen tarihlerde yogunbakim
iinitesinde (YBU) takip edilen hastalarin imipenem veya meropenem direngli 51
Acinetobacter baumannii ve 51 P. aeruginosa olmak iizere toplam 102 izolat ¢alismaya
dahil edilmistir. Klinik 6rneklerden izole edilen izolatlar, boncuklu tiipler (Cryoinstant,
Deltalab, Ispanya)  icersine almarak c¢aligmaya baslanincaya kadar -80°C’de
buzdolabinda (Sanyo, Japon) saklandi. Calisma igin -80 °C’den cikarilan boncuklu
tiipler igerisindeki boncuklarin brain heart infuzyon agar ve Eozin Metilen Blue (EMB)
besi yerlerine ekimleri yapildi. 35 °C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Bu izolatlara iki kez

pasaj islemi uygulandi.
3.2. Klinik orneklerden bakteri idendifikasyonu

Klinik 6rnegin tiirline gore ekim yapilan besiyerinde tireme gosteren izolatlar
icin identifikasyon islemi uygulanmustir. Identifikasyon islemi &nce standart
mikrobiyolojik yontemlerle yapildi. Gram boyama ile Gram negatif basil ve koko basil
goriiniimiinde olan tiim izolatlar, otomatize sistem Phoneix'® (Becton Dictinson, USA)
ile de bakterilerin tiplendirilmesi islemi gergeklestirildi. Calismaya dahil edilen
izolatlarin 51°i Acinetobacter spp. ve 51’1 P. aeruginosa olarak identifiye edildi. MBL
tayininde fenotipik analizlerden; kombine disk, ¢ift disk sinerji, Modifiye Hodge testi
kullanild

3.3. Kullanilan besiyerleri
Kanl Agar (Oxoid, Ingiltere): Toz besiyerinden 40 g alarak 1000 ml distile su

icinde iyice ¢oziilene kadar 1sitildi. 121°C’de 15 dakika otoklavlandiktan sonra, 50

°C’ye kadar sogutulup, i¢ine % 5 oraninda insan kam ilave edildi. Besiyerleri
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kullanilana kadar +4 °C’de buzdolabinda saklandi. izolatlarin identifikasyonu ve
antibiyogrami yapildu.

Eosin metilen blue agar (EMB) (Oxoid, ingiltere): Toz besiyerinden 37,5 gr
almarak 1000 ml distile su iginde iyice ¢oziilene kadar 1sitildi. 121°C’de 15 dakika
otoklavlandiktan sonra 100 ml steril petri kutularina aktarildi. Katilasmasi i¢in oda
sicakliginda tutuldu. Besiyerleri kullanilana kadar +4 °C’de buzdolabinda saklandh.
Izolatlarin identifikasyonu ve antibiyogrami yapildi.

Mueller hinton agar (Oxoid, ingiltere): Toz besiyerinden 38 gr 1000 ml distile
su i¢inde iyice ¢oziilene kadar 1sitildi. 121°C’de 15 dakika otoklavlandiktan sonra 100
ml steril petri kutularina aktarildi. Katilagmasi i¢in oda sicakliginda tutuldu. Besiyerleri
kullanilana kadar +4 °C’de buzdolabinda saklandi. Karbapenem diren¢ durumlarinin

dogrulanmasi ve MBL analizi i¢in fenotipik testlerde kullanildi.

3.4. Antibiyotik duyarhlik profillerinin belirlenmesi

Tim izolatlar ig¢in antibiyotik duyarlilik testleri Kirby Bauer Disk difiizyon

. . . 1
yontemi ve otomatize Phonex 2

(Becton Dickison, USE) otomatize sistemi panelleri ve
kullanilarak yapilmistir. Anttibiyotik duyarliliklar1 CLSI (152) kriterlerine gore
degerlendirilmistir. Bu klavuza gore disk difiizyon ve MIK testi siir araliklar1 Tablo

5’de verilmistir.

Tablo 5. Acinetobacter baumannii ve P aeruginosa i¢in zon ¢ap1 ve Minimal Inhibitor
Konsantrasyonu (MIK) standartlar1 (152).

Zon Cap1 (mm) MIK Degeri (ug/ml)
Antimikrobik  Disk
Imipenem 10pg <19 16-18  >15 >2 4 <8

Meropenem 10pg <19 16-18 >15 >2 4 <8

Otomatize sistemle antibiyotik duyarhlik testleri: Uretici firmanin uyarilari

dogrultusunda, bakterilerin saf kiiltiirlerinden pamuklu swap yardimiyla koloniler
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toplanarak ID Broth soliisyon tiipiiniin igerisine siispanse edilerek, tiirbidometre cihazi
(BD, PhoenixSpec, Nephelometer, USA) kullanilarak son bulanikligi 0.5 McFarland
standard yogunlugunda olmasit saglandi. 0.5 McFarland standard yogunlugunda
hazirlanan ID Broth soliisyonundan 25 ul pipet yardimiyla, 6nceden hazirlanan AST
Broth soliisyon tiipiine aktarildi. Daha sonra, elde edilen soliisyonlar Gram negatif
paneller igerisindeki uygun kuyucuklara inokiile edildi ve Phoenix cihazina dikkatlice
yerlestirildi. Inkiibasyon siiresi sonunda identifikasyon ve antibiyogramlari tamamlanan
orneklerin degerlendirilmesi BD EpiCenter™ yazilimi kullanilarak yapildi. Imipenem
ve meropenem i¢in Minimim Inhibitér Konsantrasyonu (MiK) degeri >2 olarak &l¢iildii.
A. baumanni ATCC 19606 ve P. aeruginosa ATCC 27853 kontrol izolatlar1 panelde
kullanilmuastir.

Kirby Bauer disk difiizyon testleri: 0.5 McFarland standard yogunlugunda
hazirlanan ID Broth soliisyonu MHA plaga imipenem (10 pg) ve meropenem (10 pg)
Bioanalyse diskleri yerlestirildi. Plaklar 37 C’de 24 saatlik inkiibasyondan sonra diskler
etrafindaki zon ¢aplari Slciilerek degerlendirildi. Imipenem ve meropenem direngli 102
izolatin zon ¢ap1 <19 idi (123).

EDTA soliisyonu hazirlama protokolii: Oncelikle EDTA stok soliisyonu
hazirlanmistir. Bunun igin, 1000 mL distile suda 186.1 g disodyum EDTA (Sigma
Chemicals, Almanya) 2H,0 c¢ozdiiriilerek 0.5 M EDTA soliisyonu elde edilmis ve
NaOH ile pH 8.0’e ayarlanmistir. Otoklavlanarak sterilize edilmistir. Ayrica bu testlerde
imipenem (10 pg/ml, Bioanalyse-Tiirkiye), bos disk (Bioanalyse-Tiirkiye) ve

meropenem (10 pg/ml, Bioanalyse-Tiirkiye) diskleri kullanilmistir.

3.5. Fenotipik yontemler ile MBL iiretiminin dogrulanmasi

3.5.1. Kombine Disk Testi ile MBL iiretiminin dogrulanmasi

Bakterilerin 0,5 McFarland uygun siispansiyonlar1 hazirlandi ve Mueller Hinton
Agar plagina pamuklu swap yardimiyla besiyerinin her yerine siiriildii. Plagin bir

yerlestirilen iki imipenem diskinden bir tanesine 10 ul EDTA (0.5 M, pH 8) ilave

edildikten sonra inhibisyon zon ¢api1 farkliliklarina gore degerlendirme gergeklestirildi.
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EDTA solusyonunun eklendigi imipenem/EDTA diskinin inhibisyon zonu tek basina
imipenem diski zon ¢apindan >7 mm biiyiik ise MBL pozitif olarak kabul edildi.

3.5.2. Cift Disk Sinerji Testi ile MBL iiretiminin dogrulanmasi

Bakterilerin 0,5 McFarland uygun siispansiyonlar1 hazirlandi. Mueller Hinton
Agar plagina pamuklu swap yardimiyla besiyerinin her yerine siiriildii. Plagin kalan
béliimiine Imipenem diski ve bu diskin merkezinden 10 mm uzaga bos disk yerlestirildi.
Bos disk tizerine 10 ul EDTA (0.5 M, pH 8) eklendikten sonra imipenem diski
inhibisyon zonunun EDTA eklenmis bos diske dogru genislemesi sinerjistik inhibisyon

zonu olarak degerlendirilir.

3.5.3. Modifiye Hodge Testi ile MBL iiretiminin dogrulanmasi

E. coli ATCC 25922 standart izolatimin 0,5 McFarland bulanikliginda
stispansiyonlar1 hazirlandi. Mueller Hinton Agar plagi pamuklu swap yardimiyla
besiyerinin her yerine siiriildii. Plagin ortasina imipenem diski konduktan sonra test
edilecek mikroorganizma, bu diskin kenarindan perifere dogru ekiivyon ile ¢izgi ekimi
yapildi. 35 °C’de 18 saat inkiibasyonun sonunda plaklar degerlendirildi. Siire sonunda
imipenem diskinin etrafinda inhibisyon zonundaki ¢arpiklik veya yonca yaprag: gibi
gbriiniim pozitif olarak kabul edildi. Bu test i¢in pozitif kontrol olarak Malatya In6nii
Universitesi Molekiiler Mikrobiyoloji Laboratuarindan elde edilen MBL pozitif VIM-1
kullanildi.

3.6. Genotipik yontemlerle karbapenemazlarin saptanmasi
3.6.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
Bu yontemle MBL {iretimi agisindan énemli genlerden IMP, VIM, GES, GIM,

SPM, OXA-51, OXA-23, OXA-10 arastirnlldi. PZR yontemi EKkstraksiyon,
Amplifikasyon, Agaroz Jel Elektroforezi basamaklardan olusmaktadir;
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3.6.1.1. DNA izolasyonu (Ekstraksiyon)

Izolatlar genotip tayini icin pasajlandi. Besiyerinde saf kiiltiir halinde iireyen
izolatlar steril 6ze ile alinarak, 1ml steril distile su igerisinde 4 Mcfarland bulanikliginda
stispanse edildi. Her bir 6rnek en az 5 dakika vortekslenerek homojen hale getirildi.
Daha sonra Qiasymphony (Qiagen, Almanya) total niikleik asit izolasyon Kkiti ile DNA
ekstraksiyonu yapildi ve elde edilen DNA &rnekleri -20°C’de PCR islemine kadar

saklandi.

3.6.1.2. Amplifikasyon

Amplifikasyon i¢in GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems/ USA)
cihaz1 kullanildi. Amplifikasyon tiipleri cihaza yerlestirilerek 94°C’de 3 dakikalik ilk
denatiirasyonun ardindan, 94°C'de 30 saniye denatiirasyon, primer baglanmasi icin
60°C’de 30 saniye ve 72°C'de 1 dakika uzama ile toplam 35 siklus ve final uzama
olarak 72°C'de 10 dakika olacak sekilde uygulandi. PZR i¢in solusyonlar1 Tablo 6°de ve

kullanilan primerler Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 6. TopTaq (Qiagen) PZR reaksiyon karigiminin hazirlanmasi

Karigim Miktar
2X TopTaq Master Mix karisimi 12.5 ul
10X CoralLoad Concentrate 2.5u
Primer-F 1 ul
Primer-R 1wl
DNAaz RNAaz free saf su 7 ul
DNA 1 ul
Toplam hacim 25 ul
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Tablo 7. PZR amplifikasyonu i¢in kullanilan primerler

Hedeflenen Hedef . e
o ez Primer Adi Primer dizilimi (5'-3") Referans
blaIMP/188 be IMP-F GGA ATAGAG TGG CTTAAY TCTC 1

IMP-R CCAAACYACTASGTTATCT

VIM-F GAT GGT GTTTGG TCG CAT A

blaVIM/390 bg VIM-R  CGA ATG CGC AGC ACC AG

GESF  ATGCGCTTCATTCACGCAC
blaGES/864 be GES-R  CTATTTGTCCGTGCTCAGG 2

GIM-F  TCG ACA CAC CTT GGT CTG AA AAC
blaGIM/477 b GIM-R  TTC CAA CTT TGC CAT GC 1

SPM-F  AAA ATC TGG GTA CGC AAA CG ACA
blaSPM/271 bg SPM-R  TTATCC GCT GGA ACA GG 1

OXA-51-F  TAATGC TTT GAT CGG CCT TG
blaOXA-51grup/353b¢ Gy A 51.R  TGG ATT GCA CTT CAT CTT GG 3

OXA-23-F  GAT CGG ATT GGA GAA CCA GA ATT
blaOXA-23grup/S0Lbs oy 23R TCT GAC CGC ATT TCC AT >

OXA-10-F  GTCTTTCGAGTACGGCATTA
blaOXA-10grup/720 b¢ 55 A 10.R  ATTTTCTTAGCGGCAACTTAC 2

3.6.1.3. PZR reaksiyonunun Agaroz Jel Elektroforezi:

Agaroz jel elektroforez i¢in hazirlanan karisimlar

10xTBE buffer:

Tris-Hydrochlorid (AppliChem, Darmstadt) 121.1 gr
EDTA di-sodiumsalt dihydrate (AppliChem, Darmstadt) 3.8¢gr
Boric Asit ((AppliChem, Darmstadt) 55.55 gr

Distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi, pH: 8,0’e ayarlandi.
IXTBE buffer:

Stok soliisyonu 10xTBE'den 1/10 oraninda distile su ile sulandirildi
Gel loading dye

Bromphenol 40 mg

Gliserol S5ml

0.5 M EDTA 1.5 mi

Distile su 4.5 ml olacak sekilde karistirilir.
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% 1.5 Agaroz jel: Agaroz (AppliChem Agarose low EEO)’dan 2.25 gr, 1IXTBE
tamponundan 150 ml alip karistirilarak mikrodalga firinda (Argelik) eritildi. Uzerine 5
mg/ml'lik etidyum bromiirden 0.5 mg/ml olacak sekilde birakilarak 10 dakika sogumaya
birakildi. Kalibin i¢indeki jelin katilagmasi i¢in oda sicakliginda yaklasik 30 dk
bekletildi. Katilagsan jel kalibi taraklar ¢ikartildiktan sonra kuyucuklar negatif kutupta
olacak sekilde elektroforez tankinin igine yerlestirildi. Tankin i¢i jelin iizeri tamamen
kapatincaya kadar 1X TBE ile dolduruldu. Cogaltilmis DNA 6rneklerinin her birinden
10 uL. ve DNA molekuler agirlik standardindan 5 pL alinarak agaroz jel kuyucuklarina
negatif ve pozitif kontrol de olacak sekilde yilikleme yapildi ve 100 voltta 2 saat
yiriitiildi. Olusan bantlar UV 15181 altinda DNA molekuler agirlik standardi [DNA
Molecular Weight Marker IX (0.1-10.0 kb, Roche, Germany] ile karsilagtirilarak
yorumland1 ve fotograflari Gel logic 2200 imaging system (Kodak Company, NY,
USA) ile ¢ekildi.

3.6.2. P. aeruginosa ve A. baumannii PFGE protokolii

Izolatlar arasindaki klonal iliskilerin tespit edilmesi icin Durmaz ve ark.
uyguladiklari, Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) yontemi modifiye edilerek
kullanildi (120-121).

3.6.2.1. izolatlarin hazirlanmasi

Biyokimyasal ve/veya otomatize sistemle tiir diizeyinde tanimlamasi yapilmis
bakterilerden Insan Koyun Agar (IKA) besiyerine tek koloni ekimi yapildi. Saf kiiltiir
halinde iireyen koloniler plastik 6ze ile toplanarak, 1 ml hiicre silispansiyon tamponu
(HST) (100 mM Tris-HCI, 100 mM EDTA, pH 8,0) iginde siispanse edildi. Hiicre
siispansiyonu, 2500 x g’de, 4°C’de, 15 dakika (alternatif olarak 13 000 x g 4°C’de 2
dakika) santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda tistteki HST atildi. Pelletin iizerine tekrar 1
ml soguk HST eklenerek, kisa siireli vorteks yapildi. Bakteri yogunlugu,
spektrofotometre (UV/Vis. Spectrophotometer, Boeco, Germany) yardimiyla 590 nm’de
1 absorbans olacak sekilde ayarlandi. Bakteri siispansiyonu kisa siire i¢inde (5 dakika)

agaroza gomiilecek ise oda 1s1sinda, gecikecek ise kirik buz i¢inde bekletildi.
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3.6.2.2. Izolatlarin agaroza gomiilmesi

HST igerisinde % 2’lik diisiik erime 1sil1 agaroz (Gibco BRL, Paisley, UK)
hazirlandi. 0.2 g agaroz, 100 ml'lik balona konuldu. Uzerine 9 ml HST eklendi, yavasca
karigtirilarak agarin dagilmasi saglandi. Balonun agzina aliiminyum folyo kapatilarak
mikrodalga firinda 10 saniye tutulup, ¢ikarilarak hafifce karistirildi. Tekrar 2—3 saniye
mikrodalga firminda tutuldu. Agaroz iyice ¢oziiliinceye kadar kisa siireli mikrodalgada
tutma islemi tekrarlandi. Agaroz karisimindan 500 pl'lik ependorf tiiplere dagitildi ve
islem siiresince 45-50°C'lik kuru 1s1 blogunda bekletildi. HST i¢inde hazirlanan bakteri
siispansiyonundan 500 pl alinarak 50°C 1s1 blogunda bekletilen diisiik erime 1sili
agaroza 1/1 oraninda eklendi. Pipetaj yapilarak iyice karigsmasi saglandi. Agaroz
karisimi hava kabarcigi olmayacak sekilde agaroz kalibina (1mm by 5Smm by 1.5mm,
Bio Rad Laboratories) 100 pl olacak sekilde dagitildi. Kaliplar, agaroz katilasincaya
kadar +4°C'de, yaklasik 10 dakika bekletilerek agarozun homojen olarak katilagmasi

saglandi.

3.6.2.3. Agaroz icindeki hiicrelerin parcalanmasi

Bes ml’lik steril kapakli tiiplere, 0.5 ml hiicre pargalama tamponu-1 (HPT-1) (50
mM Tris-HCI [pH 8.0], 50 mM EDTA, 2.5 mg/ml lizozim, 1.5 mg/ml proteinaz K)
konuldu. Igerisinde bakteri bulunan agaroz, kaliptan ¢ikarilarak HPT-1 soliisyonuna
yerlestirildi. 37°C’de 1 saat calkalamali su banyosunda bekletildi. HPT-1 dokiilerek,
yerine 0.5 ml HPT-2 (0.5 M EDTA, 1 mg/ml proteinaz K) konuldu. 55°C’de 2 saat
calkalamal1 su banyosunda bekletildi.

3.6.2.4. Hiicre lizisinden sonra agaroz kaliplarin yikanmasi

Agaroz kaliplar igerisine gomiilen hiicrelerin parcalama isleminin ardindan
HPT-2 aspire edildi. icinde agaroz kalip bulunan tiipe, 50°C’ye 1sitilmis olan steril ultra
saf sudan (Reagent Grade Type 1) 4 ml eklenerek, 50 °C calkalamali su banyosunda 15
dakika bekletildi. Su tamamen aspire edilip, su ile yikama islemi iki defa daha

tekrarlandi. Su tamamen aspire edildi.
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Daha sonra agaroz kaliplari ti¢ defa (her biri 50°C’de 15 dakika olmak iizere), 4
ml TE (10 mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA, pH 7,6) tamponuyla yikandi. Boylece
igerisinde hiicresel kalintilardan arindiritlmis DNA bulunan agaroz, restriksiyon enzimi

(RE) ile kesime hazir hale getirilmis oldu.

3.6.2.5. Agaroz kahliplari icindeki DNA'nin RE ile kesilmesi

DNA iceren agaroz kalibi bir lam iizerine alinarak bistliri yardimi ile 1/3
oraninda kesildi. A. baumannii igin etkinligi daha Once arastirilmis olan Apal,

Pseudomonas aeruginosa i¢in Xba-I enzimi kullanildi.

A. baumannii DNA’sim iceren kaliplarin Apal RE ile kesimi:

1. DNA igeren agaroz kalib1 bir lam {izerine alinarak bir bistiirli yardimiyla
1/3 oraninda kesildi. Pargalardan biri, 100 pl 1x Apal tamponu igine konularak
calkalamali su banyosunda 37°C’de 10 dakika bekletildi (Diger parcalar sonraki

calismalarda kullanilmak tizere TE tamponu i¢inde saklandi). Sonra siv1 aspire edildi.

2. Her agaroz kalib1 i¢in asagidaki karisim hazirlandi.
10x Apal tamponu 10 pl
Apal enzimi (50 U / ul (New England Biolabs)) 1ul
Steril Ultra Saf Su (Reagent Grade Type 1) 89 ul
Toplam Hacim 100 pl

3. Bu karigimin igerisine, enzimin tamponu ile yikanmis agaroz kalib1

konulup, ¢alkalamali su banyosunda 25°C’de 2 saat inkiibe edildi.
4. Inkiibasyon sonunda tiipler buzdolabinda 15 dakika bekletildi ve

elektroforeze uygun hale getirilmis oldu.
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P. aeruginosa DNA’sin1 iceren kaliplarin Xba-1 RE ile kesimi:

1. DNA igeren agaroz kalib1 bir lam {izerine alinarak bir bistiirii yardimiyla
1/3 oraninda kesildi. Pargalardan biri, 100 pl 1x Xbal tamponu i¢ine konularak
calkalamali su banyosunda 37°C’de 10 dakika bekletildi (Diger pargalar sonraki

calismalarda kullanilmak {izere TE tamponu i¢inde saklandi). Sonra s1v1 aspire edildi.

2. Her agaroz kalib1 i¢in asagidaki karisim hazirlandi.
10x Xbal tamponu 10 ul
Xbal enzimi (12 U / ul (Promega Co, USA)) 3ul
BSA (10 mg/ml) 1l
steril ultra saf su (Reagent Grade Type 1) 86 ul
Toplam hacim 100 pl

3. Bu karisimin igerisine, enzimin tamponu ile yikanmis agaroz kalib1

konulup, ¢alkalamali su banyosunda 37°C’de 2 saat inkiibe edildi.
4. Inkiibasyon sonunda tiipler buzdolabinda 15 dakika bekletildi ve

elektroforeze uygun hale getirilmis oldu.

3.6.2.6. Elektroforez jelinin hazirlanmasi ve kaliplarin jele yiiklenmesi

0.5x TBE (44,5 mM Trisma base, 44,5 mM Borik asit, 1 mM EDTA, pH 8,0)
iginde 100 ml olacak sekilde % 1' lik agaroz (pulsed-field certified agarose, Bio-Rad
Laboratories) hazirlandi. 1 gr "pulsed-field certified agarose" 200 ml’lik balona konup
tizerine 100 ml 0,5x TBE eklendi ve mikrodalga firinda agar homojen bir sekilde
eritildi. Agaroz iyice ¢oziildiikten sonra, balon 45-50°C’lik su banyosuna konuldu.
Agaroz dokiilecek kaset hazirlandi ve RE ile kesilmis olan agaroz kaliplarinin her biri,
15 disli taragin dislerinin u¢ kismina (taragin ug ¢izgisine tam paralel olacak sekilde)
yerlestirildi. Taragin iki kenar ve ortasindaki dislerine kontrol izolatina ait kaliplar
yiiklendi. Kurutma kagidi veya havlu ile agaroz kaliplarinin etrafindaki sivinin fazlasi

alindi. Maksimum 5 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra, 6rnek konulan kisim
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DNA’nin yiiriiyecegi yone gelecek sekilde, tarak agaroz dokiilecek kaset igine
yerlestirildi.

Su banyosundan ¢ikarilmis ve sicaklig1 yaklasik 45-50°C olan agaroz dikkatli bir
sekilde hava kabarcig1 olusturulmadan kaset i¢ine dokiildii. Oda 1sisinda 20-30 dakika
katilasmaya birakildi. Tarak dikkatlice ¢ikarildi. Kaset cergeveleri ¢ikarilarak 1900-
2000 ml 0.5X TBE tamponu bulunan PFGE tankina yerlestirildi.

3.6.2.7. Elektroforez

A. baumannii i¢cin CHEF-DR Il sisteminde (Bio-Rad Laboratories, Nazareth,
Belgium) uygulanan elektoforez kosullart:

Baslangic vurus siiresi 5 sn, bitis vurus siiresi 30 sn, vurus agis1t 120°, akim 6
V/cm?, sicaklik 14°C, siire 24 saat (TBE tamponu pH=8.0) olarak uygulandi.

P. aeruginosa i¢in CHEF-DR Il sisteminde (Bio-Rad Laboratories, Nazareth,
Belgium) uygulanan elektoforez kosullari:

Baslangic vurus siiresi 1 sn, bitis vurus siiresi 17 sn, vurus agis1t 120°, akim 6

V/em2, sicaklik 14°C, siire 24 saat (TBE tamponu pH=8.5) olarak uygulandi.
3.6.2.8. Sonucun gozlenmesi ve analizi

a. Elektroforez sonrasinda jel, 5 pg/ml etidyum bromiir iceren 400 ml ultra saf
suda 20 dakika bekletildi. UV 1s1k altinda goriintiilendi.

b. Gel logic 2200 imaging system (Kodak Company, NY, USA) kullanilarak
DNA bant goriintiilerinin fotografi ¢ekildi. Resimler TIFF formatinda kaydedildi.

c. Gel Compar II yazilim sistemi (version 3.0; Applied Maths, Sint-Martens-

Latem, Belgium) kullanilarak bant profilleri analiz edildi.
3.7. Istatistiksel Analiz
Bu calismada MBL aktivitesini tespit etmede kullanilan fenotipik testlerin gold

standart PZR metodu ile karsilastirilarak duyarlilik, 6zgiillikk, pozitif prediktif deger
(PPD) ve negatif prediktif degerleri (NPD) asagidaki formiiller ile hesaplanmugtir:
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Duyarlilik=(Gerg¢ek pozitif izolat sayisi/Gergek pozitif izolat sayisi+Hatali
negatif izolat sayis1)x100

Ozgiilliik=(Gergek negatif izolat sayisi/Gergek negatif izolat sayisi+ Hatali
pozitif izolat say1s1)x100

PPD=(Gergek pozitif izolat sayisi/Gergek pozitif izolat sayisi+Hatali pozitif
izolat say1s1)x100

NPD=(Gergek negatif izolat sayisi/Gergek negatif izolat sayisi+ Hatali negatif
izolat sayis1)x100

Molekiiler bant analizleri i¢in benzerlik hesaplarinin yapilmasinda Pearson
korelasyon katsayist ve kiimelesme analizi icin de UPGMA (Unweighthed Pairvise
Grouping Matematical Avenaging matematiksel ortalamayla agirliksiz ciftlerin
gruplandirilmasi) yéntemi kullamildi. Izolatlar benzerlik katsayilar1 goz dniine alinarak
ayirt edilemez (benzerlik > % 95), benzer (benzerlik > % 90-95) ve farkli (benzerlik <
% 90) olarak smiflandirildi. Birbirleriyle % 95’in iizerinde benzerlik gosteren izolatlar
ana klon; ana klonlar i¢erisinde de % 90’nin {izerinde benzer klonlar alt tip olarak kabul
edildi. Benzerlik oranlart % 90’in altinda olan izolatlar ise digerlerinden farkli olarak
degerlendirildi (129,130).

3.8. Calisma Onay1
Bu calisma Yiiziincii Y1l Universitesi Tip Fakiiltesi ila¢ Dis1 Klinik Arastirmalar
Etik Kurulunun 04.04.2014 tarih B.30.2.YYU.0.01.00.00/29 nolu karar ile ¢aligmaya

baslanmigtir. Yiiziincii Y1l Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Baskanligi

tarafindan 2014-TF-U109 proje olarak desteklenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Ornek tiirleri ve izolatlarin ozellikleri

Calismaya karbapenem direngli 51 P. aeruginosa ve 51 A. baumannii olmak
tizere toplam 102 adet izolat dahil edilmistir. Calismaya alinan 102 izolatin 18’1 (% 18)
cocuk yogun bakim, 84’ii (% 82) yetiskin yogun bakim iinitelerinden izole edilmistir.
Hastalarin yas1 11 gilinliik ve 87 yas arasinda degismekteydi (ortalama yas: 35.6, SS:
23.6). Her biri farkli hastadan izole edien bu izolatlar izolasyon tarihlerine gore
kronolojik olarak numaralanmistir. Hastalarmm YBU’de kalis siiresi ortalama 3.3 ay
oldugu belirlenmistir. Hastalar agirlikli olarak solunum yolu enfeksiyonlari nedeniyle
(% 53) takip edilmekteydi. Cocuk YBU’de 10 adet P. aeruginosa ve 8 adet A.
baumannii izole edilitken, yetiskin YBU’de 43 adet A. baumannii ve 41 adet P.
aeruginosa izole edilmistir. Izolatlarin elde edildigi yer ve drnek tiirlerine gére dagilimi

Tablo 8’de gosterilmistir.

Tablo 8. Elde edildikleri birimlere gore izolatlarin ve 6rnek tiirlerinin dagilimi

Klinik Ornek A. baumannii P. aeruginosa

Kan 7 0

Idrar 0 5

Cocuk Y.B.U Kulak 0 2
(n=18) Trekeal Aspirat 1 1
Yara 0 1

BOS 0 1

Trekeal Aspirat 32 20

Yara 5 6

Yetiskin Y.B. Idrar 1 9
(n=84) Kan 3 2
Kulak 0 3

Plevra Sivisi 2 1

Toplam 51 51
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4.2. Izolatlarin antibiyotiklere duyarhlik sonuglar
Calismada disk diffiizyon ve otomatize sistemle imipenem ve meropeneme
direngli bulunan 51°’i A. baumannii, 51°i P. aeruginosa izolatlarmin diger

antibiyotiklere duyarlilik test sonuglart Tablo 9, Tablo 10 ve Tablo11’de verilmistir.

Tablo 9. A. baumannii ve P. aeruginosa izolatlarinin antibiyotik duyarlilik test sonuglar

- A. baumannii P. aeruginosa

Antibiyotik

n S I R (%) n S | R (%)
Aztreonam 51 0 0 51 (100) 51 13 8 30 (59)
Gentamisin 51 0 0 51(100) 51 20 2 29 (57)
Seftazidim 51 0 0 51(100) 49 20 6 23 (45)
Ciprofloksasin 51 0 0 51 (100) 51 28 3 20 (39)
Sefoperazon 51 0 0 51(100) 51 17 15 19 (37)
TPZ 51 0 0 51(100) 51 33 0 18 (35)
Levofloksasin 51 0 0 51 (100) 37 20 1 16 (31)
Sefepim 51 0 0 51(100) 51 17 21 13 (26)
SAM 51 0 0 51 (100) - - - -
Seftriakson 51 0 0 51 (100) - - - -
TIC 51 0 0 51 (100) - - - -
Amikasin 51 2 0 49 (96) 51 37 4 10 (20)
TMP-SXT 51 20 O 31 (61) - - - -
Kolistin 51 51 O 0 (0) 5 5 0 0 (0)
Norfloksasin - - - - 14 10 0 4 (8)

n: test edilen izolat sayisi, TPZ: Piperasilin-Tazobaktam, SAM: Ampisilin-Sulbaktam, TIC:
Tikarsilin-Klavulonat, TMP-SXT: Trimetoprim-Sulfametoksazol
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Tablo 10. A. baumannii i¢in antibiyotik duyarlilik test sonuglari

CAZ CL

TMP-
SXT

KODU AK SAM AZT GN CiP LEV FEP SCP CRO TPZ TIC

Al

SIRA
NO

A2

A3

A4

A5

A6

A7

A9

Al0
All
Al2
Al3
Al5
Al6
Al7
Al9
A20
A21
A22
A24
A25
A26
A27
A29
A3l
A32
A33
A34
A35
A36
A37
A38
A4l
A42
A43
Ad4
A45
A46
A47
A48
A49
A50
AS51
A52
A53
A54
A55
A56
A57
A58
A59

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
26
27

28
29
30
31

32

33
34

35

36
37

38
39
40

41

42

43

44
45

46

47

48

49

50
51
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Tablo 11. P. aeruginosa i¢in antibiyotik duyarlilik test sonuglari

KODU AK AZT GN CiP LEV FEP SCP TPZ CAZ NOR CL

SIRA
NO

P1

P2

P3

P4
P5

P6

P7

P8

TE

P9

P11
P12
P13
P14
P15
P17
P18
P19
P20
P21
P22
P23
P24
P25
P26
P27
P28
P29
P30
P31
P32
P33
P34
P35
P36
P37
P38
P39
P40
P41
P42
P43
P44
P45
P46
P47
P48
P49
P50
P51
P52
P53

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
26
27

28
29
30
31

32

33
34

35

36
37

38
39
40
41

42

43

44
45

46

47

48

49

50
51
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4.3. Fenotipik testlerle MBL iiretiminin dogrulanmasi

4.3.1. Kombine Disk Testi

KDT, 102 izolatimin 67’inde pozitif bulunurken 35’inde negatif bulundu. A.
baumannii izolatlarinin 48’inde (% 94) KDT testi pozitif iken, 3’iinde (% 6) negatif
bulundu. P. aeruginosa izolatlarinda ise; 19’unda (% 37) pozitif, 32’sinde (% 63)

negatif bulundu (Tablo 12, Resim 5).

Tablo 12. izolatlara gére KDT sonuglarinin dagilim yiizdesi

izolat Adi KDT n (%)
+ 48 (% 94)
A. baumannii
- 3 (% 6)
+ 19 (% 37)

P. aeruginosa
- 32 (% 63)

Resim 5. Kombine Disk Testi Pozitifliginin Gosterilmesi.
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4.3.2. Cift Disk Sinerji Testi
Imipenem-EDTA ile yapilan cift disk sinerji testi A. baumannii izolatarmin
tamami negatif bulunurken, P. aeruginosa izolatlarinin 27°si (% 53) pozitif olarak

bulundu (Tablo 13, Resim 6).

Tablo 13. izolatlara gére CDST sonuglarinin dagilim yiizdesi

izolat Ad1 CDST n (%)

+ 0 (% 0)
A. baumannii
- 51 (% 100)

+ 27 (% 53)
P. aeruginosa
- 24 (% 47)

Resim 6. Cift Disk Sinerji Testi Pozitifliginin Gosterilmesi.

4.3.3. Modifiye Hodge Testi

MHT, 39’u (% 77) A. baumannii ve 10’u (% 20) P. aeruginosa olmak iizere 102
izolatinin 49’unda pozitif bulundu (Tablo 14, Resim 7).
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Tablo 14. izolatlara gore MHT sonuglarmin dagilim yiizdesi

Izolat Ad MHT n (%)
+ 39 (% 77)
A. baumannii
- 13 (% 23)
+ 10 (% 20)

P. aeruginosa
- 41 (% 80)

Resim 7. MHT Pozitifliginin Gosterilmesi.

4.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Sonuclar:

Calisilan kokenlerde IMP, VIM, GES, GIM, SPM, OXA-51, OXA-23, OXA-10
grup genlerinin varhigini arastirmak amaciyla PZR yapildi. Toplam 102 izolatin hig
birinde IMP, VIM, GES, GIM gen bolgeleri tespit edilemedi.

A. Dbaumannii izolatlarinin tamaminda SPM, OXA-51 ve OXA-23 gen
bolgelerinden en az bir tanesi pozitif bulundu. P. aerugonosa’da izolatlarin 16’sinda (%
31); OXA-51 (% 18) ve OXA-10 (14) gen bolgelerinden en az bir tanesi pozitif
bulundu. PZR ile pozitiflik saptanan gen bolgelerinin izolatlara gére dagilimi Tablo 15,
Resim 8, 9, 10, 11 ve 12’de verilmistir.
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Tablo 15. PZR ile pozitiflik saptanan gen bolgelerinin izolatlara gére dagilimi

A. baumannii (%) P.aerugonosa (%)

GENLER n=51 n=51
SPM 2 (4) -
OXA-51 50 (98) 9 (18)
OXA-23 39 (77) -
OXA-10 - 7 (14)
OXA-23 ve OXA-51 39 (77) -
SPM, OXA-23 ve OXA-51 2 (4) ;

Resim 8. A. baumannii izolatlarinda SPM pozitif gen bolgeleri.

-
1000 -
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Resim 9. A. baumannii izolatlarinda OXA-51 pozitif gen bolgeleri.
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Resim 10. A. baumannii izolatlarinda OXA-23 pozitif gen bolgeleri.
M1 2 3 45 6 7 8 910 111213141516 PK NKM

500 @ we > 501bp
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PK: Pozitif Kontrol, NK: Negatif Kontrol, M: Marker
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Resim 11. P. aeruginosa izolatlarinda OXA-10 pozitif gen bolgeleri.
M NK PK 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1353

872

603

310
200

118

PK: Pozitif Kontrol, NK: Negatif Kontrol, M: Marker

4.5. Fenotipik yontemlerin PZR ile uyumunun karsilastirilmasi

Fenotipik testlerin gold standart olan PZR sonuglar1 géz 6niinde bulundurularak

uyum oranlari tablo 16, 17, 18’de verilmistir.

Tablo 16. Kombine Disk Testi sonuglarinin PZR ile karsilastiriimasi.

PZR
Toplam
+ =

+ 48 0 48

A. baumannii - 3 0 3
Toplam 51 0 51

KDT

+ 14 5 19

P. aeruginosa - 2 30 32
Toplam 16 35 51
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Tablo 17. Cift Disk Sinerji Testi sonuglarinin PZR ile karsilastirilmasi

PZR
Toplam
+ =

+ 0 0 0

A. baumannii - 51 0 51

Toplam 51 0 51

CDST

+ 15 12 27

P. aeruginosa - 1 23 24

Toplam 16 35 51

Tablo 18. Modifiye Hodge Testi sonuglarinin PZR ile karsilastiriimasi

PZR
Toplam
+ =

+ 39 0 39

A. baumannii - 12 0 12

Toplam 51 0 51

MHT

+ 9 1 10

P. aeruginosa - 7 34 41

Toplam 16 35 51

Fenotipik Yontemlerin PZR ile karsilagtirmali duyarlilik, ozgiilliik, pozitif
prediktif deger (PPD) ve negatif prediktif degerleri (NPD) Tablo 19°da verilmistir.
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Tablo 19. Fenotipik testlerin PZR’deki tiim genlere gore dagilimi

Duyarhhk Ozgiillik PPD NPD Dogruluk

Izolat Adi Test (%) (%) %) (%) (%)
KDT 94 HE HE HE 9
A. baumannii CDST 0 HE HE 0 0
MHT 76 HE 100 0 76
KDT 88 86 74 94 86
P. aeruginosa CDST 94 66 56 96 75
MHT 56 97 90 83 84

KDT: Kombine Disk Testi CDST: Cift Disk Sinerji Testi MHT: Modifiye Hodge Testi PPD:
pozitif Prediktiv Deger NPD: Negatif Prediktiv Deger HE: Hesap Edilemedi (PZR ile gen bdlgesi

saptanmayan negatif izolat olmadigindan)

Rutin kullanimda Acinetobacter baumannii i¢in duyarliligi en yiiksek test olarak
KDT bulunmustur. Ancak PZR ile tiim Acinetobacter baumannii izolatlarinda en az bir
gen pozitif bulunmustur. MBL i¢in gen bolgesi igermeyen izolat olmadigindan testlerin
Ozgiilliigii hesap edilememistir. CDST nin duyarlilig1 % 0 oldugundan MBL analizi i¢in
uygun bir fenotipik test olmadig1 goriilmiistiir.

Pseudomonas aeruginosa i¢in ise duyarliligi en yiiksek testler sirasiyla CDST,
KDT ve MHT olarak bulunmustur. En yiiksek 6zgiilliige sahip testin ise MHT oldugu
belirlenmistir. Tumi dikkate alindiginda dogrulugu en yiiksek bulunan KDT rutin

kullanim i¢in daha uygun bulunmustur.

4.6. A. baumannii izolatlarimin PFGE sonuglari

Tiplendirilen 51 A. baumannii izolatinda 38 farkli PFGE profili géstermistir.
Klonal yonden iligkili izolatlar, 13 farkli kiime icerisinde yer almaktadirlar. Toplam 51

A. baumannii izolatunun 41' herhangi bir kiime igerisinde yer almaktadir. izolatlarm

kiimelesme oran1 % 80'dir.
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En biiyiik kiime; 7 izolatin yer aldig1 VI ile kodlanan kiimedir. Bunu sirasiyla; I
(6 izolat), VIII (6 izolat), IV (4 izolat), 1l (2 izolat), Il (2 izolat), X (2 izolat), XI (2
izolat), XII (2 izolat), XII (2 izolat), XIV (2 izolat), XV (2 izolat), XVII (2 izolat)
kiimeleri takip etmektedir (Sekil 1).

4.7. P. aeruginosa izolatlarmin PFGE sonuglari

Tiplendirilen 51 P. aeruginosa izolatinin 43 farkli PFGE profili géstermistir.
Klonal yonden iliskili izolatlar, 11 farkli kiime igerisinde yer almaktadirlar. Toplam 51
P. aeruginosa izolatinin 27'si herhangi bir kiime igerisinde yer almaktadir. izolatlarin
kiimelesme oran1 % 53'tiir.

En biiytik kiime; 4 izolatin yer aldig1 XII ile kodlanan kiimedir. Bunu sirasiyla; I
(3 izolat), V (3 izolat), XXI (3 izolat), IV (2 izolat), XIV (2 izolat), XIX (2 izolat),
XXII (2 izolat), XXVIII (2 izolat), XXIX (2 izolat), XXXIII (2 izolat) kiimeleri takip
etmektedir (Sekil 2).
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Sekil 1. Acinetobacter baumannii PFGE sonuglari.
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Sekil 2. Pseudomonas aerugenosa PFGE sonuglari.
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5. TARTISMA

Yogun Bakim Uniteleri, invaziv girisimlerin siklikla yapildig1 birimlerdir. Bu
girisimlere ilave olarak uzun siireli yatis tedavi olma, yanik tedavileri, immiin
yetmezlik, malignensi gibi altta yatan risk faktorlerleri, bilyiik cerrahi girisimler ve uzun
stireli genis spektrumlu antibiyotik kullanimi hastane enfeksiyonlari agisindan risk
olusturmaktadir (150). A. baumannii ve P. aeruginosa gibi nonfermentatif bakteriler
YBU’lerde siklikla karsimiza ¢ikan hastane enfeksiyonu etkenidirler. Bu
mikroorganizmalar CID olarak karsimiza cikmakta ve bu izolatlarla olusan
enfeksiyonlar tedavi giigliiklerine neden olmaktadir. Ampirik tedavi de dahil olmak
izere bu etkenlerin neden oldugu enfeksiyonlarda karbapanemler siklikla kullanilmakta
ve bu durum karbapenem direncinde artis olarak kendini gostermektedir (153,154,155).

Karbapenem direngli izolatlar, genellikle diger antibiyotik gruplarina da direng
gostermektedir. Bu durum, tedavide giicliige ve dirence sebep olan genlerin baska
bakterilere aktarilma olasiligin1 da artirmaktadir. Direng genlerinin yayilmasina neden
olan genetik yapilardan olan integronlarin varligi CID gelisimi agisindan &nemlidir.
Integron tastyan Acinetobacter tiirleri tasimayanlara gore daha virulan ve antibiyotiklere
direnglidir. MBL veya karbapenemaz olusturan izolatlarda integronlar vasitasi ile direng
geninin tasindigmin gosterilmesi horizontal yayilim mekanizmasini desteklemektedir
(156,157).

Gram negatiflerde karbapenem direnci son yillarda oldukga tehlikeli boyutlara
ulagsmustir (158,159). Lye ve ark. 2008 yilinda GSBL iireten Enterobactericae tiirlerinde
ilk basamak tedavide ortalama 11 giinliik karbapenem uygulamasimin A. baumannii
izolatlarinda karbapenem direncini % 67 ve P. aeruginosa izolatlarinda ise % 15
oranma ¢ikardigini gdstermislerdir (160). Ozellikle nonfermentatif gram negatif
basillerde karbapenem direnci daha yiiksek oranlarda goriilmekte ve hizla artarak diinya
capinda yayilma gostermektedir (106,161). Karbapenemazlardan 6zellikle MBL’ler ilk
olarak 1991°de Japonya’da MBL iireten bir P. aeruginosa’nin bildirilmesiyle
tanimlanmistir (162). Tiirkiye’de yapilan ¢esitli arastirmalarda nonfermentatiflerde
imipenem ve meropenem direnci % 40’lardan % 92’lere ulasmistir (163,164,165).
Ulkemizde Gacar ve ark. E. cloacea’da VIM-5, Aktas ve ark. K.pneumoniae’da IMP-1

ve Yildinm ve ark. ise K. pneumonia’da VIM-1 karbapenemaz saptamislardir
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(166,167,168). Giir ve ark. SENTRY programi ¢ergevesinde iilkemizde 321 A.
baumannii izolatunda 0XA-23 ve OXA-58 varligini arastirdiklar1 ¢calismada imipeneme
direngli 44 izolatin 26’sinda blapxa-23, 18’inde blapxa-ss tespit etmislerdir. Yedi yillik
stireci kapsayan bu ¢alismada 2000-2008 yillar1 arasinda karbapenem direncinde % 20
lerden % 60 lara varan oranda artis bildirilmistir (169).

Karbapenem direngli izolatlarda MBL varligiin giivenilir, kullanima uygun,
kolay, 6zgiilligii ve duyarliligi yiiksek bir fenotipik ve/veya genotipik bir laboratuvar
metoduyla tespiti, enfeksiyon kontrolii agisindan olduk¢a O6nem kazanmistir. MBL
olusturan izolatlarda fenotipik testlerin ¢ogu enzimin bir metal selatorii tarafindan
inhibisyonu temeline dayanmaktadir. Metal selator, enzim aktif bolgesindeki ¢inko
iyonuna baglanarak ayrilmasma ve enzimin inaktivasyonuna sebep olmaktadir. Bu
temele dayanarak yapilan testlerden CDST ve KDT bu prensibe dayanmaktadir.
Substrat olarak imipenem kullanilirken, inhibitér olarak da EDTA/MPA/SMA
kullanilmaktadir. EDTA ile yapilan testlerde EDTA’nin bakterisidal etkisine bagl
olarak yalanci pozitiflik yiiksek olabilmektedir. Ayrica her iki test i¢in de degerlendirme
subjektif oldugu i¢in yorumlayan kisiye gore farkli sonuglar elde edilebilmektedir (170).

Sesli-Cetin ve ark. Isparta’da 2009 yilinda MBL iiretimini imipeneme direncli A.
baumannii ve P. aeruginosa kokenlerinde sirasiyla KDT ile % 75, % 62; CDST ile %
84, % 73; MHT ile % 74, % 58 olarak bulmuslardir (171). Ulusoy-Al ve ark. 2011
yilinda A. baumannii izolatlarinda yiiriittiikleri ¢calismada izolatlarin KDT ile % 58.2,
CDST ile % 55.7, MHT ile % 69.6 oraninda MBL iirettiklerini bildirmislerdir (172).
Cikman ve ark.’nin hastanemizde 2011 yilinda gergeklestirdikleri calismada KDT ile A.
baumannii izolatlarinin % 79’unun, MHT ile % 97’sinin MBL irettigini tespit
etmislerdir. Izolatlarm % 76’sinda her iki test ydntemiyle de MBL iiretimi
saptamiglardir (173). Ulkemizde 7 farkli cografi bdlgeyi temsil eden 8 ilden (Ankara,
Konya, Antalya, Istanbul, Izmir, Diyarbakir, Van ve Trabzon) toplam 186 karbapeneme
direngli P. aeruginosa kokeninde MBL’nin varligi KDT testi ile incelenmistir. Bu test ile
kokenlerin ortalama % 31.2 oraninda MBL iirettigi saptanmistir. MBL orani1 en yiiksek iller
Antalya (% 52) ve istanbul (% 50), en diisiik Diyarbakir (% 6) olarak saptanmustir (174).
Bulut ve Caglar, 2013 yilinda Elazig’da meropeneme direngli A. baumannii
kokenlerinde MBL tiretimini KDT ile % 95, MP-EDTA CDST ile % 67.5 ve MHT ile

% 72.5 olarak tespit etmislerdir. Meropeneme direngli P. aeruginosa kokenlerinde ise
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MBL iretimini KDT ile % 80, CDST ile % 100 ve MHT ile % 60 oraninda
bulmuslardir (175). Altinoz-Aytar ve ark. 2015 yilinda Diizce’de yaptiklari ¢alismada
gram negatif nonfermentatiflerde MBL oranin1 CDST ile % 34, KDT ile % 55 ve MHT
ile % 45 olarak saptamislardir (176).  Yan ve ark. 2004 yilinda P. aeruginosa
izolatlarinda KDT’ini % 87 duyarlilik, % 97 o0zgiilliikkte tespit etmislerdir.
Karbapenemaz olusturan izolatlarda imipenemin MIK degeri < 4 pg/ml ise KDT
uygulanamayacagim bildirmislerdir. MBL olusturan izolatlarin imipenem MIK degeri >
4 ng/ml olanlar KDT ile tanimlanabilmistir (114). Bu ¢alismada KDT ile A. baumannii
icin 48/51 (% 94), P. aeruginosa icin 19/51 (% 37) poziflik gostermistir. CDST ile A.
baumannii i¢in 0 (% 0), P. aeruginosa igin 27/51 (% 53) poziflik bulunmustur. MHT
igin ise A. baumannii i¢in 39/51 (% 77), P. aeruginosa i¢in 10/51 (% 20) pozitiflik
saptanmigtir. CDST P. aeruginosa i¢in 11 izolatta yalanci pozitiflik gostermistir.
Yalanci pozitifligin nedeni kullanilan EDTA’nin tek basina 06zgiil olmayan genis
inhibisyon zonu olusturabilmesidir. Bu ¢alismada imipenem-EDTA ile ger¢eklestirilen
CDST sadece P. aeruginosa igin pozitiflik gostermistir. Bu da Pseudomans’larda enzim
inhibitorii olarak EDTA kullaniminin Acinetobacter izolatlarina gore daha anlamli
olabilecegini diisiindiirmiistir. Rutin kullanimda A. baumannii i¢in duyarliligi en
yiiksek test olarak KDT bulunmustur. Ancak PZR ile tiim Acinetobacter baumannii
izolatlarinda en az bir gen pozitif bulunmustur. MBL i¢in gen bolgesi igermeyen izolat
olmadigindan testlerin 6zgiilliigli hesap edilememistir. CDST’nin duyarliligt % 0
oldugundan MBL analizi i¢in uygun bir fenotipik test olmadigi goriilmiistiir. P.
aeruginosa igin ise duyarliligi en yiiksek testler sirasiyla CDST, KDT ve MHT olarak
bulunmustur. P. aeroginosa izolatlarinda en yiiksek ozgiillige sahip testin ise MHT
oldugu belirlenmistir. Tiimii dikkate alindiginda dogrulugu en yiiksek bulunan KDT
rutin kullanim i¢in daha uygun bulunmustur.

A. baumannii izolatlarinda MHT testinde yalanci negatiflik 12 (% 23) oraninda
bulunmus; P. aeruginosa i¢in yalanci negatiflik 7 (% 11) olarak bulunmustur. Bu
MHT nin yalanci negatiflik oraninin yiiksek olmasi; her ne kadar kolay bir test gibi
goziikse de yapan ve yorumlayan kisiye gore farlilik gostermesine baglanmaktadir.

Shin ve ark. 2008 yilinda 79 MBL pozitif ve 95 MBL negatif toplam 174
Pseudomonas ve Acinetobacter izolatinda DPA-IPM KDT’nin duyarliligint % 98.7
spesifitesini % 100, PPD’ini % 100 ve NPD’ini % 99 olarak bulmuslardir. IMP-EDTA
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KDT’nin ile duyarliligint % 97.5 spesifitesini % 96.5, PPD’ini % 96.3 ve NPD’ini %
97.9 olarak belirtmislerdir. CDST igin duyarliligi % 98.7 6zgilligi % 88.4, PPD %
87.6 ve NPD % 98.8 olarak tespit etmislerdir (177). Simsek ve Sultan’in yiiriittiikleri bir
caligmada P. aeruginosa izolatlarinda MHT referans alinarak CDST’nin duyarliligi %
79, ozgilligi % 89, PPD % 88, NPD % 80, KDT’nin duyarliligi % 100, 6zgilligi %
74, PPD % 78, NPD % 100, olarak belirtilmistir. Acinetobacter izolatlarinda ise CDST
duyarliligt % 64, 6zgiilliigii % 91, PPD % 94, NPD % 56, KDT duyarliligi % 91,
ozgilligi % 55, PPD % 80, NPD % 75, olarak belirtilmistir (178). Bu ¢alismada
KDT’nin duyarlihg % 94 ve dogrulugu % 94 olarak bulunmustur. Ozellikle
Acinetobacter izolatlarinda Pseudomonas’lara gore belirgin yiiksek uyum gostermistir.
Uygulanmas kolay, ucuz ve yorumu kisiden kisiye degismeyen bir yontem olmasindan
dolay1 karbapenem direngli Acinetobacter izolatlarinda MBL varligini arastirmada
Onerilebilecek bir fenotipik test olarak One ¢ikmistir. P. aeroginusa CDST’nin
duyarliligi % 94, 6zgilligi % 56, PPD % 66, NPD % 96, dogrulugu % 75 olarak tespit
edilmis. Fakat her ne kadar rutin uygulamalarda tercih edilebilecek fenotipik
uygulamalari arastirmayi hedefleyen bu ¢alismada PZR uyumu arastirilsa da sadece 9
gen bolgesi bakildigi i¢in diger genleri tasiyan izolatlara bu fenotipik yontemleri
genellemek uygun olmayabilmektedir.

PZR analizi ile MBL varligin1 belirlemek giivenilir bir yontem olarak
bilinmekle beraber direng genlerinin her zaman saptanamadigi yayinlara da
rastlanmaktadir. Gibb ve ark. 2002 yilinda blay,v ve blaye primerleini kullanarak P.
aeruginosa’da IMP bulamadiklari halde genomik DNA’y1 bir plazmide kodladiktan
sonra yaptiklar1 sekans analizi ile blajp varligini saptayabilmislerdir. OXA-51 A.
baumannii izolatlarindan 50’sinde P. aeruginosa izolatlarnin ise 9’unda tespit
edilmistir. OXA-23, A. baumannii izolatlarinin 39’unda tespit edilirken, OXA-10 ise
sadece 7 adet P. aeruginosa izolatinda tespit edilebilmistir (179). Yine Ulusoy-Al ve
ark. 2011 yilinda A. baumannii izolatlarinda yiirtittiikleri calismada KDT ile 46’smin (%
58.2), CDST ile 44’iiniin (% 55.7), MHT ile 55’inin (% 69.6) MBL saptadiklarini tespit
etmislerdir. PZR yontemiyle blajyp-1 geni arastirilmig, ancak pozitiflik bulunamamastir.
PFGE ile 10 farkli bant paterni goriilmiis ve fenotipik testlerle MBL pozitif bulunan

izolatlarin A ve C gruplarinda yogunlastiklarini gozlemlemislerdir (172).
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Kore’de 99 P. aeruginosa ve 31 A. baumannii olmak iizere 130 iolatta MBL
aragtirmak i¢in yiriitiilen arastirmada 33 izolatin (29 P. aeruginosa ve 4 A. baumannii)
blayv-2 tasidigi ve iki P. aeruginosa izolatinin da blapp.y tasidiklari belirlenmistir
(180). Komsularimizdan Yunanistan’da VIM-1, VIM-2, VIM-4, VIM-12, VIM-17 ve
VIM-27 tipi MBL tamimlannustir (181). iran’da da VIM tipi MBL bildirimleri
mevcuttur (182). Karbapenem direncini belirlemek amaciyla Hacettepe Universitesinde
gerceklestirilen bir ¢alismada 110 P. aeruginosa izolatimin 11’inde blay pozitif
bulunmustur. Yine tiim izolatlara blayp bakilmis ve negatif olarak tespit edilmistir
(183). Ozgiimiis ve ark. Karadeniz Teknik Universitesinden elde ettikleri izolatlarda
gerceklestirdikleri ¢calismada VIM ve SPM genlerini Pseudomonas’larda saptamiglardir
(184). Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi'nde gergeklestirilen bir calismada P.
aeruginosa kokenlerinin tiimiinde yapilan PZR ve multipleks PZR yontemleri
sonucunda MBL iiretiminden sorumlu NDM-1, IMP, VIM, SPM-1, SIM-1, GIM-1
enzimleri negatif bulunmustur (185). Bizim ¢alismamizda IMP, GIM, GES ve VIM
genleri ¢aligilan tiim izolatlarda negatif bulunmustur.

Cin’de 2010 yilinda OXA-23 iireten A. baumannii salgin1 raporlanmigtir (186).
Nijerya’da ise 2013 yilinda imipenem-diren¢li A. baumannii isolatinda % 60 OXA-23
varlig1 belirtilmistir (187). Iran’da 2015 yilinda gerceklestirilen ¢alismada blaoxa.23 Ve
blayim gen varligi sirasiyla % 83 ve % 12.5 olarak ortaya konmustur (188). Turton ve
ark. 2006 yilinda ingiltere’de yaptiklar1 ¢alismada, multipleks PZR ydntemi ile A.
baumannii izolatlarinda OXA-51, OXA-23 ve Class 1-integraz kodlayan genler
arastirilmig ve izolatlarin tamaminda OXA-51 kodlayan gen belirlemislerdir. Bu bizim
calismamizla uyumludur (189).

Gordebil yiiksek lisans tez ¢aligmasinda inceledigi 55 izolatin tamaminda (%
100) OXA 51 ve ISAbal geni tespit etmislerdir. izolatlarin 4’{inde (% 7.27) OXA 58,
OXA 51 ve ISAbal, 3’iinde (% 5.45) OXA-24, OXA-51 ve ISAba; geni belirlenmisken
OXA 23 geni hi¢ bir izolatta bulunamamigtir (190). Ulkemizde 2008 yilinda 7 yillik
periyod dahilinde yapilan calismada Ankara ve istanbul’dan toplanan 321 A. baumannii
izolatinda OXA-23 ve OXA-58 varlig1 arastirilmis toplam 44 izolatin 26’sinda OXA-23
(% 59.1) ve 18’inde (% 40.9) OXA-58 tespit edilmistir. OXA-23 tasiyan izolatlarin 1
tanesi Istanbuldan digerleri Ankara’dan izole edilmistir. OXA-58 pozitif izolatlarin
tamami1 Ankara’dan izole edilmistir (169). Cesitli illerdeki (Afyonkarahisar, Ankara,
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Bolu, Elazig, Erzurum, Isparta, istanbul, Kahramanmaras, Konya, Sakarya, Van) 13
tiniversite ve devlet hastanesinin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda, 2008-2011 tarihleri
arasinda izole edilen toplam 834 A. baumannii klinik izolatinin dahil edildigi ¢alismada
karbapeneme direngli izolatlarin blapxa-23-iike V€ blaoxa-ss-ike gen pozitiflikleri ise
strastyla % 74.4 ve % 17.3 olarak tespit edilmistir. Yirmi bes izolat hem blapgxa-23-like
hem de blapxa-ss-iike gen pozitifligi gostermistir. blapxa-24-iike harig, karbapeneme direngli
izolatlarin tamaminda OXA tipi genler saptanmustir (150). Keskin ve ark.’nin 2014
yilinda gergeklestirdikleri ¢alismada biitin 201 A. baumannii izolatinin hepsinin (%
100) blapxa-s1 geni tasidigr goriilmiis; 184’tniin (% 91.5) blapxa-23, 7'sinin (% 3.5)
blaoxass Ve 2 (% 1)‘sinin blapxa24 genine sahip oldugu belirlenmistir. Orneklerin
hi¢cbirinde blayp, blayim, blasiv, blanom genleri  saptanamamistir  (190).  Tasbent-
Esenkaya ve Ozdemir 2015 yilinda Konya ilinde yiiriittiikleri ¢calismada karbapenem
direncli 184 Pseudomonas izolatindan 12’sinde OXA-23, 1 izolatta OXA-40 ve 1
izolatta da OXA-58 geni olmak iizere toplam 14 izolatta (% 7.6) pozitiflik bulmuslardir.
Ulkemizde Pseudomonaslar’da ilk OXA tipi karbapenemaz varliginin gosterilmesi
acisindan bu c¢alisma oOnemli olmustur (191). Bizim c¢alismamiza dahil edilen
izolatlardan A. baumannii’de OXA-51 (% 98), OXA-23 (% 77), OXA-23 ve OXA-51
birlikteligi (% 77), SPM, OXA-23 ve OXA-51 birlikteligi (% 4) ve SPM (% 4) olarak
bulunmustur. P. aeruginosa izolatlarinda OXA-51 (% 18) ve OXA-10 (% 14) tespit
edilmistir.

Wang ve ark. 1999-2005 yillart arasinda 11 hastanede 221 imipenem direngli
Acinetobacter izolatim1 PFGE ile tiplendirdikleri ¢alismada; iki veya daha fazla
subtipten olusan 15 patern tanimlamislardir. Bu ¢alisma periyodu esnasinda dort sehirde
10 hastanede klonal yayilim saptanmustir. Infeksiyon kontrol énlemlerinin alinmasina
ragmen hastanenin farkli 19 servisinde imipenem direncli klon izolatlar1 bulunmustur
(192). Prashanth ve ark.’min yaptiklar1 g¢alismada yogun bakimlarda tireyen 71
Acinetobacter izolatint PFGE ile tiplendirmisler, 59 (% 83) farkli patern belirlemislerdir
(193). Khoo ve ark. 2010 yilinda yayimladiklar1 aragtirmada Singapur’da 2.552 adet P.
aeruginosa izolatinin 123’{inde karbapenem direnci tespit etmislerdir. Bunun da
dokuzunda MBL tespit etmislerdir. Yapilan PFGE analizinde bla;yp.; Ve blapp-7 ait
olmak tizere iki klonal varyantta toplandigini bulmuslardir (194). Lucena ve ark. bir

hastane enfeksiyonunu degerlendirdikleri ¢alismada klonal genotipin  SMP-1
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P. aeruginosa izolatlarindan olustugunu ve klonalite oraninin % 70 oldugunu
bildirmislerdir (195).

Ulkemizde Ayan ve ark.’nin 38 A. baumannii izolat1 ile yaptiklar
epidemiyolojik calismada izolatlarin PFGE ile dokuz farkli grupta toplandiklari, PFGE
analiz sonuglarinin epidemiyolojik ve klinik verilerle en iyi korelasyonu gosterdigini
saptamiglardir (196). Gordebil ve ark. karbapenem direngli Acinetobacter izolatlarinin
PFGE ile klonal iliskilerinin incelemesi sonucunda, 55 izolatin 29 (% 52.7)’unun yakin
iliskili oldugu ve ayni klondan koken aldigini bildirmilerdir (197). Bu ¢alismada
tiplendirilen 51 A. baumannii izolati1 38 farkli PFGE profili gostermistir. Klonal yonden
iligkili izolatlar, 13 farkli kiime igerisinde yer almaktadirlar. Toplam 51 A. baumannii
izolatinin 41'1 herhangi bir kiime igerisinde yer almaktadir. izolatlarin kiimelesme orani
% 80 olarak bulunmustur. PFGE tiplendirmesinin sonucunda hastanemizdeki
Acinetobacter spp. izolatlarinin oldukga yiiksek bir kismimnin klonal yonden iliskili
olduklart saptanmistir. Tim izolatlar MDR olarak bulunmustur. Cekin ve ark. 2012
yilin ilk dort ayinda izole edilen salgin iligkili endemik dénem Pseudomonas
izolatlarinda antibiyotipleri benzer (0-1 izolat/ay) saptanmasi g¢evresel kaynaklara
yonlendirmistir. Ik haftada goriilen A pulsotipine ait izolatun 16. haftanin sonuna kadar
varligini siirdiirdiigii belirlenmistir. B, C, D pulsotiplere ait izolatlara da hastanede de
salgin boyunca hastanede rastlananmigtir (198). Yetkin ve ark. 105 P. aeroginusa
izolatinda 1 yillik periyota 80 hasta drneginde gerceklestirdikleri calismada 28 izolatin
klonal iliski gdstedigi bu 26 izolatinda 9’u tekrarlayan enfeksiyon olarak belirlenmistir
(199). Nozokomiyal patojenlerin hastanede kolayca yayilabildigini ve uygun korunma
ve kontrol 6nemlerinin alinmamas: halinde yillarca hastane ortaminda kalabilecegini
vurgulanmalidir. Genel olarak ortak diren¢ ve PFGE profili gosteren izolatlarda direng
yayilimimin klonal yayilima paralel oldugu kabul edilmektedir (200,201). Caligmamizda
tiplendirilen 51 P. aeruginosa izolati 43 farkli PFGE profili gostermistir. Klonal
yonden iliskili izolatlar, 11 farkli kiime igerisinde yer almaktadirlar. Toplam 51 P.
aeruginosa izolatinin 27'si herhangi bir kiime igerisinde yer almaktadir. Her ne kadar
Acinetobacter’ler kadar yiiksek bir klonal iliski goriillmesede suslarin kiimelesme orani
% 53'tlir. PFGE analizi igin kronolojik olarak siralanmasi yapilmis ve ayni klona ait
izolatlarin hastanemizde uzun stire varligini siirdiirebildigi belirlenmistir (A6-A45, A16-

A43, A17-A59, P14-53, P18-P50).
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Ozetlenecek olursa, bu calismada imipenem ve meropenem direngli bulunan
izolatlarda karbapenemaz varliginin arastirilmasinda test ettigimiz ii¢ ¢esit fenotipik test
arasinda PZR ile uyumu en giivenilir test olarak KDT testi gosterilebilir. Fakat halen
laboratuar kosullarinda uygulanmasi basit ve yorumlanmasi kisiden kisiye degismeyen,
duyarliligr ve ozgiilliigii yiiksek fenotipik yontemlerin gelistirilmesi onemlidir. PZR
degerlendirmesinde toplam 102 izolatin hi¢ birinde IMP, VIM, GES, GIM gen bdlgeleri
tespit edilememistir. A. baumannii izolatlarinin tamaminda en az bir gen bolgesi pozitif
olmak tiizere %98’i OXA-51, %77’si OXA-23 ve %4’inde SPM geni pozitif
bulunmustur. Bu izolatlarda; %77 oraninda OXA-23 ile OXA-51 ve %4 oraninda OXA-
23, OXA-51 ile SPM birlikteligi saptanmistir. P. aerugonosa’da izolatlarin 16’sinda (%
31); OXA-51 (% 18) ve OXA-10 (14) gen bolgelerinden en az bir tanesi pozitif
bulundu. PFGE tiplendirmesinde A. baumannii kiimelesme orani % 80 bulunurken
Pseudomonas’larda bu oran % 53 olarak bulunmustur. Klonal iliski oranlarinin
yiiksekligi hastanemizdeki hastalar arasinda izolatlarin bulas derecesinin oldukga
yiiksek oldugunu, hastanedeki klonun uzun periyotlarda ortamda kalabildigini ortaya
koymustur. Bu durumda molekiiler tiplendirme ¢alismalarinin destegini alarak
hastanemizde daha etkili bir korunma ve kontrol Onlemlerinin alinmasi gerekliligi

ortaya konmustur.
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